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Forord

Ett varmare klimat med fordndrad vattentillgdng och ett stort investeringsbehov i ny
infrastruktur for dricksvatten &r tva av framtidsutmaningarna som driver oss mot att
tdanka klokt kring hur vi kan utféra snabba och sidkra ledningsnétsarbeten pa dricks-
vattennitet. Det har SVU-projektet, ”Sakra och snabba ledningsnéitsarbeten”, bygger
pa forfattarnas vision och mission om att vi kan skapa smarta l6sningar for framtidens
kvalitetsméitning vid ledningsarbeten om vi arbetar 6ver yrkeskategorierna och lar av
varandra.

Den hér rapporten &r vart forsok att med nyfikenhet ta reda pd mer om de mikro-
biologiska processer som sker i en nylagd dricksvattenledning, att undersoka om det
finns vinster med snabbare analysmetoder samt att testa om metoden flodescytometri
kan vara vagen framat. Kanske har vi kommit lite ndrmare svaren — men det vi ar mest
stolta 6ver ar hur vi bidragit till att skapa intresse for frdgan. Vi hoppas att rapporten
ska bjuda pa spannande lasning.

SVU-projektet har genomforts i samverkan mellan VA SYD, Sydvatten AB och Lunds uni-

versitet, samt med stod fran konsultbolaget EnviDan AB. Forfattarna vill darfor rikta ett

stort varmt tack till alla som pa olika sitt bidragit till rapporten, bade till kollegor inom de
deltagande organisationerna och till branschkollegor. Bland dessa vill vi sdrskilt namna:

e FEtt stort antal kollegor pa Ledningsnitsavdelningen och avdelningen Rornét pa
VA SYD, som bidragit med sin kunskap och hjalpt oss att praktiskt utféra vara studier
pé olika ledningsarbeten.

e Petra Larsson och Leif-Inge Andersson, bada drifttekniker vid VA SYDs dricksvat-
tenenhet, som genom sin nyfikenhet och sitt 16sningsfokus mojliggor utveckling i
branschen.

e Jonathan Kvist pa Jonab Anldggnings AB som genom ett mycket fint samarbete
mojliggjorde studien "Rébylund”.

Vi hoppas att vi genom denna rapport har 6ppnat dorren till ett vidare och djupare
samarbete 6ver yrkeskategorierna dir vi 1ar oss av varandra, genomfor effektiva led-
ningsarbeten, analyserar dricksvattenkvalitet pa nya sétt och driver utvecklingen framéat
ivar bransch!

Malmoé 2022
Josefin Barup, projektledare
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Sammanfattning

Vad hander med dricksvattnets kvalitet under ett arbete i
ledningsnatet? Skulle effektivare analysmetoder kunna hjalpa
till att ge snabbare och sakrare ledningsarbeten? | rapporten
utvarderas flodescytometri som alternativ till 3-dygnsanalys
som i dag anvands for mikrobiologisk analys av vattnet efter
ettledningsarbete. Flodescytometri kan 6ka kunskapen om
biologiska processer iledningsnatet och kan aven utvecklas
for att 6vervaka dricksvattenkvalitet.

Det ar viktigt att ledningsarbeten kan utforas snabbt och effektivt for att kostnaderna och
tiden med avbrott i vattenforsorjningen ska minimeras. For att sa fort som mojligt ringa in
en fororeningskilla beh6vs det snabba och sikra analysmetoder. Nyaledningar provtrycks
och spolas. Dérefter tas vattenprov, och efter tvd godkdnda vattenprover kan ledningen
kopplas in pa det ordinarie dricksvattennatet. Provtagning sker enligt Svenskt Vattens
branschstandard och griansvirden finns i Livsmedelsverkets dricksvattenforeskrifter.

I daganvinds en standardiserad analysmetod som kallas 3-dygnsprov. Den innebir att
man riaknar antalet odlingsbara mikroorganismer vid 22 °C. Odlingen sker pa agarplattor
och analystiden &r 3 dygn. Provet miter bara cirka 1 procent av alla mikroorganismerivatt-
net. P senare ar har snabbare metoder utvecklats, men for dem finns det inga vedertagna
gransvarden eller andra riktlinjer att hélla sig till. Flodescytometri (FCM) finns badde som
onlinebaserad och manuell analys. Onlinebaserad analys tar 30 minuter och manuell tar
cirka 45 minuter. FCM upptécker alla mikroorganismer i vattnet (TCC, totalt antal celler).

Projektet genomfordes i samverkan mellan VA SYD, Sydvatten AB, Lunds universitet
och EnviDan AB. Man hade en workshop med representanter frén fem VA-huvudmén,
intervjuade tre anldggningsentreprenorer samt genomforde fyra fallstudier, tva nyan-
laggningar och tvé lickor. Under fallstudierna utvirderades FCM som alternativ till
3-dygnsprov.

Workshoppen visade att rutiner f6r provtagning vid ledningsarbeten skiljer sig mellan
olika VA-organisationer, och att det beh6vs en gemensam standard och riktlinjer for hur
ett underként prov ska hanteras. Enligt de intervjuade entreprenérerna ar det mycket
vanligt att prover blir underkénda. Det krévs ofta spolning i 6ver en ménad innan man far
godkinda prover, och det dr svart att koppla analysresultat till en viss entreprenadhéndelse.
Generellt upplevs 3-dygnsanalyser som ett vagspel dar manga faktorer kan paverka utfallet.

Resultaten fréan fallstudierna visade inte pa nagot tydligt ssmband mellan odlingsbara
mikroorganismer som mits med 3-dygnsprov och totalt antal celler som mits med FCM.
Darfor gar det inte att rakt av byta metod fran 3-dygnsprov till FCM. Vilken metod som &r
mest rittvisande for att beskriva vattenkvaliteten dr ddremot en annan fraga. Om det inte
gar att jamfora en ny metod med 3-dygnsprov och dess fasta gransviarden sa kravs det ett
annat perspektiv, kanskeistillet utga fran trender eller basviarden i omgivande ledningsnit
insamlade under langre tid.

Forfattarna drar inga generella slutsatser nir det géller om snabbare analysmetoder
skulle effektivisera ledningsarbeten. Men vid ledningsarbeten som planeras under stor
tidspress skulle snabbare metoder medverka till att arbetena kan genomforas som planerat.
De drar ocksa slutsatsen att FCM har stor potential som metod for att 6ka kunskapen om
biologiska processer under ledningsarbeten och iledningsnitet generellt. Det finns ocksa
stora mgjligheter att utveckla metoden for kvalitetsévervakning av dricksvatten.
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Summary

What do we know about the correlation between drinking water quality and new drinking
water pipes? Are there methods to measure drinking water quality, than the ones used
today, which could be used to help us perform pipe maintenance work and installations
faster and safer? With this report we hope to add to the knowledge about how pipe
maintenance works effect the drinking water quality. We also want to generate curiosity
for new water quality analysis methods and how these could help us increase efficiency
during pipe maintenance works, and thereby reduce the associated costs.

The report is based on the question if it is possible to, without compromising safety,
replace heterotrophic plate counts (i.e., culturable microorganisms) with faster analy-
sis methods with higher precision to safeguard the drinking water quality during pipe
maintenance works. Further, the report aims to investigate if there are benefits by having
faster analysis methods available. In this report we assess flow cytometry (FCM) as an
alternative analysis method to heterotrophic plate counts.

To obtain a clearer picture whether there are any benefits associate with faster analy-
sis methods in pipe maintenance works a workshop was held with representatives from
water utilities and interviews with three contractors. During the workshop it was made
clear that the routines for sampling and analysis after pipe works varied between the
water utilities and contractors and that there is a need for a common standard, as well
as guidelines for how to handle a failed sample. The interviewed contractors assess that
it is very common for samples to fail. And it also became apparent that there often is the
need for flushing for over one month for samples passing quality control to be obtained.
The experience is that it is difficult to connect the analysis results to a specific event in
the pipe works, and generally the heterotrophic plate count methods are perceived as a
gamble where many different factors can affect the outcome.

One purpose with this project was to challenge the current method for analysis of
culturable microorganisms, heterotrophic plate counts, through analyses with a new
method, flow cytometry (FCM), in four case studies — two leaks and two newly laid pipe
sections. FCM can measure the total cell count in a water sample. Both manual and
online-based FCM have been used within the project. Another purpose of the project
was to assess if online-based FCM would be practically applicable in field studies.

Results from case studies did not, generally, show a clear correlation between cultu-
rable microorganisms and total cell counts (as measured by FCM). To simply exchange
heterotrophic plate counts with FCM is not easily done. Which methods gives the most
relevant answer as to best describe the water quality is, however, a separate question.
Heterotrophic plate counts is the currently used method, not the complete answer. If
we are unable to reliably compare a new method to heterotrophic plate count methods
and their established threshold values a new perspective is needed, such as basing the
analysis on comparisons with trends or base level values (values in surrounding network
sections collected over longer periods of time).

During the project we have gathered insights into the microbiological processes that
take place after pipe works. We have also come across many new questions and ideas
during the course of the project.
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Ordlista

Basvirden

Biofilm

CFU

FCM

Flodescytometri

HPC
(3-dygnsanalys)

HPC
(7-dygnsanalys)

Ledningsarbete

Langsamvixande
mikroorganismer

Nyanldggning

Odlingsbara
mikroorganismer

oT

Planktonisk

Polypiggning

TMA

Normala viarden for en viss parameter insamlade under langre
tid for en viss plats i ledningsnatet.

Tunt skikt innehallandes mikroorganismer som bildar en
beldggning adhesi vilken mikroorganismer kan fésta och vixa.

Colony Forming Units, kolonibildande enheter, matt pa antalet
bakterier i ett flytande prov (per volymsenhet).

Forkortning for analysmetoden flodescytometri. I denna SVU-
rapport anvinds bendmningen FCM ocksa som forkortning
for flodescytometer (sjdlva instrumentet). Av sammanhanget
framgar om analysmetoden eller instrumentet avses.

Metod for att analysera antalet bakterier i ett medium
(exempelvis vatten), samt bakteriernas karaktar.

Heterotropic Plate Count, metod for analys av odlingsbara mik-
roorganismer i dricksvatten vid 220C (SS-EN ISO 6222). Kallas
oftast ”3-dygnsanalys” baserat pa analystiden och bendmns sd i
denna rapport.

Heterotropic Plate Count, metod for analys av1angsamvixande
mikroorganismer i dricksvatten (SS-EN ISO 6222). Kallas
oftast "7-dygnsanalys” baserat pa analystiden och bendmns s i
denna rapport.

Inbegriper alla arbeten pa dricksvattenledningar s& som for-
laggning av nya ledningar, fornyelse av befintlig ledning samt
lagning av lackor.

Alla aeroba bakterier, jastsvampar och mégelsvampar som kan
bilda kolonier under testbetingelserna for 7-dygnsanalys
(SS-ENISO 6222).

Nylagd dricksvattenledning, antingen exploatering (ny ledning i
nytt omrade) eller fornyelse (gammal ledning ersitts).

Alla aeroba bakterier, jastsvampar och mogelsvampar som kan
bilda kolonier under testbetingelserna for 3-dygnsanalys
(SS-EN ISO 6222).

Otjanligt

Bakterier som vixer och ar frisimmande i en 16sning, till
skillnad fran bakterier som vixer i en biofilm pé en yta.

Metod for rengoring av en dricksvattenledning. En "pigg”
bestaende av skumpropp som drénkts in med klor fors
genom ledningen med hjilp av vattentryck i syfte att rengora
ledningen.

Tjanligt med anméarkning
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1 Inledning

Vad vet vi om sambandet mellan dricksvattenkvalitet och nya drickvattenledningar?
Finns det andra metoder for att méta vattenkvalitet 4n de som anvands idag och skulle
dessa andra metoder kunna hjilpa oss att genomfora snabbare och sidkrare lednings-
arbeten? Genom denna rapport hoppas vi kunna bidra till kunskapsbilden av hur led-
ningsarbeten paverkar dricksvattenkvaliteten. Vi vill vicka ldsarens nyfikenhet for nya
analysmetoder for vattenkvalitet samt om, och i sa fall hur, dessa kan bidra till effektiva
ledningsarbeten och ddrigenom minskade kostnader.

