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Abstract

During heavy rainfall and combined sewer overflow events, a lot of pathogenic microorganisms are released
into our waterbodies. To be able to calculate the health risks properly, it is important to know the source of
the contamination. While zoonoses such as Campylobacter, Cryptosporidium and enterohaemmorragic E. coli
(EHEC) can be spread from animals to humans, human enteric viruses have a narrower host range and are
mainly transmitted between humans. Further, faecal contamination leads to eutrophication and degradation
of surface waters. Thus, it is also important to determine the source of pollution from an environmental point
of view. Internationally a lot of research in the field of microbial source-tracking is taking place. The problems
with the methods of today, however, are that they 1) only exists on a developing stage, 2) are expensive, 3) are
not discriminative and 4) are not sensitive enough. In this article, different methods and their possibilities to be
used as source-trackers are discussed, as well as what research that is recently taking place in Sweden.
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Sammanfattning

Vid kraftiga regn och éversvimningar tillférs stora méingder sjukdomsframkallande mikroorganismer véra sjdar
och vattendrag. For att kunna bedéma hilsoriskerna med fororeningen behdver man veta hirkomsten av den.
Medan zoonoser som Campylobacter, Cryptosporidium och EHEC kan spridas frén djur tll minniska sprids
humana tarmvirus i regel endast mellan minniskor, t.ex. genom bad i avloppsférorenat vatten. Forutom att
fekal fororening innebir en hilsorisk leder mingden niringsimnen i avlopp och djurspillning till eutrofiering
och degradering av sjoar och vattendrag. For en effektiv vattenhantering ir det av stor vikt att kunna bestimma
fororeningarnas hirkomst. Internationellt pigar mycket forskning som syftar till att ta fram metoder for ate
kunna skilja mellan human och animal fekal férorening i ytvatten. Problemen med de metoder som finns idag 4r
att de antingen: 1) befinner sig pa ett forskningsstadium, 2) ir dyra, 3) inte tillrickligt sirskiljer mellan human
och animal férorening, eller 4) har for dlig kiinslighet. I denna artikel diskuteras olika metoder och deras méj-
ligheter att anviindas for sparning av fekal férorening, samt vilken forskning som pagr i Sverige.

Introduktion

Fran avloppsutslipp och vid kraftiga regn och éversvim-
ningar kan stora mingder sjukdomsframkallande mikro-
organismer, patogener, tillféras vira sjdar och vattendrag.
Dessa ir i huvudsak mag-, tarmorganismer som smittar
fekal-oralt. Patogener férekommer inte naturligt i tar-
men och deras férekomst i avlopp beror pa andelen sjuka
minniskor i populationen. Fér en direktbestimning av
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patogener frin miljoprov behdvs ofta komplicerade ana-
lyser som ir relativt dyra. Dirfoér bedoms vattenkvalitet
rutinmissigt vanligen baserat pé férekomsten av indika-
torbakeerier. En bra indikator pa fekal fororening ir na-
turligt férekommande i tarmen hos varmblodiga djur,
men inte i andra miljoer. Den har samma 6verlevnads-
ménster i miljon och i reningsprocesser som de patoge-
ner den skall indikera och analysen av indikatorn skall
vara relativt enkel att utféra (Stenstrém, 1985). De van-
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ligast anvinda indikatorerna for fekal fororening ir
E. coli, totalantalet koliforma bakterier och i marina
vatten enterokocker. Andra indikatorer, som bittre av-
speglar &verlevnaden i vatten och mark eller avskilj-
ningen i behandlingsprocesser av speciella grupper av
sjukdomsframkallande organismer, ir tex. kolifager
(virus som infekterar E. coli) och clostridiesporer. Indi-
katorerna kan inte i rutinutférande skilja pd fekal forore-
ning mellan djur och minniska. For att kunna bedéma
den relativa inverkan av olika féroreningskillor behéver
man veta var dessa hirstammar ifrin. Medan zoonoser
som Campylobacter, Cryptosporidium och EHEC kan
spridas bade frin avloppsvatten och frin djur till min-
niska har tarmvirus som Hepatit A snivare virdspektrum
och sprids i regel endast mellan och till minniskor, t.ex.
genom bad i avloppsfororenat vatten. Aven bland andra
grupper av patogener finns humanspecifika typer, t.ex.
olika serogrupper av Salmonella. Sammantaget leder
detta till ate fekal fororening frin urbana avlopp i regel
innebir en storre hilsorisk dn om den hade sitt ursprung
frin djurspillning (Scott m.fl., 2002).

