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Sammendrag

Etter at man begynte & analysere drik-
kevannsprgver for innhold av 36°C
kimtall og sporer av C. perfringens
har mange vannverk hatt problemer
med & tilfredsstille drikkevannsfors-
kriftens krav, da sporer av béde
Bacillus og C. perfringens passerer
klordesinfeksjonen ved vannverk.
Vére forsgk viser at det er ngdvendig
med en minimums klorrest pa 2-13
mg/l med en kontakttid pd minimum
30 minutter for & oppna 2 log (99%)
inaktivering av de testede Bacillus og
Clostridium  sporer. Resultatene
understreker ogsd viktigheten av &
klorere ved lav pH. Resultatene
demonstrerer at normal klordesinfeks-
jon, utfgrt i henhold til gjeldende
norske krav, ikke er i stand til & oppna
minimum 2-log reduksjoner for B.
subtilis, B. cereus og C. perfringens
sporer funnet i naturlige vannkilder,
selv i surt miljg.

I de senere &r har UV-bestraling
kommet opp som et stadig mer
populert alternativ til erstatning for
klor. Mange stgrre vannverk bade i
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Norden, ellers i Europa og i USA har
fatt installert UV-desinfeksjon, og
flere er under prosjektering.
Resultatene av vare dose-respons stu-
dier av ulike Bacillus arters og C. per-
fringens sporers toleranse overfor
lavtrykks UV-bestrédling viser at selv
om sporedannende bakterier er mer
resistente overfor UV enn vanlige
vegetative bakterier, de fleste virus
(foruten Adenovirus) og protozoer, si
lar det seg gjgre & oppnd 1,5-2,0 log
reduksjoner (95-99% inaktivering)
ved en UV dose (fluence) pa 40
mJ/cm?. En forutsetning er imidlertid
at vannet forbehandles for & redusere
partikkelinnholdet, da partikler binder
bakterier og bakteriesporer, og hindrer
en effektiv desinfeksjon. Vi har vist at
standardstammen B. subtilis ATCC
6633, som benyttes som testorganis-
me (biodosimeter) i sterrike og
Tyskland ved testing av UV aggrega-
ter, har en UV-toleranse som er hgye-
re enn de fleste Bacillus sporer som
forekommer i drikkevannskilder.
Dersom man oppfyller kravet til en
biodosimetrisk malt UV dose pa mini-
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mum 40 mJ/cm?, sikrer man derfor en
tilfredsstillende desinfeksjon ogsé av
Bacillus sporer. Dersom man setter
krav om at en skal oppnd minimum 2
logreduksjoner av bade aerobe
(Bacillus) og anaerobe (Clostridium)
bakteriesporer for at desinfeksjonen
skal aksepteres som en hygienisk
barriere, ma imidlertid UV-dosen gkes
utover dagens krav pa 40 mJ/cm?, da
Clostridium sporene ser ut til & ha en
mye hgyere UV toleranse enn
Bacillus sporer. Ytterligere undersg-
kelser er imidlertid ngdvendig for a
fastsld mer eksakt UV-toleransen til
C. perfringens fra naturlige vannfore-
komster.

Innledning

Desinfeksjon med ultrafiolett bestra-
ling (UV) er en veletablert metode for
inaktivering av bakterier og virus i
drikkevann. Forsgk utfgrt de senere ar
har demonstrert at UV-bestraling, i
motsetning til klorering, ogsa er en
effektiv  desinfeksjonsmetode for
parasitter som Giardia og
Cryptosporidium (Clancy et. al,
2000). Dette har medfgrt at stadig
flere land, inkludert USA, na aksepte-
rer UV bestrdling som en hygienisk
barriere ogsa mot parasitter. Norge har
pa mange mater veret et foregangs-
land med 4 ta i bruk UV-desinfeksjon
av drikkevann, da de fgrste anleggene
ble installert allerede i begynnelsen av
1970-arene. I dag er det ca 670 vann-
verk med UV-bestriling og ca 240
vannverk med klorering i Norge, som
forsyner henholdsvis 700 000 og 2,7
mill. mennesker. Som det fremgar av
tallene ovenfor er de fleste vannverk i
Norge med UV-bestraling relativt
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smé, men stgrre vannverk, for eksem-
pel Oslo vannverk og Bergen vann-
verk, planlegger a gé over fra klor- til
UV-desinfeksjon. Per i dag er
Helsinki Water og Lovons Vattenverk
1 Stockholm blant de stgrste anlegg i
verden med UV-bestraling, men
vannverkene i store amerikanske
byer som Seattle og New York plan-
legger ogsa & ga over til UV-desin-
feksjon i 1gpet av kort tid.