Att genomfora ledningsarbeten snabbt och effektivt har stor betydelse for formégan
att kunna uppréatthalla dricksvattenférsorjningen i ett samhaélle. Effektiva lednings-
arbeten kan ocksa ha betydelse for andra samhillskostnader dn enbart VA-aktorens.

Om det sker en kontaminering av dricksvattnet under ett ledningsnitsarbete kan det
talang tid (veckor till manader) innan den mikrobiologiska kvaliteten hos vattnet iled-
ningen stabiliserats. Ett exempel pa ett felaktigt utfort ledningsnitsarbete skedde i Lund
vintern 2017 och orsakade tillvixt av koliforma bakterier i dricksvattnet. Incidenten
medforde en kokrekommendation som varade i sex veckor, en massiv arbetsinsats
for VA-personalen, en anstriangd situation for det narliggande universitetssjukhuset
samt kostnader for att till slut grava upp och ersitta ledningen. Efter incidenten fick
VA-huvudmannen (VA SYD) motta skadestdndskrav pd mangmiljonbelopp fran olika
verksamheter i staden. Stoérningen beh6vde ocksé hanteras under tidspress utifran att
ledningsarbetet var del av ett storre infrastrukturprojekt i staden.

Storningen i Lund 2017 visar pé vikten av att kunna genomfora kvalitetssikra led-
ningsarbeten och pa behovet av tillgang till adekvata analysmetoder f6r att snabbt ringa
in en fororeningskalla. Handelsen i Lund ar ocksé ett exempel pa hur avgorande det
kan vara att ett arbete kan avslutas enligt tidplan, och kan genomféras utan storningar,
om projektet ir en del av ett storre infrastrukturprojekt. Aven exemplet med lickan i
Malmo visar pé vikten av att snabbt komma tillbaka till normal drift. Hér ar snabba
analysmetoder en av l0sningarna till snabbare omstallning.

Erfarenhetsmaéssigt vet vi att det ibland uppstér situationer dar véntetiden pa ana-
lysresultat dr den begrinsande faktorn for att kunna avsluta ett arbete i gatan. Darfor
har vi genomfort det SVU-projekt som ligger till grund for denna rapport. Vi ar nyfikna
pé vad vi kan ldra oss om vi 6verbryggar vara olika VA-kompetenser och rapporten ar
skriven for att kunna lasas utifrén olika bakgrundskompetens. I inledningen till varje
kapitel ges déarfor som en lasarguide en kort introduktion till kapitlets innehall.

1.1 Syfte och mal

Syftet med denna rapport ar att den ska bidra till att 6ka kunskapen kring hur
VA-branschen kan genomféra sikra och snabba ledningsarbeten genom att anvanda
adekvata och effektiva analysmetoder for dricksvattenkvalitet. Méalet har varit att héja
intresset for fragan och att bidra till en kunskapshgjning som 6verbryggar olika yrkes-
kategorier inom dricksvattenbranschen.

Rapporten utgar fran frigan om det gar att, utan att kompromissa med sikerheten,
ersétta 3-dygnsprov (HPC, dvs. antalet odlingsbara mikroorganismer) med snabbare
analysmetoder med hogre precision for att sdkerstilla dricksvattenkvaliteten vid led-
ningsarbeten. I denna rapport utviarderas flodescytometri (FCM) som alternativ analys-
metod till analys av 3-dygnsprover. FCM valdes eftersom metoden &r ny i branschen
men vil inarbetad hos de VA-aktorer som genomfort projektet. Projektet underso-
ker antalet odlingsbara mikroorganismer (3-dygns) samt det totala antalet bakterier
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efter ett ledningsnitsarbete genom att analysera odlingsbara mikroorganismer med
3-dygnsanalys och totalt antal bakterier (TCC) med FCM.

Rapporten utgar fran f6ljande fragestéllningar.

1. Vad hdnder med dricksvattenkvaliteten under ett ledningsndtsarbete?
For att besvara denna fraga genomfordes litteraturstudier inom ramen f6r
ett examensarbete (Zamore 2021) samt analys av bakterier i dricksvattnet
vid fyra ledningsarbeten. Resultat frén litteraturstudien presenteras i avsnitt
2.4 och resultat fran fallstudierna (ledningsarbetena) presenteras i kapitel 4.

2. Finns det ndgot att vinna pa snabbare analysmetoder vid ledningsarbeten?
For att besvara denna fraga holls dialog (workshop och intervjuer) med
VA-huvudméan och entreprendrer. Resultatet presenteras i kapitel 3.

3. Kan FCM vara en bittre metod dn 3-dygnsprov for att félja den mikrobiologiska
kualiteten for dricksvattnet vid ledningsarbeten? For att besvara denna fragestall-
ning jamfordes resultat fran analys av 3-dygnsprov och FCM fran fyra ledningsar-
beten. Resultatet presenteras i kapitel 4.

1.2  Avgransningar

Det genomforda SVU-projektet har fokuserat pa frdgan om det gér att, med snabbare
analysmetoder, korta tiden som kravs innan en ledning kan tas i drift efter ett lednings-
nitsarbete givet att kvalitetsovervakningen med ny metod ar lika bra som idag (eller
bittre). Ovriga aspekter kopplat till att genomfora kvalitetssikrade ledningsarbeten med
goda hygienrutiner samt andra aspekter som paverkar ledningsarbetets genomforan-
detid behandlas endast perifert i rapporten.

I projektet har FCM anvénts som exempel pa “ny metod”. Andra nya metoder som
finns eller ar pa vag ut pa dricksvattenmarknaden har inte undersokts inom ramen for
projektet.

INLEDNING



2 Bakgrund

Syftet med detta kapitel ar att ge en ldgesbild 6ver dagens riktlinjer och rekommenda-
tioner for provtagning vid ledningsarbeten, tillsammans med en beskrivning av hur de
tvé VA-organisationer som stir bakom rapporten (VA SYD och Sydvatten AB) arbetar
med friagan.

Som en del av bakgrundsforstielsen innehéller kapitlet ocksa avsnitt om hur vat-
tenprovtagning vid ett ledningsarbete gar till, om vad som analyseras med 3-dygnsprov
och flodescytometri (FCM) samt slutligen ett avsnitt om hur biofilmen i ledningsnitet
paverkar vattenkvaliteten.

2.1 Vattenprovtagning vidledningsarbeten

Nir den nya ledningen ar lagd fylls den upp med dricksvatten och trycksétts. Darefter
genomfors en proviryckning under ett antal timmar for att kontrollera att alla lednings-
skarvar och eventuella andra installationer pé ledningen héller titt. For att garantera
att ledningen fylls med ett tjanligt dricksvatten bor ett referensprov ha tagits sd nira
ledningsarbetet som majligt.

Efter godkénd provtryckning spolas ledningen, innebarande att vattnet i ledningen
omsaitts. Beroende pa forutsattningarna ar det mer eller mindre enkelt att omsétta voly-
men vatten i ledningen — stora ledningsdimensioner eller begriansade spolmgjligheter
gor det svarare att skapa en god omsittning.

Efter spolning tas vattenprov i en bestimd provtagningspunkt. Det ar viktigt att
hélla en s& god hygien som mojligt vid provtagningspunkten for att undvika att vatten-
provet kontamineras. Under viantetiden mellan provtagning och analysresultat sitts
den nya ledningen vanligtvis ”pa rinn”, innebérande att den spolas med ett visst flode i
syfte att inte 1ata vattnet i ledningen sta stilla utan skapa ett kontinuerligt flode genom
ledningen. Efter godkéinda vattenprover kan ledningen kopplas pé till det ordinarie
dricksvattenitet.

Vid lackor ar forfaringssattet ndgot annorlunda. Ledningen spolas efter att 1ackan
atgirdas, men vanligtvis tas endast vattenprov vid misstanke om att en kontaminering
avledningen har skett i ssmband med rorbrottet. Rutinerna f6r provtagning i samband
med lackor skiljer sig mellan olika VA-bolag, dar en del VA-bolag exempelvis alltid tar
vattenprov vid ldcka pa ledning av stérre dimension.

2.2 Riktlinjer for mikrobiologiska analyser vid
ledningsarbeten

Syftet med provtagning av dricksvattnet vid ledningsarbeten ar framfor allt att kontroll-
era att ingen kontaminering av ledningen har skett under arbetet. De parametrar som
analyseras anvinds som indikation pé olika typer av paverkan (Tabell 2.1). Det ar viktigt
attkomma ihag att analyserna ger begrénsad information om vattnets mikrobiologiska
sammansattning, bade pa grund av begransningar i metoderna i sig men ocks4 sett till
antalet parametrar som analyseras.

Vidledningsarbeten utfors som branschstandard provtagning enligt Svenskt Vattens
publikation P115 Rengoring av vattenledningar och reservoarer (Svenskt Vatten 2021).
Gransvirden anges i bilaga 3 till Livsmedelsverkets foreskrifter och dricksvatten (SLVFS
2001:30). P1151amnar visst utrymme fér VA-huvudman att sjalva utforma sitt specifika
provtagningspaket. Bland annat stélls inte krav pa analys av 7-dygnsprov och manga

SAKRA OCH SNABBA LEDNINGSNATSARBETEN



VA-huvudman har valt att exkludera analysen. I P115 beskrivs 7-dygnsanalys snarare
som en indikation pé tillvaxtpotential 4n pé férorening. Ingen tydlig korrelation mellan
odlingsbara mikroorganismer (3-dygnsanalys) och hilsofara har observerats (Edberg
och Allen 2004; Stelma et al. 2004).

Avde parametrar som ska analyseras enligt P115 dr analys av 3-dygnsprov den analys Tabell 2.1
som tar langst tid (Tabell 2.1), f6ljt av analys av Escherichia coli (E. coli) samt koliforma Mikrobiologiska analyser som
bakterier med analystider pd omkring ett dygn (Svenskt Vatten 2021). Det 4r inte ovanligt ofta ingér i provtagningspaket
attresultat frin 3-dygnsanalyserna visar pa forhéjt antal odlingsbara mikroorganismer ~ Vidledningsarbeten. Observera
under en mycketlang tid. Vid dessa tillfallen ar det ofta praxis att godkdnna att en ledning att samtliga parametrar

- . 01w .. .. s med undantag for langsam-
tas i drift trots att 3-dygnsresultaten visar pd hogre virden &n TMA, men underennivd x,.1de mikroorganismer ar

som 6verenskommits med kontrollmyndigheten och i kombination med en sjunkande obligatoriska enligt avsnitt A
trend (Svenskt Vatten 2021). bilaga 3 i SVLFS 2001:30.
Parameter Analystid Gransvirde for otjanligt (OT) / Parametern indikerar
tjanligt med
anmirkning (TMA)
Escherichia coli* 18/21-24 h** Pavisadi100 m1(OT) Fekal paverkan fran manniskor eller djur****
Koliforma 18/21-24 h** >10 CFU/100 m1(OT) Framst ytvattenpéaverkan, men fekal paverkan kan
bakterier* 1-9 CFU/100 m1(TMA) inte uteslutas****
Odlingsbara 64-72h 100 CFU/mI1(TMA) eller Paverkan fran vatten ellerjord som normaltinte ar
mikroorganismer* nedatgaende trend*** av fekalt ursprung****
Langsamvéaxande | 7 dygn 5000 CFU/m1(TMA) eller nedatga- | Mikrobiologisk tillvaxt****
mikroorganismer ende trend***

* Ska analyseras enligt P115

** Med SS-EN ISO 9308-2:2014 (Colilert)/SS-EN ISO 9308-1:2014 (SLVFS 2001:30)
***SLVFS 2001:20/Svenskt Vatten 2021

****[ivsmedelsverket 2021

Bade VA SYD och Sydvatten kréaver tvd pa varandra féljande godkénda 3-dygnsprov
innan driftsattning. Sydvatten har valt att sanka sin interna grans till 50 CFU/ml medan
VA SYD har griansen 100 CFU/ml, enligt Livsmedelverkets riktlinjer for 3-dygnsprov.