Férutom den direkta hilsorisken med fekal férore-
ning leder niringsimnen i avlopp och djurspillning till
eutrofiering och férsimrad vattenkvalitet i sjdar och vat-
tendrag. For en effektiv vattenhantering dr det allesd
ocksd av stor vikt att kunna bestimma fororeningarnas
ursprung. Insatser for att atgirda ménga sma avlopp kan
bli dyrt i lingden och motverka sitt syfte om det visar sig
att avrinning frin jordbruksmark och strandbete domi-
nerar pdverkan, eller omvint, ska strandbete kunna till-
latas om andra féroreningskillor dominerar.

Internationellt pagdr forskning som syftar dill att ta
fram metoder for att kunna skilja mellan human och
animal fekal fororening i ytvatten. Problemen med de
metoder som finns idag ir att de antingen: 1) befinner
sig pd ett forskningsstadium, 2) 4r dyra, 3) inte tllrick-
ligt siirskiljer mellan human och animal férorening, eller
4) inte tillrackligt kinsliga (Simpson m.fl., 2002).

Kinslighet, sirskiljande formaga och analyskostnader
kan sillan uppfyllas samtidigt. Nedan sammanfattas ett
antal av de metoder som tagits fram for att spara fekal
fororening i ytvatten forskning som pagir och vad som
gors 1 Sverige. Metodernas for och nackdelar diskuteras
vidare med utgingspunke frén virc »Kinderiggy (tre
dnskningar i en).

Metoder for sparning

Att man med hjilp av mikroorganismer ska kunna spira
killan till en fororening kallas »mikrobiell kill-sparning»
(engelska Microbial Source-Tracking). Metoderna som
anvinds kan grovt delas in i fyra kategorier: 1) virdspe-
cifika arter, 2) kvoter mellan arter/organismer, 3) fenoty-
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pisk analys (uttryckta egenskaper) av mikrobiella popu-
lationer samt 4) genotypisk identifiering av mikrobiella
grupper/organismer (Taylor, 2003). En del metoder kan
grupperas inom fler av kategorierna. Vidare finns det 5)
icke-mikrobiella, kemiska metoder, for sparstudier.

1) Vardspecifika arter

Identifiering av virdspecifika stammar eller organismer
diskriminerar mellan animal och human fekal forore-
ning. Problemet ir att virdspecifika arter forekommer i
laga halter i miljon och dirfér blir metoden okinslig.

Fager som infekterar Bacteroides

Bacteroides spp. ir anacroba bakterier som férekommer i
den normala tarmfloran hos bide minniskor och djur.
De har en kort 6verlevnad i miljon och méjligheten att
anvinda Bacteroides som indikator har ansetts begrinsad
(Stenstrom, 1985). Diremot foreslar flera forfattare att
deras fager anviinds som indikatorer, generellt och i spar-
ningssyfte (Puig m.fl., 1997). Olika virdstammar infek-
teras av olika fagtyper och dirigenom kan man skilja de
fager som representerar virdstammar frin minniskor
eller djur, och utsondras av dessa. Fager som infekterar
Bakteroides stam HSP40 har visat sig vara humanspeci-
fika (Puig m.fl. 1999). Problemet dr dock deras liga fére-
komst i ménga regioner i virlden, diribland Sverige.
Fager som infekterar Bacteroides stam RYC 2056 ter-
finns i hogre halter i avloppsvatten, dock utséndras de av
flera olika djur, bl.a. gris och fjaderfi (Puig m.fl., 1999).
Inom ett EU-projeke, Tracking the Origin of Faecal
Pollution in Surface Water (TOFPSW, 2005) togs en ny
virdstam, GA17, som har visat sig vara humanspecifik
och vars fager aterfunnits i hoga halter i avloppsvatten,
framfor allt i medelhavsomridet. Med hjilp av kvoten
mellan somatiska kolifager och fager som infekterar
GA17 kunde 100% av proven klassificeras korreke
(human respektive djur) (TOFPSW, 2005). Halterna
var dock lidgre i provmaterial frin England och Sverige
4n frdn 6vriga Europiska linder som deltog i studien. En
metod att ta fram nya virdstammar regionalt frin av-