Etter implementering av EUs
Drikkevannsdirektiv er fokus blitt
satt pa inaktivering av sporeformen-
de aerobe (Bacillus) og anaerobe
(Clostridium perfringens) bakterier i
drikkevann. Bacillus kan pavises som
36°C kimtall og Clostridium perfrin-
gens er nd innfgrt som indikatorpara-
meter for mulig forekomst av para-
sitter og virus i vann. Begge disse
typer bakterier kan forekomme i
avfgring fra mennesker, i jord og
vann, og de kan infisere matvarer og
gi matforgiftning (oppkast og diaré)
for eksempel via forurenset drikke-
vann. Ved validering av UV aggrega-
ter benyttes en spesiell stamme av
Bacillus, Bacillus subtilis ATCC
6633 sporer (ATCC=American Type
Culture Collection), som “biodosi-
meter” (= testorganisme) , da det har
vist seg at sporene til denne bakterien
har opptil ni ganger hgyere UV-tole-
ranse enn vanlige vegetative bakte-
rier, de fleste virus (unntak
Adenovirus) og parasitter (Chang et
al 1985, ONORM 2001 og 2003,
DVGW 1997).

Lite har imidlertid vert kjent om
effekten av UV-bestrdling  pa
Bacillus og Clostridum bakterier som
man i varierende antall finner i vann-
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verkenes rdvann og som kan skape
problemer i naringsmiddelindustri.
Vi har derfor utfgrt UV inaktiverings-
forsgk med sporer av tre ulike
Bacillus arter, B. subtilis og B. liche-
niformis, isolert fra renvann fra to
ulike vannverk etter klordesinfeksjon,
samt B. cereus, isolert fra ravannet
(overflatevann) til et vannverk.
Standard stammen B. subtilis ATCC
6633 ble testet i samme system, som
en kontroll. Til testing av C. perfrin-
gens ble det benyttet en stamme med
laboratorieproduserte sporer (NCTC
8239), og naturlig forekommende C.
perfringens fra fekalt pavirket bekke-
vann. De samme bakteriestammer
med unntak av B. licheniformis og C.
perfringens fra bekkevann ble ogsd
testet for toleranse overfor klor, for 4
sammenlikne den desinfiserende
effekten av klor og UV overfor bakte-
riesporer.

Materiale og metoder

De ulike Bacillus artene ble dyrket pa
et spesielt sporuleringsmedium for &
fa dem til & danne sporer. Sporesus-
pensjonen ble fortynnet til en start-
konsentrasjon pa 10°-10° bakterie-
sporer per ml i partikkelfiltrert, auto-
klavert vann fgr de ble benyttet i
forspkene. Standardstammen B. sub-
tilis ATCC 6633 (ONORM 2001) ble
mottatt fra Regina Sommer ved
Universitetet i Wien, som frysetgrke-
de sporer, som ble fortynnet i auto-
klavert, partikkelfiltrert vann, til en
startkonsentrasjon pa ca 10° spo-
rer/ml. Standard stammen av C. per-
fringens NCTC 8239 ble mottatt fra
Norges Veterinerhggskole som vas-
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ket sporesuspensjon som ble frosset
ned i smé porsjoner og tint fgr hvert
forsgk. C. perfringens sporer fra bek-
kevann ble benyttet direkte i UV
forspkene, og ble bestralt i vannvolum
4 200 ml (totalt opptil 2-3 liter per
forsgk) for deretter & bli oppkonsen-
trert ved membranfiltrering.

