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Innledning

Interessen for bruk av bakteriologiske
metoder ved overviking av vannkvalitet
er pkende i vart land. Betegnelsen «resi-
pientbakteriologi» har veert brukt om
slike undersokelser (9). De aktuelle me-
todene har mange anvendelsesomrader.
De er folsomme og spesifikke og wvil
kunne supplere tradisjonelle fysikalsk-
kjemiske metoder, og dessuten gi kunn-
skap om forhold i vann som ikke kan
oppnés pad annen méte (6, 7 og 12).

Betegnelsen «indikatorbakterier for fe-
kal forurensing» nyttes om bakterier som
finnes konstant i avfering fra varmblodige
dyr og mennesker, og som ikke kan for-
mere seg i naturlige vannforekomster. Pa-
vising av slike bakterier forteller om fore-
komst av avfering i vannet (7).

I den bakteriologisk-hygieniske kon-
trollen av drikkevann har undersgkelse
for koliforme bakterier (KB) og termo-
stabile koliforme bakterier (TKB) wvert
nermest enerddende her i landet. I vér
eneste standardmetode for bakteriologisk
undersokelse av vann, Norsk Standard
4751, er disse parameterne det sentrale.
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Dette er naturlig fordi TKB er den mest
folsomme og sikreste parameter for fekal
forurensing.

Det er imidlertid ogsd andre bakterie-
typer som egner seg som indikatorer ved
bakteriologisk-hygieniske vannundersgkel-
ser. De viktigste er sulfittreduserende
klostridier og fekale streptokokker. Klo-
stridiene, og spesielt Clostridium perfrin-
gens, har de siste ra fitt ny oppmerk-
somhet som vannkvalitetsindikatorer (2,
4 og 8).

I denne artikkelen skal det redegjores
for underspkelser med hensyn pé sulfitt-
reduserende klostridier i ureint vann. En
diskusjon over bruken av denne para-
meteren i vannovervakingssammenheng vil
ogsd bli gitt.

Om parameteren «sulfitireduserende
klostridier» (SK)

Den viktigste bakteriearten i gruppa
SK et Clostridium perfringens. Dette er
en gram-positiv, anaerob, sporedannende
stavbakterie som fermenterer laktose, su-
krose og inositol med gassproduksjon, gir
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«stormgjering» pa lakmusmelk, reduserer
sulfitt til sulfid (.S, reduserer nitrat,
hydrolyserer gelantin og produserer leci-
tinase og sur fosfatase.

Ifglge Bergey’s Manual (1) omfatter
slekta Clostridium 61 arter. Av disse er
C. perfringens den som oftest finnes i
avipring i store mengder, i humanfeces
10—10° bakt. pr. gram. Antallet fekale
streptokokker og TKB ligger for sammen-
likning i omrédet 10°—107 bakt. pr. gram.
I alt 28 Kklostridiearter kan produsere
H,S, men det er angitt at mer enn 95%
av SK som finnes i human avfering, er
C. perfringens. 1 naturen vil C. perfrin-
gens ikke formere seg, men gi langsomt
til grunne. Bide sporer og vegetative cel-
ler er relativt motstandsdyktige mot milje-
pavirkninger (3).

Noen av de andre sulfittreduserende
sporedannerne er mnaturlig forekommende
i visse akvatiske miljger og kan derved gi
falske positive resultater. Dette gjelder
klostridier som bryter ned organisk stoff
i sedimenter og jordsmonn, og resultater
fra undersgkelse av slikt materiale ma
detfor vurdetes med forsiktighet.

Utenom  C. perfringens er det ogsi
andre klostridier med tarmen som sitt
naturlige habiat som reduserer sulfitt til
H,S. Pavising av disse vil dermed ogsd
veere indikasjon pd fekal forurensing.

Epidemiologisk interesse

C. perfringens er en viktig &rsak til
sjukdom p3 mennesker og dyr. Den er
kjent som matforgiftningsbakterie (eks.
oppvarmet lapskaps), og pad spebarn og
speddyr kan den gi ei rekke ulike sjuk-
domstilstander med utgangspunkt i tarm-
infeksjon og toksindannelse.