loppsvatten har publicerats (Payan m.fl., 2005).

Humana tarmvirus

Som nimnts i inledningen 4r tarmvirus mer virdspeci-
fika 4n de flesta bakterier och parasiter. Det gor att de-
tektion av flertalet av de 6ver 100 virustyper som finns
associerade med den humana tarmfloran kan anvindas i
sparningssyfte. Motsvarande giller ocksa for olika typer
av animalvirus. Manga tarmvirus gir dock inte att odla
utanfér sin vird (d.v.s. minniskan eller annat vird djur)
utan mdste detekteras med hjilp av andra metoder, t.ex.
PCR (metod baserad pé forekomst av specifika gen-
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sekvenser i en organism). Att detektera humanpatoga
virus som en del i kontrollen av rdvatten tar bort en del
av osikerheten kring de fekala indikatorerna och dess
overlevnad i miljon. Detektion av bland annat adenovi-
rus (Jiang m.fl., 2001; Pina m.fl., 1998), enterovirus
(Hot m.fl., 2003) och Polyomavirus (Bofill-Mas m.fl.,
2000) har foreslagits i 6vervaknings- och sparningssyfte.
Samtidigt som ett positivt prov visar pd human férore-
ning och dessutom risk for infektion innebir inte frin-
varon av ett specifikt tarmvirus att det inte férekommer
nigon risk for dvriga virus, dd det finns ett stort antal
ovriga att detektera. Aven om metodutvecklingen har
gétt fort och fler virus kan detekteras till en ligre kostnad
4n bara for nigra ar sedan ir ingen av dem s enkel och
billig att detektera som indikatorerna.

Andra organismer som foreslagits att anvindas i spar-
ningssyfte dr bl.a. detektion av bovina enterovirus (Ley
m.fl. 2002) eller Streptococcus bovis (Geldreich, 1976;
Oragui 1982) som bdda ir associerade med nétkreatur.

2) Kvoter mellan arter/organismer

Indikatororganismer forekommer normalt i detekeer-
bara halter i ytvatten. Metoderna for detektion ir billiga.
Diremot ir kvoterna mellan olika grupper av organis-
mer inte sirskilt diskriminerande. Dessutom behover en
kvot vid killan inte nédvindigtvis vara stabil i miljon
beroende pd olika avdédningshastighet hos de olika
grupperna/organismerna.

Fekala koliformer: enterokocker

Ett ddigt foreslaget sparverktyg var kvoten mellan fekala
koliformer och enterokocker (Geldreich, 1978). En kvot
> 4 ansdgs indikera human fekal fororening medan om
den var < 0,7 indikerades animal fororening. Kvoten gil-
ler dock bara nyligen férorenat vatten (< 24 timmar) pa
grund av olika avdédningshastighet i miljon for de ingd-
ende parametrarna (Bitton, 1994). Mgjligheten att kor-
reke klassificera férorening av vatten med hjilp av denna
och andra kvoter mellan indikatorer har visat sig vara
begrinsad (Blanch m.fl., 2004).