VA SYD slutade &r 2020 att analysera 7-dygnsprov vid ledningsarbeten. Beslutet
baserades pa analysresultat fran tidigare arbeten som visade att nar ett 7-dygnsprov var
tjanligt med anmirkning (TMA) var dven 3-dygnsprovet TMA. Séledes hade lednings-
arbetet redan underkints da 7-dygnsproven analyserades och projektigaren redan
agerat pa 3-dygnsresultatet (Barup och Frihammar 2020).

2.3 Metoder for att analysera dricksvattenkvalitet vid
ledningsarbeten

Odlingsbara mikroorganismer finns naturligt i dricksvattnet men onormalt hoga
halter kan indikera paverkan fran vatten eller jord, normalt inte av fekalt ursprung
men kan peka pa lackage, korskoppling, nedsmutsning av anslutningar eller liknande
(Livsmedelsverket 2021).

Analys av odlingsbara mikroorganismer med HPC (héar bendmnt 3-dygnsanalys) har
ldnge varit metoden som anvénds for att uppskatta antalet mikroorganismeri dricksvat-
ten. Dock detekteras endast en liten del av alla mikroorganismer i provet med 3-dygn-
sanalys och pa senare ar har nya analysmetoder utvecklats som med storre precision
analyserar antalet mikroorganismer i ett vattenprov. Dessa inkluderar ATP-métning,
enzymatisk méitning och olika typer av optisk métning (Favere et al. 2020). Nya metoder
som inte dr baserade pa odling dr oftast betydligt snabbare &n 3-dygnsanalyser. De flesta
nyare analysmetoder dr dock fortfarande relativt oprévade inom analys av dricksvatten

BAKGRUND 10



och det finns diarfor inga vedertagna gransvérden eller andra riktlinjer att forhalla sig till.

3-dygnsanalys utfors enligt svensk standard (SS-EN ISO 6222) genom odling pa
niringssubstrat med agar vid 22°C. Nir ungefar tre dygn gatt riknas antalet bildade
kolonier (CFU/ml) som ir stora nog att detekteras i mikroskop (med 4-10 ganger for-
storing). Eftersom standarden tillater ett spann av forstoringar kan resultat frdn samma
prov skilja sig at beroende pa vilket laboratorium som utfér analysen.

Vid analys av 3-dygnsprov detekteras aeroba bakterier, jastsvampar och mogel-
svampar som kan bilda kolonier under de betingelser som giller vid odling (SS-EN ISO
6222). Vid odling med en annan metod, exempelvis pa ett annat medium, under en
annan tidsperiod eller i en annan temperatur hade andra mikroorganismer véxt fram.
De mikroorganismer som kan odlas pa plattor motsvarar endast en liten del av alla
mikroorganismer i ett vattenprov. Ofta nimns att ca 1 % av det mikrobiella innehallet i
dricksvatten kan odlas pé plattor (World Health Organization 2003) och ddrmed upp-
tackas med HPC (3-dygnsanalys), se Figur 2.1.

Flodescytometri (FCM) ar en ny analysmetod for dricksvatten, som dr oberoende av
odling. Metoden dr vanlig for analys avblodprover inom klinisk diagnostik och har under
senare ar fatt 6kat intresse dven inom vattenkvalitetsmitning (Van Nevel et al. 2017).

FCM finns bade som onlinebaserad (automatisk provtagning och analys) och manuell
analys. Vid manuell analys tas ett prov (manuellt eller automatiskt) som sedan trans-
porteras till och analyseras pé laboratorium, dir svar ges pé cirka 45 minuter. Idag
anviands metoden i Schweiz for analys av bakteriehalt i dricksvattnet vid vattenverk
samt i distributionsnatet (Stafford och Bischel 2018).

Aven om bade 3-dygnsanalys och FCM anvinds for uppskattning av antal mikroorga-
nismeridricksvattnet ar det viktigt att komma ih&g att samma resultat inte ska férvantas
fran de bida analyserna. Odlingsbara mikroorganismer, som detekteras med 3-dygn-
sanalys, dr en delpopulation av det totala antalet mikroorganismer. Dessa utgor ca 1 %
avdet totala antalet mikroorganismer medan FCM kan detektera alla mikroorganismer
och partiklar (Tabell 2.2) i ett vattenprov.
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Figur 2.1

Schematisk bild 6ver vad
som detekteras vid analys

av 3-dygnsprov. Odlingsbara
mikroorganismer star for

en liten andel av det totala
antalet mikroorganismer da
inte alla mikroorganismer

i ett vattenprov kan

odlas under definierade
forhallanden. Vattendroppen
till vanster symboliserar alla
mikroorganismer och droppen
till héger de som kommer
att bilda kolonier som kan
detekterasianalysen.
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Metod
3-dygnsanalys

Parameter

Odlingsbara mikroorganismer
vid 22°C

Analystid
3dygn

Ovrigt
ISO-standard finns, godkand analys-
metod for dricksvattenkvalitet enligt

Livsmedelsverket, riktlinjer for gransvar-
den finns

FCM

Planktoniska mikroorganismer
och partiklar

Online: 30 minuter
Manuell: Cirka 45

Saknas riktlinjer, dyr utrustning, kraver ny
kompetens, kraver referensprov

minuter*

*Beroende pa hur manga prov som analyseras samtidigt.

Vid flodescytometrisk analys anvinds laser for att analysera det totala antalet celler
(Total Cell Count, TCC) i provet. Reflekterat och emitterat ljus samlas av detektorer
och signaler oversitts till information om antal celler samt cellers storlek, form och
fluorescens.

For att cellerna ska kunna upptéckas kravs infargning av provet. For att detektera
alla celler (TCC) anvénds en farg (SYBR green) som kan passera mikroorganismernas
cellmembran. Det finns d&ven mojlighet att identifiera andel intakta respektive skadade
celler (Intact Cell Count, ICC) genom att anvinda propidiumjodid (propidium iodide,
PI) som endast kan passera skadade membran. Populationen som fargats med PIrepre-
senterar skadade celler.

TCC-resultatet sdger inte ndgot om huruvida bakterierna drlevande eller inte. For att
fa veta detta anvands en kombination av TCC och ICC. For att f4 andel intakta (Ievande)
celler subtraheras populationen med skadade celler frin det totala cellantalet. Intakta
(levande) celler kan vara en bra parameter for att 6vervaka vattenverkets berednings-
processer. En schematisk bild 6ver vilken data som erhalls utan infirgning samt efter
infargning med SYBR green och PI, med och utan skadade celler, presenterasi Figur 2.2.

Det totala antalet celler (TCC) varierar kraftigt mellan olika dricksvatten beroende pa
ravattenkilla och beredningsprocess. Aven andra faktorer, som temperaturvariationer
over aret, paverkar TCC for ett visst vatten. Exempelvis dr normala varden for totalantalet
celler/ml i dricksvatten fran Sydvatten cirka 200 000 for Ringsjoverket (sjon Bolmen
som ravattenkilla) respektive 400 000 for dricksvatten fran Vombverket (Vombsjon
som ravattenkalla). Cellantalet forandras dven under distributionen frén vattenverk
till kund. Darfor kan olika resultat forvantas beroende pé var i distributionssystemet
provet tas. Detta gor att fa slutsatser kring dricksvattenkvaliteten kan dras baserat pa
endast ett enstaka virde.

Kan FCM anvindas for att avgora om ett vattenprov frin ett ledningsnatsarbete haller
tillrackligt god dricksvattenkvalitet eller ej? Har fair man komma ihag att till skillnad
fran for odlingsbara mikroorganismer finns inga griansvarden for TCC/ICC eller andra
riktlinjer for hur FCM-resultat ska tolkas. Darfor kravs antingen en sé kallad baslinje for
totalt antal celler i det specifika ledningsnitet (baserat pa upprepade matningar under
langre tid) eller ett eller flera referensprov uppstréms ledningsarbeten for att kunna
tolka FCM-resultatet i provpunkten.
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Den rédata som utgor resultatet av en FCM-analys utgors av ett spektrum 6ver flour-
escens for de partiklar som detekterats (datapunkter). For att kunna identifiera grupper
och populationer sa som partiklar, celler, intakta celler, celler med relativt hog andel
DNA (high nucleic acid, HNA) samt med relativt ldg andel DNA (low nucleic acid, LNA)
sorteras alla datapunkter baserat pa valda egenskaper. Denna sortering kallas for gating.
Ett exempel p gating for att sortera ut antal celler presenteras i Figur 2.3. Fér mer infor-
mation om hur gating anviandes i projektet som ligger till grund for den hér rapporten
hinvisas till examensarbetet som genomférts inom ramen for SVU-projektet (Zamore
2021).

En ut6kad analys med FCM kan goras genom att jamfora prover med varandra utifran
Bray-Curtis olikhetsvarde. Med Bray-Curtis olikhetsvirde ar det mojligt att exempelvis
jamfora data frain FCM med varandra, for detaljer se Zamore (2021). Bray-Curtis olik-
hetsvirde anges mellan 0 och 1. Ar de jaimforda proverna identiska blir Bray-Curtis
olikhetsvirde 0 och om data fran proverna inte innehaller nagra likheter ar resultatet
1. Denna typ av analys har utforts for en av fallstudierna som ingar i denna rapport, for
vilken resultat och analys presenteras i bilaga A.
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Figur 2.2

Schematisk bild av
innehallet i en vattendroppe
(uppe till véinster), vad som
detekteras med FCM utan
infargning (uppe till héger)
samt vad som detekteras
med infargning med PI
och SYBR green (nere

till vanster) och vilken
data som ar kvar efter att
partiklar infargade med PI
subtraherats fran partiklar
infargade med SYBR green
(nere till hoger).
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Figur 2.3

Exempel pa gating for
att vélja totalt cellantal.
Omradet innanfor den réda
linjen antas representera
cellernai provet. FL1 och
FL2 representerar olika
fluorescensfilter som
anvands fér metoden.
Figur anpassad fran
Zamore (2021).

2.4 Betydelsen av biofilmiledningsnit och vid
ledningsarbeten

De flesta bakterier i distributionsnitet ar inte planktoniska (fria i vattenfasen), utan
lever vid rorens inre vaggar som biofilm (Liu et al. 2016). Trots detta saknas fortfarande
information om processernaibiofilmen i ledningsnétet (Zamore 2021). Utgdngspunkten
— och anledningen till detta avsnitt — 4r den samverkan som sker mellan biofilmen
och vattenfasen, dir etableringen av biofilmen i exempelvis en nylagd ledning kommer
paverka vattnets mikrobiella innehall och dirmed det resultat som fas vid provtagningen.

Etablering av biofilm kan delas upp i féljande fyra faser: vidhaftning, utveckling,
mognad och frisdttning (Hemdan et al. 2021) (Figur 2.4). Dessa fyra faser ar inte statiska
utan pégar parallellt med varandra dar mikroorganismer tillkommer och slapps frén
biofilmen. I vidhiftningsfasen sker en reversibel beldggning av planktoniska mikroor-
ganismer till ledningsytan. Under mognadsfasen etablerar mikroorganismer en hinna
(extracellular polymeric substances, EPS) som ger skydd och god tillvixtmiljo, darfor
utvecklas en permanent beldggning. Under utvecklingsfasen sker tillvaxt av mikroorga-
nismer och mikroorganismernaborjar kommunicera med hjalp av biokemiska signaler.
Kommunikationen under utvecklingsfasen majliggor synkroniserat samarbete mellan
olika sorters bakterier i biofilmen. Under den sista fasen, frisattningsfasen, slapps mik-
roorganismer fran biofilmen. Detta sker antingen pa grund av biokemiska signaler eller
fysiska krafter orsakade av hydrauliska fordndringar.