Desinfeksjon med klor
Flasker med sterilt, fosfatbufret,
ultrarent vann ble tilsatt ulike meng-
der natrium hypokloritt. Etter at inn-
holdet av fritt klor var malt, ble bakte-
riesuspensjon tilsatt til en startkonsen-
trasjon pa 10* — 10° CFU/ml. En eks-
tra flaske fra hver av de testede klor-
konsentrasjoner, ble benyttet for
klormalinger i Igpet av kontakttiden
pa 30 minutter. Det ble ogsa tatt ut
prgver for pH malinger. Kloren ble
ngytralisert med natrium thiosulfat
ved endt kontakttid. Antall overleven-
de bakterier ble bestemt ved utsad pa
TY-agar medium (Tryptone Yeast
extract) for dyrking av Bacillus, og
mCp-medium (Bisson and Cabelli,
1979) for Clostridium perfringens.

Inaktiveringsforsok med
UV bestraling

Alle bestrilingene ble utfgrt med
Wedeco CBD lavtrykks UV bestra-
lingsapparat, som er laget i henhold til
beskrivelse av UV-testutstyr gitt i de
tyske testkriteriene for UV-aggregater
(DVGW, 1997). Intensiteten pa UV-
lyset ble méalt med et kalibrert UV-
intensimeter, samt supplert med uridi-
naktinometriske maélinger (DVGW,
1997). Bestrélt vannvolum varierte fra
25 —200 ml, avhengig av testbakterie.

123



Figur 1. Wedeco CBD lavtrykks UV-
bestralingsapparatur.

Resultater og diskusjon
Klorinaktivering av Bacillus og
Clostridium sporer i vann.

Det har lenge vert kjent at effekten av
klor er pH avhengig. HOCI (under-
klorsyrling) som dominerer ved pH <
7 er hevdet & veere opptil 50 ganger
mer effektiv som desinfeksjonsmiddel
overfor vegetative bakterier enn OCI-
(hypokloritt-ion) som dominerer i
basisk miljg. Vi gnsket derfor & teste
innvirkningen av pH pa klors effekt
pé bakteriesporer. Innvirkning av pH
pé klordesinfeksjon av B. subtilis
ATCC 6633 er vist i figur 2, basert pa
fosfatbufret vann med ulike pH ver-
dier. Dataene er kun basert pa ett eks-
periment for hver pH-verdi, men
resultatene indikerer at det er ngdven-
dig med ca 7 ganger sd hgy klordose
ved pH 7,7 som ved pH 6,3 for &
oppfylle krav om 2-log reduksjon av
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Effekt av klordesinfeksjon ved ulike
pH-verdier for Bacillus subtilis ATCC 6633
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Fig. 2 Data og trendlinjer for klori-
naktivering ved ulike pH verdier.
Fylte firkanter: pH 7,7, pne firkan-
ter: pH 7,4, fylte ruter pH 6,6 og &pne
ruter pH 6,3.

Effekt av klor pa sporeformende bakterier
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Fig. 3. Inaktiveringskurver (trendlin-
jer) for sporeformende bakterier. Fylte
firkanter: B.subtilis ATCC 6633, apne
firkanter: B. subtilis vannisolat, apne
ruter: B. cereus, fylte triangler: C. per-
fringens NCTC 82309.

bakteriesporer (Veileder til drikke-
vannsforskriften).

Resultatene fra forsgkene med
klordesinfeksjon av sporer av ulike
Bacillus-arter isolert fra vann og labo-
ratoriestammen  Clostridium pefrin-
gens NCTC 8239 er gjengitt i figur 3.
Ngdvendig klorkonsentrasjon for &
oppnd ulik grad av inaktivering,

VANN-2-2005



forutsatt en kontakttid pa 30 minutter,
er gitt i tabell 1. Data fra to eller tre
eksperimenter, hvert med tre paralle-
ller per klordose, er basis for figur 3.
Overlappende data fremtrer kun som

ett enkelt punkt. Trendlinjene i figur 3
er linexre linjer for alle de testede
bakteriene, med unntak av B. subtilis
ATCC 6633 som har en geometrisk
trendlinje(se tabell 1).