Totala: Sorbitolfermenterande Bifidobakterier

Bifidobakterier 4r obligata anaeroba bakterier som ut-
sondras av varmblodiga djur i halter runt en miljard per
gram feces och utgdr en viktig del av den normala tarm-
floran. At bifidobakterier inte anvinds som indikatorer
pa fekal fororening beror pd de dér mycket snabbare i
miljén 4n koliforma bakterier (Resnick & Levin, 1981),
framfor alle vid temperaturer ver 15°C (Rhodes &
Kator, 1999). Diremot har anvindandet av bifidobakte-
rier som spérorganism for att bestimma ursprung av
fekal fororening foreslagits av flera forfattare (Resnick &

VATTEN - 1.06

Levin, 1981; Mara & Oragui, 1983; Carrillo m.1l., 1985;
Rhodes & Kator, 1999; Lynch m.fl., 2002; ; Nebra m.
fl., 2003; ; Bonjoch m.fl., 2004; Long m.fl., 2005). Hos
minniskan finns det en typ som kan utnyttja sorbitol
som kolkilla. Att denna fenotyp i regel dterfinns hos
minniska men mer sillan hos djur beror pa att sorbitol
ir ett sotningsmedel som ingdr i ménga livsmedelspro-
dukter, men inte anvinds i djurfoder (Long m.fl., 2005).
Sorbitolfermenterande bifidobakterier kan skiljas frén
andra bifidobakterier vid tillvixt pa ett niringssubstrat,
Human Bifid Sorbitol Agar (HBSA), beskrivet av Mara
& Oragui (1983). Metoden ir enkel, billig och studier i
Sverige (se nedan) har visat pa god diskriminerande f6r-
madga. Problemet dr act HBSA inte ir ett sirskilt selektivt
medium utan tilliter tillvixt av andra organismer, t.ex.
enterokocker. Kolonierna frén den a-typiska tillvixten ir
dock signifikant mindre (< 1 mm) 4n de som bifidobak-
terierna ger upphov till (Nebra & Blanche, 1999). Long
m.fl. (2005) rekommenderar 4nd4 atc en verifiering av
kolonier isolerade pd HBSA sker.

Studier som utférdes pd Smittskyddsinstituter, SMI,
inom ramen for TOFPSW, tydde pa att kvoten mellan
totala halten/sorbitol-fermenterade bifidobakterier pd
HBSA skiljer mellan human och animal fekal fororening
(TOFPSW, 2005). I prover pé svenskt avloppsvatten var
kvoten 10%780-% medan den i prov frin djurspillning
var > 10? Detta innebir att en kvot i ett vattenprov < 10
tyder pa avloppsférorening, 10 < x < 100 blandad for-
orening och > 100 p animal férorening (Ottoson, 2005).
Antalet prov inom EU-projektet var begrinsat och en
mer omfattande systematisk genomging behdvs. Dess-
utom behdver avdddningshastigheten i vatten for de
olika fenotyperna studeras dd en kvot vid killan inte
nddvindigevis dr stabil 6ver tiden i miljon. Detta ir
forskning som pégar for tillfillet och dir resultat kom-
mer att publiceras under 2006 i VA-Forsks rapportserie.

Metoden har anvints framgéngsrike vid ett tillfille pd
Gotland i samband med att flera brunnar i ett omride
var frorenade. Méjliga smittkillor var betande notkrea-
tur eller undermaliga avlopp. Pavisandet av en hog andel
sorbitolfermenterade bifidobakterier tydde pd avlopps-
paverkan (figur 1).

3) Fenotypning

Om virdspecifika organismer ir svdra att hitta i miljon
ir det ldttare ate detekeera vissa grupper eller typer av
organismer som i huvudsak finns i animal respektive
human tarmflora (Taylor, 2003). Genom att studera
bakteriepopulationers fenotyper (egenskaper) och sedan
jimfora dem med de vanligast férekommande hos djur
respektive minniska kan man bestimma ursprunget av
populationerna. Full sirskiljning 4r dock svért att uppnd
och typning av organismer ir tidskrivande. Metoder dir
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Figur 1. Hundra ml brunnsvatten filtrerades pé svart filter for att
de gula kolonierna (sorbitolfermenterande bifidobaketrier) litr
skulle kunna riknas. Kvoten mellan totala antalet kolonier och
gula kolonier kan ge svar pd om fororeningen 4r human (< 10),
animal (> 100) eller blandad (10 — 100). Det hir brunnsvattnet
var avloppsfororenat. Foto: Jakob Ottoson.

hastigheten med vilken indikatorbakterier bryter ner
olika sockerarter m.m (biokemiska test) har utvecklats i
syfte att vidrareidentifiera och sirskilja olika stammar av
vanliga indikororganismer som isolerats frin miljon,
tex. ytvatten (Kithn m.fl., 1991; Kithn m.fl. 1995, se
nedan).