Det m3 imidlertid pipekes at det ikke
fins data som antyder at overforing med
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vann er viktig i de nevnte sjukdommenes
epidemiologi (4). Betydningen innen vann-
bakteriologien begrenser seg derfor til SK
som indikator pi fekal forurensing.

Materiale

Vannprgver ble henta fra fire prove-
steder i Oslo, hver gang mandag morgen
ca. kl. 0900. Provestedene var:

Frognerelva ut fra Frognerparken

— «forurensa elv»

Oset av Frognerelva i Frognerkilen

— «brakkvann, kloakktilblanda»
Rakloakk til Skarpsno renseanlegg

—  «rakloakk»

Fullrensa vann fra Skarpsno renseanlegg
— «kloakkvann, fullrensax.

Skarpsno kloakkrenseanlegg er et full-
renseanlegg med simultanfelling. Anlegget
er belasta med 65.000 personenheter,
mens det er dimensjonert for 50.000 p.e.
Tilferselen er hovedsakelig boligkloakk
med noe tilblanding fra naeringsvirksom-
het.

Metoder
Sulfittreduserende klostridier

Provevannet ble fortynnet med steril
0,9% NaCl til passende konsentrasjoner.
Deretter ble det sddd ut 5 paralleller a
5 ml vann fra hver fortynning i reagens-
rgr. Det ble brukt ca. 15 ml jernsulfitt-
agar til hvert reagensrgr med provevann.
Mediet hadde folgende sammensetning:

Trypton (Difco 0123) 150 g
Natriumsulfid (NA,SOs) 18 ¢
Jerncitrat (Fe (I1T) Cs Hs O) 0,75 g
Agar-agar 225 g
Destillert vann ad 1000 ml

VANN-4-1981



Mediet ble autoklavert ved tillaging,
lagra ved +4°C inntil 14 dager og smelta
for bruk. Nar agaren var storknet etter
utsed, ble det helt pa enda 2—3 ml agar
for & sikre anaerobe forhold.

Inkubering ble foretatt pa vannbad ved
44°C.

Avlesing etter 24 t av nesteformete,
svarte kolonier > 1 mm i diameter.

Termostabile koliforme bakterier

TKB ble bestemt i henhold til Norsk
Standard 4751 (Most Probable Number,
MPN-metode). Ved primerutsed ble det
benyttet McConkey’s buljong (Oxoid)
istedenfor laktose-peptonbuljong.

Verifisering av Clostridium perfringens
For § finne ut hvor mange av de regi-
strerte SK fra forurensa elv og fullrensa
kloakkvann som var C. perfringens, ble
kolonier fra jernsulfittagar overfort til
Robertsons medium (11) og inkubert ved
37°C i 24 t. Deretter utsed pa blodagar
med anaerob inkubering ved 37°C i 24 t.
Koloniene pa blodagar ble si undersokt

Tabell 1

Forekomst av indikatorbakterier i ureint vann.
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mhp. kolonimorfologi, mikroskopisk

bilde, hemolyseforhold, Jecitinaseproduk-
sjon og aerob vekst for diagnosen C. per-
fringens ble stilt. I alt 206 kolonier ble
testa.

sulfittreduserende klostridier (SK) og termostabile koliforme

bakterier (TKB) i ulike vanntyper.