Tabell 1. Beregnede klorkonsentrasjoner for & oppné ulike log-reduksjoner,

basert pa trendlinjer fra figur 3.

Ngdvendig konsen-
trasjon fritt klor for
Type sporer pH Trend linjer R’ angitte log reduksjo-
ner, mg/L
1 2 3
B. subtilis 1 6,3-6,6| Y =0,7582 x> 09724 | 1,23 | 2,05 | 2,77
B. subtilis 2 6,6 Y =0,3278x —2,2835 | 09884 | 10,0 | 13,1 | 16,1
B. cereus 6,6-6,7| Y =0,5689x —0,0989 | 09869 | 1,93 | 3,69 | 545
C. perfringens H3| 6,3 Y =0,2326x + 1,6698 | 0,8555 | - 1,42 | 5,72

Resultatene avdekker en pafallende
stor forskjell i klortoleranse mellom
B.subtilis ATCC 6633 og “var” B.
subtilis isolert fra vann, med tanke pa
at de to B. subtilis stammene hadde
praktisk talt lik fgplsomhet overfor UV
bestraling (se figur 4 og 5). UV bestré-
ling pavirker bakterienes DNA, mens
klors hovedangrepspunkt er bakterie-
nes cellevegg og cellemembran. B.
subtilis ATCC 6633 hadde gjen-
nomgétt en omfattende forbehandling
for A& rense sporesuspensjonen,
bestiende av pasteurisering, sonike-
ring og sentrifugering. B. subtilis iso-
latet fra vann har ikke gjennomgatt
den samme behandlingen og kan der-
for ”overflatemessig” ha veart mer lik
sporer en finner i naturlige vannkilder.
Forskjeller i cellevegg og/eller celle-
membranen hos disse B.subtilis stam-
mene kan muligens forklare den
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observerte forskjell i klortoleranse, og
hvorfor B. subtilis isolatet fra vann
hadde passert klordesinfeksjonen ved
det aktuelle vannverket. Det benyttede
B. cereus isolatet var ogsa isolert fra
vann, og vil sannsynligvis ogsd ha
omtrent samme klortoleranse som tils-
varende sporer fra naturlige vannfore-
komster. I vare forsgk var det ngdven-
dig med en fri klorkonsentrasjon pd
3,7 mg/l og en kontakttid pA minimum
30 minutter for & oppnd en 2-log
(99%) inaktivering av B. cereus spo-
rer. Vanlig desinfeksjonspraksis i
Norge, en klortilsetning pa ca 0,5 mg/1
og en klorrest pd minimum 0,05 mg/1
etter 30 minutters kontakttid, vil der-
for ikke gi en effektiv inaktivering av
bakteriesporer. Dette forklarer hvorfor
man fra tid til annen kan observere
“krgllete” kolonier pa agarplater ved
kimtallsanalyser, da disse koloniene
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kan stamme fra B.cereus sporer som
har overlevd kloreringen ved vannver-
ket.

Utgangskulturen med C. perfrin-
gens viste stor variasjon i bakte-
rieinnhold mellom de enkelte forspk.
Det var derfor vanskelig & planlegge
forsgkene for & fa agarplater med opti-
malt antall kolonier. Resultatene som
er gjengitt i figur 4, er derfor basert pa
tre forspk med minst to paralleller for
hver klordose. Formen péd inaktive-
ringskurven indikerer at en del av
bakteriene i testsuspensjonen ikke er
fullt utviklede sporer, da veldig lave
klordoser gir 1-2 log reduksjoner. De
gjenveerende sporene viste imidlertid
en mye stgrre klortoleranse, noe som
tyder pa at disse er normalt utviklede
sporer. Det observerte inaktiverings-
forlgpet for laboratoriestammen av C.
perfringens, antyder at naturlig fore-
kommende C. perfringens sporer fra
vann kan ha stgrre klortoleranse enn
de laboratorieproduserte sporene.