Fenotypning av fekala koliformer och enterokocker

Bakterier kan artbestimmas med hjilp av att nigra av
deras egenskaper undersoks, bl.a. vilka kolkillor de kan
tillgodogora sig. Detta gors ofta med hjilp av kommer-
siella kit som API 20 (bioMérieux, Marcy [I'Eroile,
Frankrike). Fér att kunna hirleda en férorening krivs
emellertid att man typar ménga isolat, vilket ir vildigt
tidskrivande. Fenotypning av koliforma bakterier och
enterokocker med PhP-system (PhPlate; Stockholm,
Sverige) gors i mikrotiterplattor som kan lisas av optiske
i en Elisaldsare. Med detta system tar man ocks3 hinsyn
till hastigheten med vilken baketerierna bryter ner kolkil-
lorna, vilket ger ytterligare information fér sirskiljning
av stammarna (Kiithn m.fl., 1991). Typning av koliforma
bakterier frin olika utslipp jimfordes med dem som
fanns i Géteborgs ravattenticke och visade att den fekala
fororeningen som péverkade rivattenintaget hirrorde
fran utsldpp frin massaindustrier, och i egentlig mening
inte var fekal. Stammar av Klebsiella bakterier hade vuxit
till i industrivattnet och fororenat rivattnet (Stenstrom
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& Kuhn, 1988). Detta fick till f5ljd att utgdende indu-
striavloppsvatten desinficerades. Nir samma problem
dok upp nagra &r senare kunde PhP-analyser visa pd att
fororeningen vid detta senare tillfille inte kom frdn upp-
strdms liggande massaindustrierna, utan troligen frin
diffusa killor, savil animala som humana (Kithn m.fl.,
1997). En typning av koliformer och enterokocker ir
dock inte sirskilt diskriminerande, men kan tillhanda-
halla viss kompletterande information (Blanche m.fl.,
2004).

Antibiotikaresistensminster

D4 olika antibiotika anvinds for behandling av djur och
minniskor kommer bakteriepopulationer fran olika ur-
sprung att visa olika resistensmonster. Aven i detta fall dr
det enterokocker och E. coli eller fekala koliformer som
vanligen studeras (Wiggins, 1996; Parveen m.fl., 2001).
Med hjilp av resistensprofiler pd enterokockpopulatio-
ner hos minniska och olika djurslag lyckades man klas-
sificera 72% av proverna ritt i en studie i England
(Blanche m.fl., 2004). Efter en modifiering av testet och
samtidigt som man minskade antalet antibiotika ¢kades
den korrekta klassificeringen dll 86% (Ebdon m.fl.,
2004). Ett problem med anvindningen av antibiotika
resistensmonster dr att man forst méste bygga upp en
databas med resistensprofiler som man sedan jimfor re-
sultatet mot. Detta idr kostsamt och det 4r vikeige att
denna databas ir tillrickligt stor f6r att kunna bestimma
isolat som inte ingdr i basen (Wiggins m.fl., 2003).
Andra problem ir att databasen frimst dr anvindbar for
att bestimma regionala isolat. Gér man resistens data-
baser som ticker storre omriden tenderar mojligheten
tll korreke klassificering att sjunka di antibiotikaan-
vindningen och trycket skiljer sig mellan nationer och
regioner.

Andra féreslagna metoder som bygger pa fenotypning
ir bl.a. baserade pa fettsyror hos E. coli (Duran m.fl.,
2006) eller fagkinslighet hos Staphylococcus aureus
(Zierdt m.fl., 1980).