Figur 2.4

Biofilmens faser.

Under fas 1 sker reversibel beldggning av planktoniska mikroorganismer till ledningsnétsytan. Under
fas 2 blir den initiala beldggningen mer permanent och det skapas en skyddande hinna (EPS) runt
celler. Under fas 3 sker tillviaxt och kommunikation mellan celler genom biokemiska signaler. Under
fas 4 slapps mikroorganismer fran biofilmen antingen pé grund av biokemiska signaler eller hydrau-
liska forandringar.
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I en studie av bildning av biofilm koloniserade négra f& bakteriearter inledningsvis
ledningen och efter en vecka borjade fler bakteriearter fista vid den initiala biofilmen
(Douterelo et al. 2014). I samma studie 6kades biofilmsytan trefaldigt mellan dag 14
och 28.

Bildning av biofilm har visats vara starkt beroende av ledningsmaterial, som dven
paverkar mikrobiell sammanséttning (Learbuch et al. 2021, Douterelo et al. 2016). En
studie har indikerat att PVC-plast far mest biofilm under gynnsamma férutsiattningar
for bakterier. I studien hade ledningar i PE lagre méngder biofilm jamfért med PVC och
klorerade ledningar i PVC och koppar hade ldgst méngd biofilm. Studiens resultat indi-
kerade att biofilmen nadde ett stabilt stadium nagon ging mellan fyra och atta veckor
efter bildandet (Learbuch et al. 2021). Bdde jarn och plast visade sig vara ldmpliga ytor
for tillvaxt av biofilm, men sammanséttning av biofilmen varierade markant. Struktur
avledningsmaterial och flodeshydrodynamik har ocksé visats ha en betydande paverkan
pa biofilmsbildningen (Cowle et al. 2020).

2.41  Spolningens paverkan pa biofilm

Hur spolning av en ledning paverkar biofilmen har undersokts i ett experimentellt system
av Douterelo et al. (2014). I studien avlagsnades vissa bakteriearter i biofilmen under
spolning medan andra férblev fasta i biofilmen. Etablerad biofilm i driftsatta dricksvat-
tenledningar paverkas av spolningen och Duoterelo et al. (2016) visade att biofilm som
vaxte efter spolning hade en annan mikrobiell ssmmanséttning dn biofilmen innan.
Detta foreslas kunna bero pa sdsongsvariationer i vattnet eller att bakteriesammansatt-
ningen i biofilmen som aterstar efter spolning paverkar biofilmens tillvixt (Douterelo
etal. 2016).

BAKGRUND
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file:///C:\\Users\\esfr01\\AppData\\Local\\Microsoft\\Windows\\INetCache\\Content.Outlook\\QP18MK6L\\Urval%20av%20litteraturdelen%20översatt%20till%20svenska.docx
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3 Snabbare analysmetoder —
finns det ngot att vinna vid
ledningsarbeten?

I detta projekt har vi varit nyfikna pa om snabbare analysmetoder for dricksvatten-
kvalitet ar tids- och/eller kostnadsbesparande vid ledningsarbeten, bade utifran
VA-huvudmannens och entreprenorens perspektiv. Under hosten 2021 genomfordes
darfor foljande aktiviteter:

e Workshop med representanter frdn fem olika VA-huvudmdn, dar deltagarna var
projektledare eller driftledare med stor erfarenhet avledningsarbeten. Olika aspekter
avhygienrutiner och dricksvattenprovtagning diskuterades, med fokus pa att utréna
om det ur VA-huvudmannens perspektiv finns fordelar med snabbare svarstider for
dricksvattenanalyser.

e Intervjuer medtreentreprenorer, dir representanterna som intervjuades var erfarna
arbets- eller projektledare inom anldggningsprojekt. Fokus 1ag pé att kommentera
svarstiderna for dricksvattenanalyser utifrin entreprenérens perspektiv.

I detta kapitel presenteras resultat frdn workshop och intervjuer samlade under fyra
rubriker.

Vid workshopen diskuterades — utéver analysmetoder for kvalitetsmatning — ocksa
hur hygienrutiner och arbetssatt ar helt avgorande for att undvika kontaminering av
dricksvattnet vid ledningsarbeten. Bestdllarnidrvaro under projektets gang, kinda och
accepterade rutiner och en vil genomarbetad spolplan var nagra av aspekterna. Fragan
om att utfora ledningsarbeten pa ett korrekt sétt utifran hygienaspekt kommer dock
inte att férdjupas i denna rapport.

De intervjuade entreprendrerna var av uppfattningen att det ar mycket vanligt att
prov blir underkidnda, omfattningen har bedomts till cirka 80 % av proven. Det kan
jamforas med resultat fran Barup och Frihammar (2020) dar 36 % av alla 3-dygnsprov
som togs i samband med ledningsarbeten pa VA SYDs ledningsnit under perioden maj
2019 till augusti 2020 var TMA. Ofta krivs spolning i 6ver en manad innan godkinda
prover erhélls. I manga tillfallen ar det svart att koppla analysresultaten till en viss
entreprenadhindelse — generellt upplevs 3- och 7-dygnsanalyser som ett "vagspel” dar
maénga faktorer kan paverka utfallet.

3.1 Ledningsarbeten somdrarutpatiden

I tidplanen for alla ledningsarbeten méste vantetid for analyssvar riknas in. Vid
workshopen diskuterades huruvida denna viantetid i normalfallet orsakar problem
eller j. Utforaren planerar for att nyttja vintetiden sa effektivt som mojligt, exempelvis
genom att flytta arbetslaget till ett annat projekt. Har framkom dock en skillnad mellan
mindre och storre VA-aktorer. En mindre VA-aktor har inte pd samma sitt flera arbeten
igdng samtidigt och har ddrmed svarare att anvinda vintetiden genom att parallellt
nyttja personalen i ett annat projekt pa orten.

Deltagarna i workshopen var 6verens om att problem ofta uppstér nir vattenproverna
inteblirgodkédndaochenplaneradinkopplingstidintekanhallas. Dettakanorsakasvarighe-
terkringsamordningen med andraaktiviteter, specielltom detutférdaarbetetarendeliett
storre infrastrukturprojekt. Ledningsarbeten som tarldngre tid &én vad som kommunicer-
atskanledatill forsdmratryktefor VA-huvudmannenochbidratillensamrerelationmellan
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VA-organisationen och externa aktorer. Utdragna ledningsarbeten leder ocksa till langre
perioder med spoling och en stérre méngd spolvatten atgér.

3.2 Sarskiltkritiska situationer

Under workshopen diskuterades situationer i sarskilt kritiska projekt och om VA-aktoren
idessa situationer skulle vara behjélpt av en kortare vantetid pa resultaten frin dricksvat-
tenproverna. Dessa sirskilt kritiska situationer sammanfattas:

e Lag spolkapacitet, antingen pa grund av hydrauliska begransningar eller begréans-
ningar i tillgdngen pa vatten — generellt sett behjélpta av snabbare analyssvar.

e Problematiska effekter av stillastGende entreprenad, exempelvis svarigheter att upp-
réatthalla dricksvattendistributionen eller att andra projekt/entreprenérer star och vian-
tar — generellt sett behjilpta av snabbare analyssvar.

e Svartatt avleda spolvatten, viantetiden innebar da att mer spolvatten behover avledas
forutsatt att ledningen star pé rinn — delvis behjélpta av snabbare analyssvar (minskar
maingden spolvatten).

En taktik for att minska problemet med otillracklig spolkapacitet ar att inte 1dgga arbeten
under perioder dar det finns risk for kapacitetsbrist. Detta kan i praktiken vara svért att
fa till och fungerar heller inte for akuta (ej planerade) atgéarder.

3.3 Spolning

Det finns begriansad kunskap kring vilken effekt som spolning av nyanlagda dricksvatten-
ledningar egentligen har avseende att uppna en god och stabil dricksvattenkvalitet. Baserat
paledningens dimension kravs ett visst flode for att kunna paverka biofilmen iledningarna.
Flodeshastigheten &r alltid som storst i centrum av roret och som ligst nirmast rorets
vaggar. Detta innebér dels att det vattenprov som tas ut inte alltid ar representativt for
ledningens hygien och dels att det dr svart att "spola rent” en ledning av storre dimension.

Entreprenorerna upplevde ocksé en osidkerhet kring vilken effekt som spolningen egentli-
gen har. Nir en ledning behover spolas under ldng tid (veckor till ménader) innan godkéanda
prover erhélls ar det svért att veta om effekten kommer av sjdlva spolningen eller tiden i sig.

Under workshoppen med VA-huvudménnen diskuterades den kommunikativa aspek-
ten av att VA-aktoren kan beh6va genomfora spolningar under hogférbrukning samtidigt
som resten av samhiéllet uppmanas att spara pa vatten. Langvariga och vil synliga spol-
ningar kan leda till att VA-organisationen inte upplevs som trovardigisin kommunikation
kring vattenbesparing.

3.4 Behovavgemensam standard

Workshopen inledes med en jamforelse av de olika organisationernas rutiner for kontroll

av dricksvattenkvaliteten vid ledningsarbeten. Jamforelsen sammanfattas s har:

e VA-organisationerna har idag olika provtagningsrutiner for kontroll av dricksvatten-
kvalitet vid ledningsarbeten.
Endast en av organisationerna angav att de har krav pa analys av 7-dygnsprov.
Flera av organisationerna har tidigare inkluderat analys av 7-dygnsprov.

e Alla organisationer kravde tvé pd varandra godkinda 3-dygnsprov, antingen med en
eller tvd dagars mellanrum.

e Vissaavhuvudméannen har dven infort krav pa polypiggning (rengoringsmetod) innan
driftsdttning av ledning, vilket upplevts ha lett till att tiden innan godkénda prover
erhalls forkortats, sarskilt for stora ledningar.

SNABBARE ANALYSMETODER - FINNS DET NAGOT ATT VINNA VID LEDNINGSARBETEN?

17



Inom gruppen uttrycktes ett behov av gemensamma branschstandarder for provtagning
och for dtgirder ndr provresultaten inte dr godkdnda. Ett konkret atgardspaket bero-
ende pa vilken parameter som Gverskrider gransvardet hade underlittat efterarbetet.
Tva exempel pa aspekter som hade underlittats av standardisering och som ndmndes
under workshopen:

e Hanteringavreferensprov. Sarskilt viktigt i projekt darledning forlaggsiflera etapper.
e Situationen med godkanda prover som sedan efterfoljs av ett prov som ar TMA. Ska

ledningsarbetet betraktas som inkopplingsbart eller inte?

En gemensam standard skulle enligt VA-huvudminnen ocksé vara positiv vid kontakten
med entreprendrer. Detta skulle siarskilt underldtta nir entreprenorer har 6nskemél om
ett annat provtagningsférfarande 4n VA-organisationen. Vid intervjuerna med entre-
prenorerna framgick att bestillare staller olika krav. Exempelvis varierar det huruvida
7-dygnsprover inkluderas eller ej. Vissa bestillare tar sjdlva prover och vissa bestillare
vill att entreprendren ansvarar for provtagning. Aven tiden mellan tva p& varandra fol-
jande prover samt utformning av den praktiska provtagningen varierar. Ofta forekom-
mer krav pa spol- och provtagningsplan som godkénts av bestéillaren. Det framkom
under intervjuerna att mindre bestéllarorganisationer ofta stiller lagre krav.

En svérighet som lyftes av entreprendrerna ar att de generellt upplevde det som
problematiskt att halla en god hygien i provtagningssituationen. Forutsattningar vid
olika provpunkter varierar kraftigt och paverkas avvader och forutsattningarischakten.
Ibland upplevs att tillrdcklig kunskap hos medarbetarna om hur provtagning ska gé till
saknas, vilket kan paverka hur provpunkten utformas och dirmed paverka provresul-
tatet. En kontinuerlig provtagning eller snittprov uppfattas som mer riattvisande an
dagens punktprov.