UV-inaktivering av
Bacillus sporer i vann

Som det fremgér av figur 4 er B. sub-
tilis sporer signifikant mer resistente
overfor UV-bestrédling enn B. licheni-
formis og B. cereus. Det norske “kra-
vet” om minimum 2 log (99%) inakti-
vering korresponderer med en UV-
dose pd minimum 40 mlJ/cm’ (400
J/m?). Dette er identisk med kravene i
@sterrike (ONORM) og Tyskland
(DVGW). Viére inaktiveringsresulta-
ter viser at dette kravet er oppfylt for
alle de tre Bacillus-artene isolert fra
drikkevann. Det ble oppnédd en 2-log
inaktivering for B. subtilis, B. licheni-
formis og B. cereus sporer ved en UV
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dose pa henholdsvis 37, 13 og 15

mJ/cm? (mWs/cm?).
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»
e
ﬁ

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
UV dose, mJ/cm

Figur 4. Effekt av UV-desinfeksjon pd
sporer av B. cereus (ruter), B. licheni-
formis (trekanter), B. subtilis ATCC
6633 (apne firkanter) og B. subtilis fra
vann (fylte firkanter).

Resultatene med vare egenproduserte
B. subtilis sporer, isolert fra drikke-
vann, viste samme sensitivitet overfor
UV-bestraling som standardstammen,
B. subtilis ATCC 6633, som benyttes
som biodosimeter i den gsterrikske og
tyske UV standarden. Tilsvarende
forspk med B. subtilis ATCC 6633
utfgrt i Bsterrike gav omtrent samme
inaktivering som oppnadd ved vére
forspk, ca 2,0 log reduksjoner ved en
UV dose (fluence) pa 40 ml/cm
Resultatene viste at B. subtilis sporer
var de mest resistente av de testede
mikrobene, fulgt av Rotavirus, bakte-
riofag (bakterievirus), Poliovirus og
en standardstamme av E. coli
(Sommer et. al 1989).

I de senere ér har redselen for bio-
terrorisme satt sgkelyset pia om
dagens krav til UV desinfeksjon er
tilstrekkelig til & inaktivere B. anthra-
cis sporer (Antrax=miltbrann). Det er
blitt hevdet at B. anthracis sporer kan
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ha tre til fire ganger stgrre resistens
overfor lavtrykks UV- bestraling ved
254 nm enn B. subtilis. Nicholson og
Galeano (2003) gjorde UV-bestra-
lingsforsgk med lavtrykks UV lamper
for & sammenlikne UV toleransen til
standardstammen B. subtilis ATCC
6633 og B. anthracis Sterne sporer. De
konkluderte med at UV desinfeksjon
som er tilstrekkelig for & inaktivere B.
subtilis sporer sannsynligvis ogsa vil
gi en sikker beskyttelse mot Antrax
sporer. Dette viser at et UV aggregat
testet med en biodosimetrisk test med
B.subtilis ATCC 6633 som biodosi-
meter, og en minimums UV-dose pa
40 mJ/cm? sikrer at UV anleggene vil
fungere som en hygienisk barriere
overfor  aerobe  bakteriesporer
(Bacillus) som kan forekomme i vann
og som kan vere en potensiell smitte-
kilde for mennesker.