SK TKB Antall
geometr. laveste og geometr. laveste og obser-
midael— heyeste middel~ heyeste vasjo-
tall tall tall tall ner

Forurensa elv 1,8x102 (1,2x10 -1,2x103) 2,5x102 (7,9x10 -1,1x103) 7
Brakkvann
kloakktil-
blanda 3,2x103 (1,6x103-5,5x103) 3,3x104 (2,2x103-1,1x166 5
Kloakkvann
fullrensa 1,3x10% (4,0x103-2,3x104 3,0x10% (7,0x103-2,4x10% 7
R&kloakk 1,6x105 (5,5x104-4,6%105) 1,7x106 (2,0x104-8,0x106 6
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L Indikatorbakterier i ureint vann.
Pasteurisering av provene . Effekt av lagring ved +4C>
En del av provene ble sidd ut paral-
| . log TKB/100mI

lelt bide med og uten varmebehandling 7

ved 80°C i 5 minut for & registrere for-
holdet mellom vegetative celler og sporer s
av C. perfringens.

Resultater

Péviste mengder av SK og TKB i vann-
provene er fort opp i Tabell 1. Geome-

. . 3
trisk middeltall samt hoyeste og laveste ®
verdi er angitt. De samme resultatene fin- 2 ®
nes pa Figur 1. 12
, . log SK/100m|
Effekt av lagring ved + 4C pi de ® 20
u?derswkte ba%{teric'egruppene framgdr av Forurensa oiy o et g 3 e (9)
Figur 2. Lagringstid var fra 23 til 28 Brakkvann Klockktibianda e — " — (@)
e . Kloakkyann, fullrensa a I @
dogn. Resultatene fra verifiseringsforsoket Rékloaki A — e —

av SK er fort opp i Tabell 2.

Yymbotene angir geometrisk snitt av fra 4 til 7
enkeltresultater;

Figur 2.

Tabell 2
Verifisering av sulfittreduserende klostridier som C. perfringens
fra upasteuriserte og pasteuriserte praover.

Kolonitype Upasteuriserte Pasteuriserte Totalt
prover prever

Svarte, nesteforma

kolonier >1 mm 112/142% (79%)* 28/34 ( 82%) 140/176 (80%)
Svarte, ngsteforma

kolonier <1 mm 10/18 (56%) 3/3  (100%) 13/21 (62%)
Svarte, uregel-

messige kolonier 5/8 (63%) 0/1 ~ ( 0%) 5/9 (56%)
Totalt 127/168 (76%) 31/38 ( 82%) 158/206 (77%)

X Angir antall verifiserte C. perfringens av antall under-—
sekte kolonier.

Tallene i parentes angir antall verifiserte C. perfringens
i % av antall undersekte kolonier.
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Tabell 3

Verifisering av sulfittreduserende klostridier som C. per-

fringens fra forurensa elv og fullrensa kloakkvann.

Kolonitype Fullrensa

kloakkvann

Forurensa Totalt

elv

Svarte, neosteforma

kolonier >1 mm 77/93% (83%)*

- Svarte, nesteforma

39/51 (76%) 116/144 (81%)

¢ kolonier <1 mm 4/6 (67%) 4/9  (44%) 8/15 (53%)
Svarte, uregel-
messige kolonier 7/9 (78%) 0/3  ( 0%) 7/12  (58%)

Totalt 88/108 (81%)

43/63 (68%) 131/171 (77%)

x . Angir antall verifiserte C. perfringens av antall undersekte

kolonier.

Tallene i parentes angir ifi . ing
X P g antall verifiserte C. perfringens

i ¢ av antall undersskte kolonier.

Tabell 3 angir verifisering fordelt pd
vanntypene forurensa elv og fullrensa
kloakkvann.

Diskusjon |

Resultatene for SK og TKB for de
ulike vanntypene stemmer godt overens
med de funn Bonde (3), og Langeland
(10) oppgir. o

Det er godt samsvar mellom mengdene
av SK og TBK i de ulike vanntypene.
1 de fleste provene er det litt flere TKB -
enn SK. I avfering regner en med 10°—
107 TKB pr. gram og 10*—10° SK pr.
gram. Dette tilsvarer en forskjell mellom
TKB og SK i avfering pd fra 1 til 3 log-
enheter. Etter fortynning i vann skulle
en forvente den samme forskjellen. Dette
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er ilkke pavist 1 vir undersokelse, idet for-
skjellene her, basert pad de geometriske
middeltallene, var pi fra 0,15 til 1,0 log-
enheter. Dette kan tyde pd at SK er mer
resistent enn TKB overfor desimerings-
faktorene i de vanntypene som er under-
sokt, og bekrefter de funn som Bisson
og Cabelli (2) har gjort i Narragansett
Bay, USA.