4) Genotypning

Metoder som bygger pd genotypning ir bland annat
pulsfilts gelelektrofores (PFGE), typning baserad p4 ri-
bosomernas genuppbyggnad samt direktdetektion av art-
specifika gener (Scott m.fl., 2002). Genotypning av
stora populationer kan vara dn mer tidskrivande in
fenotypning. Direktdetektion av art- eller stamspecifika
gener dr dock méjligt, och skiljer mellan olika stammar,
men leder till atct man forlorar i kinslighet (Ottoson,
2005). Framstegen inom det hir omrddet gir dock fort
och utvecklingen av genchips-, microarray- och biosen-
sortekniker kommer att 6ka savil kinsligheten som moj-
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ligheterna att detektera bdde populationer som enskilda
markérer (Scott m.fl., 2002).

Genotypning av F-RNA fager

F-specifika RNA fager ir bakteriella virus som infekterar
E. coli stammar som uttrycker F-pili (ytprotein som an-
vinds vid »bakterie-sex») pa cellytan och som bir sitc
arvsanlag i form av RNA. Det finns fyra grupper av
F-RNA fager: 1, I, III och IV. Grupp II och III forknip-
pas med human fekal fororening medan grupp I och IV
forknippas med animal (Schaper m.fl, 2000). Resultaten
konfirmerades i EU-projektet nir det gillde avloppsvat-
ten, men didremot dominerade andra typer in I och IV i
27 % av djurproverna (Blanche m.fl., 2004). Vidare har
olika avdddningshastighet mellan grupperna pévisats,
vilket méste tas i beaktning vid spérstudier (Schaper
m.fl., 2002).

Pulsfilss gelelektrofores (PFGE)

Genom att klyva bakteriellt DNA med hjilp av restrik-
tionsenzym fir man olika storlekar av genomet som
sedan kan visualiseras med hjilp av gelelekerofores
(figur 2). P4 detta sitt kan man p& molekylir vig gene-
rera avtryck hos populationer som sedan jimférs mot en
databas. Metoden har anvints med blandade resultat
(Scott m.fl., 2003). Fordelarna ir att de flesta stammar
som isoleras gér att typa och att metoden i, d&tminstone
en del, studier har visat sig vara reproducerbar. Nack-
delarna ir tiden och kostnaden f6r analysen (Simpson
m.fl., 2002).

Art- eller stamspecifika molekylira kinnetecken

Genom att direkt detektera specifika molekylira kinne-
tecken frdn arter eller stammar med hég virdspecificitet
frin ett prov utan att forst behéva odla fram organismer
sparar en hel del tid, och dirmed pengar. Malorganismer
har varit anaeroba bakterier som Bacteroides spp. (Bern-
hard & Field, 2000) och Bifidobacterium spp. (Bonjoch
m.fl., 2004). Fordelen med anaeroba bakterier ir att de
vanligen inte frokar sig i miljon, vilket 4r viktigt fram-
foralle i tropiska vatten, men inte av samma betydelse i
Sverige med kallare vatten. Nackdelen 4r att de har simre
overlevnad dn ménga patogeners (se ovan). Andra tink-
bara markdrer ir resistens-, toxin- och adhesionsgener.
Dessa birs dock bara av en del av bakteriepopulationerna
oavsett virdspecificitet (Scott m.fl., 2002).

5) Ickemikrobiella metoder

Det finns ocksd metoder for killsparning som bygger pd
kemiska substanser. Koffein finns i ménga drycker som
kaffe, te och lisk, samt i flera likemedel. Det utsondras
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Figur 2. Exempel pé hur en pulsfiltsgel kan se ut. Gelen ir taget
frin en typning av Legionella isolat frin en utredning i Malméo
Stad. Publicerad med tillitelse av Gorel Allestam, Smitt-
skyddsinstitutet.

med urinen och pavisande av koffein i miljon 4r foljake-
ligen ett tecken pd human fororening (Burkharde m.fl.,
1999). Fekala steroler ir ett samlingsnamn pé de steroler
och stanoler som utsondras med avféringen. Beroende
pa diet och tarmflora utséndrar olika arter fekala steroler
i olika proportioner. Minniskan har ett forhallandevis
hégt kolesterolintag. I tarmen omvandlas delar av koles-
terolet till koprostanol, som ir en kemisk markér for
human fekal fororening (Leeming & Ashbolt, 1998).
Problemen med de kemiska markérerna ir ldga koncen-
trationer, komplicerade och/eller dyra analyser samt att
man har dilig kunskap om deras omvandling i miljon
(Scott m.fl., 2002).