UV-inaktivering av
Clostridium perfringens
sporer i vann

Resultatene fra vare inaktiverings-
forsgk med sporer av en standards-
tamme og bakteriesporer av C. per-
fringens direkte fra en bekk pévirket
av diffus fekal forurensning, er gjen-
gitt i figur 5. Tilsiget av fekal foru-
rensning kommer i dette tilfellet mest
sannsynlig via jord, og sporene er der-
for mest sannsynlig knyttet til parti-
kler. Begge de testede C. perfringens
stammene var signifikant mer toleran-
te overfor UV-bestraling enn de teste-
de Bacillus sporene. Som det fremgar
av figuren er C. perfringens direkte
fra en naturlig vannprgve tydelig mer
resistent overfor UV-bestrdling enn
den benyttede standard stammen, med
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en log-reduksjon ved en UV dose pa
40 mJ/cm? pé henholdsvis 1,2 og 1,8.
En viktig &rsak til den observerte
forskjellen i UV toleranse er sannsyn-
ligvis at C. perfringens sporer i
vannprgver direkte fra naturen i stor
grad en festet til partikler i vannet, og
derfor er beskyttet mot UV-lys.

Sammenliknende forsgk utfgrt
med bestrling av filtrerte og ufiltrer-
te vannprgver fra samme vannkilde,
indikerte at innholdet av sporer var
mye lavere i filtrerte enn ufiltrerte
prgver. I disse forsgkene ble det
benyttet en planktonduk med sa stor
maskevidde at bakteriesporer som
ikke var festet til partikler, passerte
filterduken. Det er derfor viktig &
vare klar over at mikrober, inkludert
bakteriesporer, vil kunne ha hgyere
UV-resistens i naturlige vannprgver,
enn det som er blitt funnet for bakte-
rier dyrket i laboratoriet.

Logreduksjon
[P

10 20 30 40 50 60 70 80
UV dose mJ/cm*

o

Fig. 5. Effekt av UV-bestriling pé en
standard laboratoriestamme (NCTC
8239)(ruter) og en stamme fra bekke-
vann (firkanter) av C. perfringens.

Hijnen et. al (2002) fant at C. perfrin-
gens sporer fra naturlige vannprgver
var 1,6 ganger mer resistente overfor
UV  bestriling enn sporer fra
Clostridium dyrket i laboratoriet. Det
er ogsé hevdet at partikler > 9-10 mm
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kan beskytte mikrober mot UV-lys,
men at mindre partikler ikke har
denne evnen (Emerick et. al., 2000).
Rajala og Heinonen-Tanski fra
Finland (personlig meddelelse)
oppnédde 99,97% reduksjon av sulfit-
treduserende klostridier med en UV-
dose (=fluence) pd 66 ml/cm’ i et
laboratorieforsgk med lavtrykks UV-
aggregater. 1 pilotfgrsgk med renset
avlgpsvann inneholdende sulfittredu-
serende klostridier matte de opp i en
UV-fluence pé ca 150 mJ/cm* for &
oppné 50-95% inaktivering, mens de
omtrent ikke fikk noen reduksjon med
66 mJ/cm?. Arsaken til den store
forskjellen  mellom  resultatene
oppnédd ved laboratorieforsgk og ved
pilotforsgk er ikke avklart, men en
mulig forklaring er at en stgrre andel
av bakteriesporene er bundet til parti-
kler i pilotforsgkene med renset
avlgpsvann, og at de, i likhet med vare
forspk, observerer en stgrre grad av
UV-resistens pa grunn av skjerming-
seffekter fra partiklene i vannet. I
tillegg vil det alltid vere slik at fekale
bakterier som gjenfinnes i naturen
bestir av de “tgffeste” bakteriene,
siden de bakteriene som er mest fgl-
somme overfor ulike miljgfaktorer
inaktiveres raskt ved opphold i vann.
En undersgkelse av UV-desinfeksjon
av avlgpsvann fra Montreal i Canada,
behandlet med koagulering med tilset-
ning av jern og /eller aluminium salter
for & fjerne suspendert stoff og fosfor,
gav en inaktivering av C. perfringens
pé ca 1,4 log ved en UV-dose pa 40
mlJ/cm? (Gehr ‘et al. 2003). Dette
stemmer godt overens med resultatene
oppnédd i vare forsgk med C. perfrin-
gens fra prgver av naturlig elvevann.
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