Ofte er det urdd & fi underspkt vann-
prover like etter uttak. Da er det gunstig
3 kunne undersgke for en parameter som
bare i liten grad pavirkes av transpott 0g
lagring. Vare undersokelser av lagringens
betydning for TKB og SK indikerer at
SK er en nyttig parameter i si mate.
Figur 2 viser at mengden SK holder seg
naermest konstant i 3—4 uker ved kjole-
romslagring, mens mengden TKB reduse-
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res med flere tier-potenser. Bisson og
Cabelli (2) har gjort liknende iakttagelser
og har pavist at mens vegetative celler
av C. perfringens desimeres i en grad som
kan sidestilles med TKB, holder spore-
antallet seg neermest konstant i resipient-
vann i 14 degn.

I en del prover er det pavist litt hoyere
verdier for SK etter lagring enn for.
Dette er serlig tilfelle for prover med
heyt innhold av organisk stoff (rakloaklk-
vann og fullrensa kloakkvann). Vi antar
dette ikke er en reell pkning av mengden
SK, men at det skyldes at enkeltbakterier
frigjores fra storre bakteriehoper i og med
at det organiske stoffet som bakteriene
er adherert til, brytes ned.

Bruk av SK som mal for C. perfringens
og dermed fekal forurensing av vann har
mott en del motstand, hovedsakelig p.g.a.
angivelig for hoy prosent falske positive
kolonier i mediet. Vare verifiseringsforsok
gjengitt i Tabell 2 viser imidlertid at ca.
80% av alle undersgkte typiske kolonier
lot seg verifisere som C. perfringens.
Bonde (3) oppgir verifisering av ca. 95%.
Metodisk er det en del problemer for-
bundet med en slik verifisering, og det
reelle tallet ligger antagelig hoyere enn
det vére resultater antyder. Blant dem
som ikke lar seg verifisere som C. per-
fringens, vil en dessuten ha andre SK
som ogsd har tarmen som sitt naturlige
miljo og derfor er reelle indikatorer p3
fekal forurensing.

Bonde (3) angir at prover for under-
soking med hensyn p& SK med fordel kan
pasteuriseres ved 80°C i 5 minutter for
utseed for dermed bare & pavise bakterie-
sporer. Dette er imidlertid noe omstridt,
idet det er sporer av en del stammer av
C. perfringens som ikke vil overleve en
slik oppvarming (4), samtidig som en del
sporer vil germinere ved den samme opp-
varminga. Resultater fra pasteuriserte og
upasteuriserte prover kan dermed ikke
umiddelbart sammenliknes. Vire verifise-
ringsforsek viser at andelen SK som er
C. perfringens, er om lag lik pasteuriserte
og upasteuriserte praver (Tabell 2).

Undersgking med hensyn pa SK foretas
rutinemessig pd naringsmidler, bl.a. i for-
bindelse med oppklaring av matforgift-
ninger, Tidligere anbefalte Nordisk meto-
dikk-komité for neeringsmidler bruk av
jernsulfittagar ved slike undersokelser
(NMK nr. 56, 1965). Ifolge en ny metode
fra 1980 (NMK nr. 95, 1980) anbefales
nd TSCagar (tryptose-sulfitt-cycloserin-
agar) ved bestemming av C. perfringens
i neringsmidler.

TSC-agar ble opprinnelig foresltt av
Hauschild og Hilsheimer (5), og har vert
anvendt pé reint og ureint vann med gode
resultat (8 og 13). Antakelig ber TSC-
agar for testing med hensyn pid C. per-
fringens ersatte jernsulfittagar ved under-
soking av vann for innhold av anaerobe
sporebarere med opphav i avfering.
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