En tydlig standard for hur arbete, spolning och provtagning ska gé till skulle, enligt de
intervjuade entreprenorerna underlitta avsevart i entreprenaderna och underlatta mer
dn snabbare analysresultat. Det skulle &ven gora spolnings- och provtagningsmomentet
mer forutsdgbart och lattare att prissatta.

SNABBARE ANALYSMETODER - FINNS DET NAGOT ATT VINNA VID LEDNINGSARBETEN?

18



4 Fallstudier: 3-dygnsprov (HPC)
och flodescytometri

I det genomforda SVU-projektet ville vi utmana dagens metod for analys av odlingsbara
mikroorganismer — 3 dygnsanalys (HPC) — genom att dven utfora analyser med en ny
metod — flodescytometri (FCM). Avsikten var att jaimfora de faktiska analysresultaten
frdn debada metoderna men ocksa att tareda pd om FCM-onlinemétning uteifélt skulle
vara praktiskt genomforbart.

I projektet jamfordes resultat fran 3-dygnsanalys (HPC) och analys med flodescyt-
ometri (FCM) vid fyra ledningsarbeten. Fallstudierna utgjordes av tva nyanlaggningar
(Rabylund och Torna Héllestad) samt tvé lackor (Teckomatorp och Nevishog).

I detta kapitel beskrivs metod och resultat for de fyra fallstudierna f6ljt av en samman-

fattning av de viktigaste resultaten. Avsnittet for respektive fallstudie ar uppdelat i tva

huvuddelar:

1. Beskrivning av fallstudie — Ger en forstaelse for hdandelsen, provtagningen och de
analyser som genomforts.

2. Resultat — Presentation och kortfattad analys av resultat.

Var utviardering av onlinebaserad FCM som metod ute i félt aterfinns i rapportens dis-
kussionsdel i kapitel 5.

Fallstudierna representerar verkliga ledningsnitshindelser med olika forutsatt-
ningar. Urvalet av nyanlaggningar baserades pé vilka ledningsarbeten som skedde inom
VA SYD under projektets period for datainsamling (var till host 2021). Dartill hade
projektet sedan tidigare tillgang till data fran tva storre lickor som skedde under 2020.

Vattenproven togs under spolning f6r samtliga fyra fallstudier. FCM-analysen utfor-
des online och/eller manuellt. For samtliga fallstudier anviandes minst en provpunkt
och en referenspunkt. Provpunkten valdes sé att den lag i flodesriktningen efter led-
ningsarbetet och referenspunkten valdes for att representera en punkt i ledningen som
iteorin borvara opaverkad avledningsnétsarbetet. Provtagningar och analyser utférdes
av intern personal.

Vilka analyser som utforts vid respektive fallstudie samt vilka resultat som inkluderas
i denna rapport presenteras i Tabell 4.1. Olika gater anvidndes vid analys av data fran
FCM for att f TCC, ICC, Bray-Curtis olikhetsvirde, andel HNA och LNA-celler och
bakgrundspartiklar. For information om hur data frdn FCM analyserats hanvisas till
examensarbetet som genomforts som en del av SVU-projektet (Zamore, 2010).

Fallstudie Typav 3-dygnsprov Manuell FCM Online FCM
handelse Odlingsbara Totalt antal celler Totalt antal

mikroorganismer (TCC)+Totaltantal celler(TCC)
intakta celler (ICC)

Tabell 4.1

Analysmetoder som anvants
for fallstudierna.

Online FCM Bray-Curtis
olikhetsvarde HNA/LNA-
celler, bakgrundspartiklar

Rabylund Nyanliggning X X X

Torna Hallestad Nyanlaggning X

Nevishog Lacka X X*

Teckomatorp Lacka X X

*ICC analyserades inte i Nevishog.

SAKRA OCH SNABBA LEDNINGSNATSARBETEN
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4.1 Fallstudie 1: Rabylund (nyanlaggning)
Den forsta nyanldggning bland véra fallstudier utgors av Rdbylund, Lund.

411 Beskrivning av fallstudie Rabylund
I Rébylund i utkanten av Lund anlades en dricksvattenledning till ett nybyggt omréade
under hosten 2021. Ledningen var en PE-ledning med dimension 200 mm. Under spol-
perioden utfordes analys med manuell och onlinebaserad FCM samt 3-dygnsanalyser.
Utover provpunkten anvidndes tvd referenspunkter, Referenspunkt R1 och
Referenspunkt R2 (se schematisk bild i Figur 4.1). Analyser med online FCM utférdes
med 2,5 och 6 timmars intervall vid Provpunkt R1 respektive Referenspunkt R2. Den
valda frekvensen var en avvigning mellan 6nskan att f4 data frain manga tillfdllen och
kostnad, dar det ansags mer viardefullt att f4 data fran ménga tidpunkter vid Provpunkt
R1 &n vid Referenspunkt R2. Analys med onlinebaserad FCM skedde under perioden
30 augusti till 24 september 2021. Alla parametrar som kriavde manuell provtagning
analyserades en gang per arbetsdag mellan 30 augusti och 19 september 2021.

FALLSTUDIER: 3-DYGNSPROV (HPC) OCH FLODESCYTOMETRI

Figur 4.

Schematisk bild 6ver
prov- och referenspunkter i
Rabylund.

Figur4.2

Anordning fér online
FCM-analys vid provpunkt
R1i Rabylund. P4 bilden
visas en inkopplad
Bactosense onlinebaserad
flédescytombeter (bNovate
technologies). Foto: VA SYD
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Provpunkt R1. En onlinebaserad flodescytometer placerades i en trdlada inom arbets-
omradet (Figur 4.2). Dricksvatten leddes till 1ddan genom en ca 10 m ling slang (som
griavdes ner cirka 1 m under marken med anledning av byggtrafik i omradet). Darefter
leddes vattnet genom en slang till instrumentet.

Prover for manuell analys togs vid en punkt innan den nergriavda slangen varje arbets-
dag. Online-analys med flodescytometer utfordes med 2,5 timmars intervall.

Dessvirre saknas data for perioden 13—17 september pé grund av att stromforsorj-
ningen till instrumentet oavsiktligt hade stangts av

Referenspunkt R1. Referenspunkten (brandpost) som anvindesiledningsnitsprojektet
anvindes ocksa som Referenspunkt R1 i SVU-projektet. Brandposten fanns utanfor
inhédgnat arbetsomréde och placering av en onlinebaserad flodescytometer vid refe-
renspunkten var darfor inte majlig hansyn taget till risken for stold eller sabotage av
instrumentet. Utéver 3-dygnsprov analyserades darfor prover frin denna provpunkt
endast med manuell FCM (4 provtagningstillfillen).

Referenspunkt R2. For Referenspunkt R2 anvindes vatten fran kokskranen i en arbets-
bod. Till boden leddes vattnet genom en 10 m lang svart provisorisk PE-ledning ovan
mark (Figur 4.3), forutsattningar som dessvarre medforde uppvarmning av dricksvattnet
innan det nadde boden. Detta gjorde egentligen punkten mindre lamplig som referens-
punkt, men punkten valdes dnda i syfte att kunna placera ett onlineinstrument fore
den nya ledningen. Prover togs med onlinebaserad FCM med sex timmars intervall.
Manuella prover togs fran utgdende vatten fran det onlinebaserade FCM-instrumentet
vid fyra tillfallen.

Figur4.3

Anordning for FCM-analys
vid referenspunkt R2
Rabylund. Pa bilden visas
en inkopplad Bactosense
onlinebaserad FCM
(bNovate technologies).
Foto: VASYD
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41.2 Resultat Rabylund

I det har avsnittet presenteras en sammanfattning av resultat frin méatningar vid led-
ningsnitsarbetet i Rabylund f6ljt av figurer med data. Data fran onlinebaserad FCM
saknas vid Provpunkt R1 mellan dag 13 och 18 pé grund av att vattenflodet till instrumen-
tet stangdes av dag 13 vilket upptécktes forst dag 18. Nar flodet till onlinebaserad FCM
vid provpunkten startats igen var varden for TCC initialt forhojda. De forhéjda vardena
antogs bero pa stillastdende vatten i maskinen och togs dirfor bort vid datahantering.

Odlingsbara mikroorganismer (Figur 4.4)

Vid provpunkt R1 var odlingsbara mikroorganismer huvudsakligen 6ver gréansen for
TMA frén och med dag tre fram till dag 16, dock med en instabil nedatgdende trend
fran dag fyra till dag 18.

Vid provpunkt R1 var odlingsbara mikroorganismer under gransen for TMA dag 16
till 18 for att sedan efterf6ljas av ett forhojt varde pa 220 CFU/ml dag 21. Vid denna
tidpunkt var ledningen godkénd for pakoppling eftersom tva pa varandra foljande
3-dygnsprov erhéllits, och i vanliga fall hade provtagningen avslutat.

Under hela provperioden var odlingsbara mikroorganismer farre och visade pa mer
stabila virden vid béda referenspunkterna &n vid Provpunkt R1. Detta tyder pa att
ledningsnétsarbetet har paverkat antalet odlingsbara mikroorganismer.

TCC (Figur 4.5 och Figur 4.6)

Genomgéende var TCC hogre vid Provpunkt R1 dn vid Referenspunkt R2 bade utifran
manuell och onlinebaserad FCM, vilket tyder pa att ledningsnétsarbetet har paverkat
TCC vid Provpunkt R1.

Under den period d& prover togs vid bade Referenspunkt R2 och Provpunkt R1 féljde
TCC generellt samma trender utifrdn bade manuell métning och onlinemétning.
Bade utifran mitning med manuell och onlinebaserad FCM 6kade TCC vid Provpunkt
Ri1under dag nio. Samtidigt 6kade TCC vid Referenspunkt R2 enligt mitningar med
onlinebaserad FCM, men inget manuellt prov togs under den dagen. Att 6kningen
dven visades vid Referenspunkt R2 tyder pa att 6kningen inte orsakats av lednings-
nitsarbetet. Detta dr information som inte gar att utldsa frin de manuella métning-
arna pa grund av att data saknas vid Referenspunkt R2 vid dag nio. Detta visar pa en
fordel med onlinebaserad FCM i jaimforelse med manuell FCM.

Efter dag nio minskade TCC vid bade Referenspunkt R2 och Provpunkt R2. Vid nésta
matning med manuell FCM, dag tio, var TCC tillbaka till virden liknande innan dag
nio. Utifrdn méatningar med onlinebaserad FCM gér det att utldsa att TCC redan
inom 10 timmar var tillbaka till varden liknande innan 6kningen vid bade prov- och
referenspunkten.

Jamférelse odlingsbara mikroorganismer (Figur 4.4) och TCC
(Figur 4.5 och Figur 4.6)

Under fallstudien Rabylund framgick ingen tydlig korrelation mellan odlingsbara

mikroorganismer och TCC:

- Mellan dag ett och tva 6kade odlingsbara mikroorganismer fran 16 till 739 CFU/
ml samtidigt som TCC minskade med cirka 12 % fran 197 000 till 174 000 celler/
ml vid Provpunkt R1 baserat pa resultat frdn manuell FCM.

- Mellan dag sju och nio detekterades en 6kning av TCC pa 28 % med manuell FCM
vid Provpunkt R1, samtidigt som odlingsbara mikroorganismer 6kade med cirka
240 %.

- Mellan dag 18 och 21 detekterades stabila virden for TCC med manuell FCM vid
Provpunkt R1, samtidigt som odlingsbara mikroorganismer 6kade med 6ver 400
% fran 53 CFU/ml dag 18 till 220 CFU/ml dag 21.

FALLSTUDIER: 3-DYGNSPROV (HPC) OCH FLODESCYTOMETRI
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Figur4.4

Odlingsbara
mikroorganismer vid
nyanlaggningen i Rabylund.

Figur4.5

TCC fran analys med
manuell FCM efter ny-
anldggning i Rabylund.