Diskussion

Tillforlitligheten i en metod ligger i hur vil den kan
skilja pd human och animal fekal fororening (diskrepans)
samt metodens detektionsnivd (kinsligher). Utover till-
forlilighet dr kostnaden per analys viktig for att meto-
den ska komma att anvindas mera allmint och inte bara
i forskningsprojekt.

Metoderna f6r mikrobiell kill-sparning 4r minga och
olika till sin natur. Metoder som inte kriver en databas
och bygger pé odling av indikatororganismer, t.ex. kvo-
ter mellan indikatorer, sorbitolfermenterande bifidobak-
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terier eller detektion av bakteroidesfager behéver inte
kosta mer 4n en vanlig badvattenanalys. Hirifrdn spin-
ner metoderna frin sidana som bygger p& att studera
populationer fenotypiskt, till detektion av genmarkéorer
och genotypiska avtryck av populationer. Vissa forskare
framhaller databasberoende metoder som framtiden
inom killspdrning, trots att de ofta begrinsas till kor-
rekta klassificeringar av isolat endast inom specifika av-
rinningsomriden. Mansour Samadpour hivdar att: »Har
man bara ett tillrickligt stort bibliotek med E. coli isolat
skulle det ricka for atc klassificera fekala féroreningar
over hela USA» (Malakoff, 2002). Kostnaden for att
bygga upp ett sidant bibliotek beriknas till omkring $10
miljoner (Malakoff, 2002). Vilka skulle bygga upp basen,
och vilka ska ha tillgdng till den? Nir det giller resistens-
profiler finns det en évre grins fér hur pass omfattande
en databas bér vara (Wiggins m.fl., 2003). I och med
automatiseringen av delar av analyserna hamnar dock
metoden kostnadsmissigt i mellanklassen (Ebdon m.fl.,
2004). Frigan om vem som ska bygga upp och vilka som
ska f3 tillgdng till databasen kvarstdr dock.

Kostnaden for provtagning och analys ir viktig da det
for att bestimma fororeningen inom ett avrinningsom-
ride knappast ricker med enstaka prov. Utslipp och
fororeningar varierar i savil tid som rum. Detta innebir
att stora provtagningsprogram som omfattar flera ut-
slippspunkter ibland ir nddvindiga. Lokalt kan det
handla om temporirt férorenade badplatser eller brunn-
nar (se exemplet ovan, Gotland) och dir det behovs bil-
liga alternativ f6r privatpersoner som vill kontrollera sin
vattenforsorjning. En spdrmetod som erbjuds av ett
kommersiellt vattenlaboratorium till ett rimligt pris
borde alltsd vara av intresse for sivil kommuner som
vattenvirdsforbund och VA-verk som ofta har problem
med fororenade vatten, eller dir analysen kan vara en del
i det vanliga 6vervakningsprogrammet.