Figur 4.6

TCC fran analys med
onlinebaserad FCM efter
nyanlaggning i Rabylund.
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4.2 Fallstudie 2: Torna Hallestad (nyanliaggning)

Den andra nyanldggningen bland véara fallstudier utgors av Torna Hallestad, Lunds
kommun.

4.21 Beskrivning av fallstudie Torna Hillestad

I Torna Hillestad anlades nya dricksvattenledningar i ett nybyggt omrade under viren
2021, se schematisk bild i Figur 4.7. Den nyanlagda ledning som valdes ut i studien var
en PE-ledning med en diameter 160 mm. Lingden pé ledningen var cirka 175 m. Analyser
utfordes med manuell FCM samt 3-dygnsprov (HPC) med tva till sex dagars mellanrum.
Provperioden var 23 mars till 16 april 2021.

Figur4.7

Schematisk bild éver prov-
och referenspunkt i Torna
Hallestad.

Provpunkt TH. Provpunkten var placerad i slutet av den nya ledningen. Den nyanlagda
ledningen distribuerade endast vatten till en gata. Detta gor att &ven smé forandringar i
vattenforbrukningen kan ha stor paverkan pé flédet i ledningen. Alla prover togs under
ordinarie arbetstid men exakt tidpunkt f6r provtagning varierade mellan dagarna.

Referenspunkt TH. En narliggande ledning med diametern 80 mm anviandes som refe-
renspunkt. Provet togs i en brandpost.

4.2.2 Resultat TornaHallestad
I det hir avsnittet presenteras en sammanfattning av resultat frin matningar vid led-
ningsnitsarbetet i Rabylund f6ljt av figurer med data.

Odlingsbara mikroorganismer (Figur 4.8)

e Efter att godkidnda 3-dygnsprov erhallits vid Provpunkt TH fram till dag 14 visade
detre sista proverna pad TMA for odlingsbara mikroorganismer. Eftersom tva pa var-
andra foljande prover redan erhéllits for Provpunkt TH cirka tva veckor tidigare var
ledningen redan inkopplad och levererade dricksvatten till kunderna nir proverna
visade TMA.

e (Odlingsbara mikroorganismer vid Referenspunkt TH var stabila genom hela provpe-
rioden. Detta tyder pé att den 6kning av odlingsbara som skedde mellan dag 17 och
20 kan ha berott pa ledningsnitsarbetet.

e Darundmatning skulle kunna ske vid Provpunkt TH (Figur 4.8) efter idrifttagande
av den nya ledningen gar det inte att utesluta att en forandring i flodesriktning kan
ha paverkat antalet mikroorganismer.
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TCC (Figur 4.9)

Under provperioden varierade TCC mellan 370 000 celler/ml och 740 000 cel-
ler/ml vid Provpunkt TH och mellan 370 000 celler/ml och 520 000 celler/ml vid
Referenspunkt TH.

e TCC okade vid Provpunkt TH mellan varje provtillfille fran dag fyra till dag 20.
e Samtidigt som 6kningen av TCC vid Provpunkt TH mellan dag 14 och 20 skedde en

minskning av TCC vid Referenspunkt TH vilket skulle kunna betyda att 6kningen
vid Provpunkt TH orsakats avledningsarbetet.

ICC (Figur 4.10)

Fran och med dag 11 foljde ICCliknande trend vid Provpunkt TH och Referenspunkt
TH.

Genom hela provperioden var andelen ICC relativt stabil bdde vid Provpunkt TH och
Referenspunkt TH och varierade mellan omkring 50 % till 60 %.

Jamfdrelse odlingsbara mikroorganismer (Figur 4.8), TCC (Figur 4.9) och ICC
(Figur 4.10)

Vid Provpunkt TH gavs stabila varden for bade antal odlingsbara mikroorganismer
och TCCiborjan av provperioden f6ljt aven 6kning mellan dag 14 och 20. Storleken pa
okningen skiljde sig mellan odlingsbara mikroorganismer och TCC dir den procen-
tuella forandringen av antal odlingsbara mikroorganismer var cirka 1600 % medan
TCC 6kade med cirka 40 %. Samtidig sjonk andel ICCi provpunkten frén 55 % dag 13
till 47 % dag 20. Sammantaget tyder dessa forandringar pa en foréandring i bakteriell
sammansittning som kan ha paverkat tillvaxt av mikroorganismer.

Samtidigt som odlingsbara mikroorganismer och TCC minskade mellan dag 20 och
22 Gkade andelen ICC frin 47 % till 59 %. Denna forindring i bade bakteriell halt
och sammansattning tyder pa att ett skifte i floran och tillvaxt kan ha skett, eller att
driftférhallanden dndrats (t.ex. via rundmatning eller annan flédesidndring).

FALLSTUDIER: 3-DYGNSPROV (HPC) OCH FLODESCYTOMETRI
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Odlingsbara

mikroorganismer efter

nyanlaggning Torna-
Hallestad.
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4.3 Fallstudie 3: Teckomatorp (lacka)

Till fallstudierna raknas ocksa tvé stycken lackor pé stora 6verforingsledningar, den
forsta bendmns Teckomatorp.

4.3.3 Beskrivning av fallstudie Teckomatorp

P& hosten 2020 uppstod en ldcka pé en av Sydvattens 6verforingsledningar (Figur 4.11),
mellan orterna Vastra Str6é och Teckomatorp i Skane. Ledningen dr av fiberglas och
har en diameter pd 1000 mm. Vid stdngning av ledningen uppstod ytterligare en ldcka
vid Teckomatorp (Figur 4.12). I samband med reparationsarbetet stingdes ledningen
av mellan Referenspunkt T1 och strax efter Provpunkt T2. Denna stricka tomdes och
fylldes sedan bakifran, det vill sdga att vatten trycktes fran Provpunkt T2 i riktning mot
Referenspunkt T1. Ledningen tomdes inte helt pa vatten pa grund av hojdskillnader i
terrangen.

Under spolperioden efter utfort reparationsarbete utférdes 3-dygnsanalyser (HPC)
av dricksvatten fran tva referenspunkter och tva provpunkter. Vid en av provpunkterna
och en av referenspunkterna analyserades dven TCC med onlinebaserad FCM under
samma period (Figur 4.12). Utover TCC analyserades dven data frin onlinebaserad FCM
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Figur4.9

TCC fran analys med
manuell FCM efter
nyanlaggning i Torna-
Hallestad.

Figur 4.10

Procentuell andel intakta
celler av TCC fran analys
med FCM efter nyanlaggning
i Torna Hallestad.
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for att identifiera andelen celler med relativt stor mdngd DNA (HNA-celler). Vidare togs
Bray-Curtis olikhetsviarde for TCC-data fram for att se hur den mikrobiologiska popu-
lationen férandras 6ver tiden och hur den skiljde sig mellan prov- och referenspunkt.

Provpunkt T1. Den forsta provpunkten (Provpunkt T1) var beldgen nira lednings-
strickan dir den forsta lackan uppstod. Den valda punkten var beldgen mellan de bada
lackorna. Vid denna provpunkt togs endast 3-dygnsprov eftersom det inte var lampligt
att installera ett onlinebaserat FCM-analysinstrument pa platsen. For att fa tag pa vat-
tenprover spolades vatten upp genom en luftningsventil.

Provpunkt T2. Tryckstegringsstationen i Teckomatorp, som ir beldgen efter de bada
lackornaiflodesriktnignen, anviandes som den andra provpunkten, Provpunkt T2. Bade
analys av 3-dygnsprov och onlinebaserad FCM-analys utférdes pa denna provpunkt.
Punkten valdes eftersom det var mojligt att installera en onlinebaserad FCM pa platsen.

Referenspunkt T1. En kammare i Vastra stro, uppstroms lackorna, anviandes som refe-
renspunkt. Vid denna punkt togs 3-dygnsprover samt onlinebaserad FCM.

Referenspunkt T2. Referenspunkt 2 var beldgen innan den forsta lackan dar en luft-
ningsventil anviandes for att spola upp vattnet som skulle analyseras. Referenspunkt T2
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Figur4.11
Lackan i Teckomatorp.
Foto: Sydvatten

Figur 4.12

Schematisk bild
Over provtagning
Teckomatorplackan.
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ligger inom den del av strackan som paverkades av avstingningen. Det var inte lampligt
attinstallera ett onlinebaserat FCM-instrument p& denna plats och darfor analyserades
endast 3-dygnsprover vid denna punkt.

4.3.4 Resultat Teckomatorp

I det hir avsnittet presenteras en sammanfattning av resultat fran méatningar vid led-
ningsnéatsarbetet i Teckomatorp foljt av figurer med data. I borjan av provperioden var
véarden for TCC vid Provpunkt T1 férhgjda. De forhjda vardena antogs bero pa forhél-
landen som radde precis vid uppstart, da det vatten som fyllts pa i ledningen bakifran
spolas tillbaka (Figur 4.12), snarare 4n att ha en koppling till hur vattenkvaliteten i
ledningen paverkades av ledningsnitsarbetet och darfor plockades de initialt forhgjda
vardena bort.

Odlingsbara mikroorganismer (Figur 4.13)

e (Odlingsbara mikroorganismer var under 100 CFU/ml f6r samtliga prov- och refe-
renspunkter genom hela provperioden.

e Dag nio 6versteg odlingsbara mikroorganismer Sydvattens interna gransvirde (50
CFU/ml) vid Provpunkt T2 samt Referenspunkt T2 efter att fem respektive sju god-
kinda prover erhéllits.

e (Odlingsbara mikroorganismer vid Referenspunkt T1 var nira noll och under hela
provperioden medan varden for Referenspunkt T2 (som var lokaliserad ndrmare
lackorna) snarare foljde samma trend som de tva provpunkterna. Detta tyder p4 att
ledningsnatsarbetet paverkat antalet odlingsbara mikroorganismer bade vid prov-
punkterna och vid Referenspunkt T2, vilket inte dr forvinande med tanke pé att
Referenspunkt T2 ligger inom det omrédet som tomtsisamband med ledningsarbetet.

TCC (Figur 4.14)

e TCCvarkonstant hogre vid Provpunkt T2 dn vid Referenspunkt T1. Generellt fljde de
tvakurvorna samma trend fram till dag 16. Efter dag 16 minskade TCC vid Provpunkt
T2 medan TCC vid Referenspunkt T1 forblev stabil.

e Ettresultat som sticker ut 4r mellan dag sex och sju vid Provpunkt T2, dar varden for
TCC var instabila med varden mellan 177 000 och 209 000 celler/ml (jamfor med
TCC vid Referenspunkt T1 som under samma period varierade mellan 166 000 och
173 000 celler/ml).

Jamforelse odlingsbara mikroorganismer (Figur 4.13) och TCC (Figur 4.14)

e Resultaten visar inte pa ndgon tydlig korrelation mellan odlingsbara mikroorganis-
mer och TCC.

e Mellan dagsex och sju, da virden fér TCC var instabila vid Provpunkt T1, gick odlings-
bara mikroorganismer fran fem till sex CFU/ml. Pa samma sitt gar det inte att utldasa
ett samband mellan de férhojda vardena for odlingsbara mikroorganismer (>50 CFU/
ml) vid Provpunkt T2 utifrén TCC.
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Figur4.13

Odlingsbara
mikroorganismer efter
reparation av 1ackor vid
Teckomatorp.

Figur4.14

TCC efter reparation av
Tackor vid Teckomatorp utan
data for uppstartsperioden.

4.4 Fallstudie 4: Nevishog (lacka)

Den sista fallstudien utgjordes av en liacka pa en av de stora 6verforingsledningarna
mot Malmo, Nevishog.

4.41  Beskrivning av fallstudie Nevishog

I augusti 2020 intréffade en stor ldcka pa en 6verforingsledning i nirheten av den lilla
orten Nevishog, 1 h6jd med Staffanstorp pa vag frdn Vombverket till Malmé (Figur 4.15).
Overforingsledningeniravbetongmedendiameterpé1100mm. Efterattlickanreparerats
spoladesledningeni cirka tvd veckor. Under denna tid analyserades prover frén tva prov-
punkter och en referenspunkt (Figur 4.16). For samtliga provpunkter togs dagliga
3-dygnsprover. Fyra prover analyserades dven med en manuell flédescytometer.
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Provpunkt N1. En luftningsventil anvindes som provpunkt N1.
Provpunkt N2. Aven for provpunkt N2 anviindes en luftningsventil.

Referenspunkt N. Som referenspunkt anvéndes vatten frin en matkammare. Vattnet
togs via en provkran.

4.4.2 Resultat Nevishég

I det har avsniittet presenteras en sammanfattning av resultat fran matningar vid led-
ningsnatsarbetet i Nevishog f6ljt av figurer med data. Endast ett fatal prover i Nevishog
analyserades med FCM. Dirfor kan fé slutsatser dras om generella trender for TCC
utifran resultaten.

FALLSTUDIER: 3-DYGNSPROV (HPC) OCH FLODESCYTOMETRI

Figur4.15
Reparationsarbete efter
lacka i 6verforingsledning
fran Vombverket (Nevishog)
till Malmo. Foto: Sydvatten

Figur 4.16

Schematisk bild 6ver
prov- och referenspunkter i
Nevishog.
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Odlingsbara mikroorganismer (Figur 4.17)

Antal odlingsbara mikroorganismer visade p& under 100 CFU/ml efter dag sju for
Provpunkt N1, respektive dag 11 for Provpunkt N2. Eftersom Sydvatten anviander sig
av ett internt griansvirde pa 50 CFU/ml, var proverna inte internt godkianda forran
dag 11 for Provpunkt 1 och dag 13 for Provpunkt 2.

Vid Referenspunkt N1 var odlingsbara mikroorganismer stabila under hela provperi-
oden och var som hogst 25 CFU/ml. Vid bdda provpunkterna 6kade mikroorganismer
iborjan av provperioden till virden 6ver gransen for TMA dag tva till 11 (Provpunkt
N2) och dag tre till sju (Provpunkt N1). Detta tyder pa att ledningsnitsarbetet paver-
kat antalet odlingsbara mikroorganismer.

Vid bade provpunkt N1 och provpunkt N2 erholls tva pa varandra foljande godkanda
prover i borjan av provperioden som sedan efterfoljdes av underkénda prov.

TCC (Figur 4.18)

Vid tva tillfdllen var TCChogre vid en referenspunkt dn vid en provpunkt. Det skedde
dag sju da TCC var 379 000 och 443 000 celler/ml vid Provpunkt N2 respektive

Referenspunkt N2.

Dag sju detekterades det hogsta viardet med FCM till drygt 440 000 celler/ml i
Referenspunkt N1 och samma dag detekterades ett viarde pa kappt 380 000 celler/
ml i provpunkt N2.

Jamférelse odlingsbara mikroorganismer (Figur 4.17) och TCC (Figur 4.18)

De prover som analyserades bade med avseende pa TCC och odlingsbara mikroorga-
nismer i Nevishog visar inte pd samma sak géllande vilken av provpunkterna som har
hogst antal mikroorganismer. Exempelvis skedde en 6kning for TCC pé cirka 19 % fran
373 000 till 443 000 celler/ml mellan dag fem och sju i Referenspunkt N1 samtidigt
som odlingsbara mikroorganismer minskade med cirka 73 % frén 22 till 6 CFU/ml.

FALLSTUDIER: 3-DYGNSPROV (HPC) OCH FLODESCYTOMETRI

Figur 4.17
Odlingsbara

mikroorganismer efter
reparation av lacka vid

Nevishog.
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FALLSTUDIER: 3-DYGNSPROV (HPC) OCH FLODESCYTOMETRI

Figur4.18

TCC fran analys med
manuell FCM efter
reparation av lacka vid
Nevishog.
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5 Diskussion

I diskussionskapitlet atervinder vi till de tre fragestéllningar som ligger till grund for

SVU-projektet och den har rapporten. Fragestillningarna presenteradesidetinledande

kapitlet men repeteras nedan. Vi anvéander resultat fran workshop och intervjuer (kapitel

3) samt fallstudier (kapitel 4) for att presentera hur vi bidragit till att flytta kunskaps-

laget i de nimnda fragestallningarna. Vi redovisar ocksa véara tankar kring mojligheter

och begransningar med dagens och framtidens analysmetoder for dricksvattenkvalitet

ikontexten provtagning vid ledningsarbeten. Som sista avsnitt presenteras véra forslag

till fortsatt arbete och fortsatta studier inom omradet.

4. Vad hander med dricksvattenkvaliteten under ett ledningsarbete?

5. Finns det ndgot att vinna pd snabbare analysmetoder vid ledningsarbeten?

6. Kan flodescytometri (FCM) vara en bdttre metod dn 3-dygnsprov for att folja den
mikrobiologiska kvaliteten hos dricksvattnet vid ledningsarbeten?

Den ldsare som, utéver vad som presenteras i detta kapitel, onskar ta del av en fordjupad
analys av flodescytometridata hénvisas till Bilaga A.

5.1 Vad hander med dricksvattenkvaliteten under ett
ledningsarbete?

Nedan presenteras generella slutsatser som kan dras utifrin fallstudierna om vad som
hinder med odlingsbara mikroorganismer (mits med 3-dygnsprov) och totalt antal
bakterier (TCC, mats med FCM) under ett ledningsarbete. Det ar viktigt att komma
ihag att odlingsbara mikroorganismer och TCC endast dr tvd av ménga parametrar som
paverkar vattenkvaliteten. Resultaten frén fallstudierna ger darfor endast information
om en liten del av alla forandringar som kan ske med vattenkvaliteten under ett lednings-
arbete. Avsnittet avslutas med en diskussion om hur de mikrobiologiska processerna
ser ut under ett ledningsarbete.

5.11 Vad kan vi utldsa av 3-dygnsresultaten?

Odlingsbara mikroorganismer visar for samtliga fallstudier stabila virden for referens-
punkter medan virden for provpunkter varierar (Figur 4.4, Figur 4.8, Figur 4.13 och
Figur 4.17). Att referenspunkten genomgéende visar pa stabila virden samtidigt som
resultat frin provpunkter ofta varierar indikerar att hindelser/fordndringarilednings-
nitet paverkar antalen odlingsbara mikroorganismer och kan detekteras med 3-dygn-
sanalys. Daremot ar det svart att med hjélp av 3-dygnsanalys beskriva vad som hiander
eller vad de varierande viardena beror pa.

51.2 Vadkan viutliasaavresultat fran FCM?

For samtliga fallstudier var TCC vid provpunkten generellt hogre an vid referenspunk-
ten (Figur 4.5, Figur 4.6, Figur 4.9, Figur 4.14 och Figur 4.18). Detta tyder pa att TCC
paverkas av ledningsarbeten och FCM bor darfor kunna anviandas for att detektera
héndelseriledningsnitet, forutsatt att det finns ett referensvérde eller mitningar vid en
referenspunkt att forhélla sig till. Liksom for odlingsbara mikroorganismer &r det svart
att veta vad som hénder néar TCC férdndras savil som orsaken till &ndringen.

5.1.3 Hurserden mikrobiologiska processen ut?

En intressant fragestéllning som lyftes under workshopen med olika VA-huvudmén
(kapitel 3) ar vilket agerande som ir det ritta (inkoppling eller €j) d& ett eller flera
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godkinda vattenprov foljs av ett eller flera prov som sedan ar tjanligt med anmérkning
(TMA). En spannande tanke dr om viivanliga fall avslutar provtagningen innan vi hunnit
folja den mikrobiologiska utvecklingen? Av forklarliga skil avslutas provtagningen nar
godkinda resultat uppnéatts. Kunskap om hur vanligt det ir att gransviarden 6verskrids
efter godkdnnande och padkoppling avledningar saknas, men Skovhus et al. (2019) menar
pa att det tar upp till flera veckor innan vattenkvaliteten i en nylagd ledning ar stabil.

I véra fallstudier (kapitel 4) fortsatte provtagningen i vissa fall dven efter det
att godkidnda provresultat uppnétts och resultaten stodjer litteraturen och tillika
VA-huvudménnens erfarenhet, det vill sdga att provresultaten fortsitter att variera
dven efter det att godkénda resultat uppnatts. Med detta sagt vill vi poéngtera att de
mikrobiologiska processerna dr mer komplexa dn att de later sig beskrivas med ett visst
gransviarde som uppnaés efter en viss tid. Kanske ar det mer relevant att forhélla sig till
referensprov eller en baslinje dn forutbestimda gransvarden. Vi vill slé ett slag for att
utveckla riktlinjer kring anvindning av referensprov for att forenkla pakoppling vid
sjunkande trend snarare dn baserat pa exakta gransvarden.

Fortre avfallstudierna visade 3-dygnsprov resultatet TMA vid en tidpunkt efter att tva
pavarandra foljande godkanda prover erhéllits. I Teckomatorp, diaringa viarden 6ver 100
CFU/ml detekterades under provperioden, erholls varden 6ver Sydvattens interna grans
(50 CFU/ml) efter att tva pa varandra f6ljande godkénda prover, enligt samma gréns.

Det maximala vardet for odlingsbara mikroorganismer var hogre efter de tva nyan-
ldggningarna dn efter liickorna. Aven variationen i virden for TCC var storre efter nyan-
laggningarna dn efterlackorna. Dock skiljde sig langden pa provperioden mellan de olika
fallstudierna och maximum for béde odlingsbara mikroorganismer och TCC i Torna
Hallestad inf6ll dag 20. S& 1ange holl inte provtagningen pé vid 1ackorna i Teckomatorp
och Nevishog. Det gér inte att utesluta att hogre virden hade detekterats efter de tva
lackorna om provtagningsperioden varit lingre. Det finns dven manga andra faktorer
utover vilken typ av hiandelse som skett som paverkar de mikrobiologiska processerna,
s& som ledningsdimension och material vilket skiljde sig mellan de fyra fallstudierna.

Genom att jamfora resultat fran nya och i branschen etablerade analysmetoder upp-
star en spannande fraga — hur ska vi tolka situationen nér antal odlingsbara mikroor-
ganismer och TCC inte bada pavisar en hiindelse? Ar det en hindelse pa ledningsnitet
eller inte? Har kriavs 6kad kunskap om de mikrobiologiska processerna for att kunna
bedoma vilken eller vilka analysmetoder som ger den mest rattvisa bilden av dricksvat-
tenkvaliteten och som bor vara gillande.

5.2 Finnsdetnagotattvinna pa effektivare analysmetoder
vid ledningsarbeten?

En del av projektet har varit att samla in branschkunniga kollegors erfarenheter kring
forutsattningarna for att genomfora effektiva ledningsarbeten. Vi ville veta om snabb-
are och effektivare analysmetoder kan vara ett sitt att underlétta eller spara resurser i
ledningsarbetena, och i sa fall under vilka forutséttningar.

5.21 Hurpaverkas arbetenas tidplan av snabbare analysmetoder?

Sammanfattningsvis kan vi inte dra négra generella slutsatser kring att snabbare ana-
lysmetoder skulle effektiviseraledningsarbetena i allmanhet. Dock finns detledningsar-
beten som planeras utefter sarskilt kritiska resursramar (exempelvis genomfors under
stor tidspress) dar bedomningen &r att snabbare analysmetoder skulle medverka till
att arbetena kan genomforas enligt plan. Bland dessa finns situationer kopplade till
spolningen, antingen pa grund av begransad spolkapacitet (hydrauliskt, vid spolning
av stora ledningar eller begrinsad vattentillgang) eller till svarigheter att avleda spol-
vatten. Situationerna kunde ocksé vara relaterade till projekt dar det snabbt uppstér eller
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riskerar att uppsté problematiska effekter om entreprenaden star stilla (avsnitt 3.2). I
rapportens inledning (kapitel 1) lyfts ocksa aspekten att andra instanser i samhallet kan
ha kostnader till f6ljd avledningsnitsarbetet.