Men f&r att det &ver huvud taget ska vara nigon me-
ning med att anvinda sig av spirmetoder krivs det att de
med en viss sikerhet kan skilja mellan animal och human
fekal fororening. Ibland kan det vidare handla om att
skilja pa féroreningen mellan olika djurslag. Det vanli-
gaste sittet att mita diskrepansen for olika metoder har
varit genom att gora en blindtest pa isolat eller prover
och se hur stor del som klassificeras ritt. En del av dessa
studier har rapporterats (ovan) under respektive metod.
I regel ligger andelen korrekt klassificerade resultat mel-
lan 60% och 90 %. I studier dir hégre andel korreke
klassificering erhéllits har antingen isolaten redan ingdtt
i databasen (Wiggins m.fl., 2003) eller, som i fallet med
bacteroidesfager som infekterar stam GA17, proverna
utgjorts av avloppsvatten och inte varit s pass utspiadda
som i miljon (TOFPSW, 2005). For att detektera bakte-
roidesfager i miljén krivs det acc 100-1000 ml vatten
koncentreras.
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An si linge har ingen metod visat sig anvindbar vid
alla dllfdllen eller i alla miljger. Taylor (2003) foreslér
multivariatanalys av en »korg» med limpliga metoder for
att kunna uppskatta andelen human respektive animal
fororening i ett prov. Detta kommer att bli vildigt kost-
samt och samtidigt finns andra problem, som att man
kan f3 olika resultat beroende pd vilken statistisk metod
man anvinder. Detta gor att kill-spdrning inte kan ut-
foras av vem som helst utan kriver expertis inom ett fler-
tal omriden, bade for att utféra analyserna, samt for att
behandla och tolka resultaten (Simpson m.fl., 2002).
Dirfor sites det en stor tilltro till utvecklingen pa detek-
tion av arter, gener och stammar som ir virdspecifika
och som ger en korrekt klassificering. Diremot ir dessa,
just pd grund av sin specificitet, ovanliga i miljon och
forekommer i liga halter, om de ens gir att detekeera.
Allteftersom metodutvecklingen leder till allt bittre och
kinsligare analyser dkar mojligheterna till direktdetek-
tion av specifika markérer (Scott m.fl., 2002). D4 dyker
nista problem upp. Om ett vattendrag ir fororenat,
héga halter av indikatorer férekommer, och man be-
stimmer sig for att anviinda sig av en ny kinslig metod
och fr ett positivt svar pA humanpéverkan. Innebir det
att avloppsreningsverket behover effektiviseras? Att man
kvalitativt detekterar markdren betyder inte nédvindigt-
vis att huvuddelen av féroreningen 4r human utan kan
fortfarande vara animal. Man behéver alltsd ha ndgot att
relatera resultatet mot, vilket ir en férdel med de meto-
der som bygger pa kvoter. Utvecklingen inom realtids
(kvantitativ) -PCR (qPCR) forbidttrar dock mgjlighe-
terna till att kunna férdela féroreningen, men 4n s linge
ir overensstimmelsen mellan metoder som bygger pa
odling och molekylira metoder daligt kartlagd (Simpson
m.{l., 2002).

Forskning i Sverige

PhP-systemet (PhPlate) ir utvecklat pi Karolinska
Institutet for typning av bl.a. aeromonas, enterokocker
och koliformer. Utveckling for typning av bifidobakte-
rier har ocks3 gjorts, men med vissa problem med repro-
ducerbarheten (Blanche m.fl., 2004). Detta beror dels
pa att bakeerierna ir strikt anaeroba, men ocksd pa att
isolaten plockades frin HBSA som inte ir ett sirskilt se-
lektivt medium och att manga atypiska kolonier testas,
vilket forsvarar typningen. P4 SMI pagr ett projeke dir
kvoten totala:sorbitolfermenterande bifidobakterier f5ljs
i ytvatten och som syftar till att bestimma grinsvirden
for att bist kunna klassificera froreningar. Vidare sker
dven utveckling inom koncentration och detektion av
norovirus i vatten. Dessutom har humana tarmvirus be-
stimts frin musslor pd vistkusten (Hernroth, 2002). Ett
annat angreppssitt som ir vanligt vid spdrstudier 4r att
tillsitta ndgot vid den troliga killan — som salt, firg eller
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radioaktivt inmirkea molekyler — for att folja transpor-
ten. P4 SMI anvinds en metod dir hoga halter bakterio-
fager istillet tillsdtes. Metoden ir billigare och kinsligare
in ndgon av de andra spirmetoderna samtidigt som
fagernas transport i miljon bittre dverensstimmer med
transport av humana tarmvirus.
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