Behoven av att utveckla branschstandarder for hantering av vattenkvalitetsfragor
lyftes fram och relateras i denna rapport ocksa till behovet av att branschen forhaller sig
nyfiken, ifragasattande och aktivt undersokande till nya analysmetoder som tillgénglig-
gors branschen och marknaden.

5.2.2 Vadinnebir”effektivare” analysmetoder?

Effektivitet behover inte enbart betyda kortare svarstid pa analyserna utan effektivitet
kan dven betyda lagre kostnader och mindre arbetsinsats for provtagning och analys. I
syfte att stindigt forbattra etablerade arbetssitt kan det avdenna anledning vara intres-
sant att titta pd nya analysmetoder, &ven om kostnaderna for analyser i sig endast utgor
en mindre del av projektkostnaderna.

En annan aspekt av "effektivitet” 4r om vi undersoker och analyserar ritt saker, vil-
ket ar direkt kopplat till kirnfrdgan — har det vid arbetet skett ndgon kontaminering av
ledningen som innebar att dricksvattnet kan vara hilsofarligt att konsumera? En ana-
lysmetod bor kunna bidra till att besvara denna fraga for att den ska anses vara effektiv
att anvianda vid ledningsarbete.

Varken 3-dygnsanalys eller FCM ar bra metoder for att undersoka “hilsofara”. Da
det inte finns ndgot dokumenterat samband mellan hélsa och nidgon av metoderna ar
det svart att svara pa huruvida det ar ett problem eller inte att hoga virden f6r antingen
mikroorganismer (3-dygns) eller det totala cellantalet (med FCM) detekteras. Eftersom
oforutsedda dndringar i 3-dygnsprov i praktiken anvinds som en indikator pa att en
héndelse skett kan frigan stillas om siffran verkligen ar intressant med bakgrund av
att 3-dygnsprov kan visa pa kraftigt 6kande siffror samtidigt som det totala cellantalet
ar relativt oférandrat och vice versa. En annan fréga ar vilken funktion en indikator pa
héndelse fyller vid ett ledningsnétsarbete dar vi vet att det har skett en hindelse.

Forslag till intressanta framtida fordjupande studier 4r om det gar att pavisa (i labb-
skala ellerifalt) att exempelvis FCM-parametrarna samvarierar med pavisat halsofarliga
parametrar alternativt med indikatorparametrar (exempelvis med koliforma bakterier)
och om det finns situationer i filt som sarskilt bor beaktas.

5.3 Kanflédescytometri (FCM) vara en battre metod an
3-dygnsprov for att folja den mikrobiologiska kvaliteten
for dricksvattnet vid ledningsarbeten?

Sammanfattningsvis kan sédgas att det, utifran resultat fran fallstudierna, inte verkas
finnas nagon korrelation mellan odlingsbara mikroorganismer och TCC. Detta stods
dven av litteraturen (Siebel et al. 2008, Van Nevel et al. 2017). Ibland detekteras hoga
toppar med analys av 3-dygnsprov som inte detekteras med FCM och vice versa.

Genomgaende for alla fallstudier &r att den relativa skillnaden mellan det hégsta och
lagsta virdet var betydligt storre for antalet odlingsbara mikroorganismer an for TCC
(Tabell 5.1). Exempelvis ir skillnaden mellan hogsta viardet for odlingsbara mikroorga-
nismer och TCC i Nevishog 1750 % respektive 3 % ganger det lagsta virdet under de sju
forstadagarna av provperioden. Detta talar inte n6dvandigtvis mot ndgon av metoderna,
men det gor att tolkningen av resultat skiljer sig mellan de tvd metoderna.

Virdet pd TCC kan variera stort mellan olika dricksvatten, medan odlingsbara mik-
roorganismer oftaligger nara noll for referensprov. Att TCC kan variera mycket framgar
ijimforelsen som presenterasiTabell 5.1, ddr virdet for TCC dr cirka dubbelt s hogt nar
dricksvattnet kommer fran Vombverket 4n nir det kommer fran Ringsjoverket. Detta gor
attgransvirden inte kan anvindas pa samma sitt som for odlingsbara mikroorganismer.
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Med den kunskap som finns idag om FCM och om distributionssystemen som ingick i
fallstudierna &r det inte sjdlvklart hur resultaten fran FCM ska tolkas utifrén ett drift-
perspektiv. For att kunna dra kvalificerade slutsatser baserat pa TCC behvs mer infor-
mation om distributionssystemet och om hur TCC férvintas bete sig efter ett lednings-
nitsarbete. Ska en ledning vara godkénd nir samma virden visas i provpunkten som i
referenspunkten, nir det dr en nedtgdende trend eller d& stabila varden erhéllits 6ver
en viss tid? Mer kunskap behovs for att besvara fragan.

Fallstudie Rabylund Torna Hillestad Teckomatorp Nevishog
Odlingsbara mikroorganismer (CFU/mI) <1-750 <1-350 <1-50 10-175
TCC (Totalt antal bakterier/mi) 160000 - 375000 - 180000 - 370000 -

275000 750000 200 000* 380000
Férhallande mellan min- och maxvarde TCC 1:1,7 1:2,0 1:11 1:1,03
under provperioden
Typ av handelse Nyanlaggning Nyanlaggning Lacka Lacka
Vattenverk Ringsjoverket Vombverket Ringsjoverket Vombverket

*Viarden fran onlinebaserad FCM
Tabell 5.1

Under fallstudierna sammanfo6ll godkénda 3-dygnsprov med TCC-virden pa mellan
189 000 och 523 000 celler/ml vid samma provtillfille. Det visar pa att odlingsbara
mikroorganismer inte bor tolkas som en pélitlig indikation pa det totala antalet bakterier.
Déremot dr det majligt att odlingsbara mikroorganismer korrelerar med en delpopula-
tion som kan identifieras genom vidare analys av data frdn FCM.

Attrakt av”byta” metod frén 3-dygns till FCM later sig inte enkelt goras. Vilken metod
som ger det mest riattvisande svaret for att bast beskriva vattenkvaliteten dr daremot
en separat fraga. 3-dygnsanalys ar var vedertagna metod i branschen idag — men inget
facit. Vi kan inte jamfora en ny metod med 3-dygns och dess fasta griansviarden pa ett
adekvat satt och darfor kréavs ett annat perspektiv s som att istéllet utgé frén trender
eller basvirden for att kunna nyttja nya metoder.

5.3.1 Jamférelse mellan online eller manuell FCM

Under fallstudierna har bade online (faltbaserade) och manuella (laboratoriebaserade)
flodescytometrar anvints, varfor det dr intressant att resonera kring skillnader och moj-
ligheter mellan de béda varianterna.

Sammanfattningsvis kan sigas att onlinebaserad FCM ger storre forstaelse for vat-
tenkvaliteten. Fordelen ligger inte i analysmetoden i sig, da den ar densamma f6r béde
online och manuell mitning, utan i att onlineméatning skapar tydligare och en mer
detaljerad bild 6ver férandringarna. Onlineméatningar majliggor regelbunden och mer
frekvent provtagning, vilket 6kar chansen att fanga plotsliga och kortvariga handelser,
samtidigt som man snabbare fir en forstaelse for nar ett virde &tergatt till normalniva.
Stickprov kan leda till en missvisande tolkning av resultatet, antingen genom en Gver-
skattning eller en underskattning avdygnsmedelvardet (Besmer et al. 2016). I praktiken
kan konsekvenserna bli att provtagningsperioden drar ut pa tiden langre dn vad som
ar nodvandigt eller att pdkoppling sker for tidigt. Ett exempel pa detta skedde under
fallstudien i Rabylund dédr TCC 6kade under dag nio, bide enligt matningar med online-
baserad och manuell FCM. Utifrdn matningarna med manuell FCM togs nésta prov forst
efterfoljande dag medan prover med onlinemétning visade att TCC var tillbaka pé viarden
liknande de innan 6kningen inom 10 timmar. Dessutom togs ett prov vid Referenspunkt
R2 med onlinebaserad FCM som visade pa en 6kning av TCC. Sammantaget visade onli-
nemaitningarna att 6kningen var kortvarig och eftersom att referensen ocksé paverkats
sannolikt var orelaterad till nyanldggningsarbetet. Den manuella provtagningen kunde
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ha foranlett fordrojning av inkoppling och fler provtagningar. I denna typ av situation
skulle arbete och kostnader kopplat till en forlangd entreprenad kunna undvikas med
hjélp av onlinematning och anvandning av referensprov.

Nir det géller mojligheter for provtagningsplats stills hogre krav for onlinemétning
an for manuell provtagning, dir flera kriterier maste vara uppfyllda for att en viss plats
ska passa. Detta beror pé att instrumentet méste kunna lamnas vid provpunkten utan
uppsyn. Nedan listas ett antal kriterier som bor vara uppfyllda for en provpunkt for
onlinebaserad FCM, men sannolikt for de flesta onlinebaserade méatinstrument:
Inbrottssikert

Instrumentet ska inte paverkas av vider

Stabil temperatur som inte ar for 1ag eller hog

Flodet till instrumentet ska kunna anpassas

Stromforsorjning finns

En 16sning for avlopp finns

En kommunikationslésning om instrumentet ska kunna skicka data

Var slutsats fran instrumentuppstéllningen i Rdbylund ar att ovanstéende kriterier ar
svéra att uppfylla och att metodiken att undersoka ett ledningsarbete genom att laimna
onlineinstrument ute i falt under flera dagar inte ar en framkomlig vag. Det vill sdga —
metoden lampar sig vil for att i forsknings- eller utvecklingssyfte lara mer om de mik-
robiologiska processerna men kommer att vara mycket svar att skala upp for att utgora
ordinarie provtagning vid ledningsarbete.

5.3.2 Attetableraennymetodibranschen

Manga av de utmaningar som kommer med att implementera FCM som analysmetod
inom en organisation ir kopplade till det faktum att det 4r en ny metod i branschen
och att kompetens, standarder och riktlinjer saknas. Den startstricka som krivs innan
metoden kan anvéndas bor véagas in vid resursplanering infor implementering av FCM,
eller andra alternativa (online)instrument for dricksvattenkvalitetsovervakning. For att
kunna forsté och tolka resultat frin FCM kréavs stor kunskap kring dricksvattenkvalite-
teniens eget VA-system. Detta eftersom vad som dr normala varden skiljer sig kraftigt
mellan olika dricksvatten samt mellan olika anldggningsdelar i distributionssystemet.
Potentiellt hade forstéelsen for hur resultat fran FCM ska tolkas kunnat 6ka med hjalp
avmodeller som kan lainka FCM till andra parametrar sa som exempelvis flodesriktning
och vattenalder.

5.4 Forslag till fortsatt arbete

Under projektets gang har vi fatt en inblick i de mikrobiologiska processerna som ager

rum vid ledningsarbeten. Samtidigt har manga nya fragestallningar och idéer vickts

under arbetet. Var forhoppning dr att rapporten kommer inspirera till nya projekt och

fortsatta studier inom dmnet. Nedan presenteras ett antal forslag pa fragestallningar

och uppslag for fortsatta studier.

e Foljaledningsarbeten dven under en lingre tid efter inkoppling. Hur ser det ut veckor
eller manader efter inkoppling?

e Hur paverkar biofilm och dess etablering stabiliteten av vattenkvalitet i en nyanlagd
ledning?

e Paverkar olika driftparametrar (exempelvis diameter och ledningsmaterial) tiden
det tar innan en ledning kan kopplas in?
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Vilken effekt har spolning pa mikrobiologin i en ledning? Vilka &r de optimala f6r-
utsattningarna for effektiv spolning? Hade spolning kunnat ersattas med piggning
eller annan metod for rengoring?

Gardet att anvinda FCM for att se samband mellan FCM-data och pavisat hilsofarliga
parametrar eller indikatorparametrar (exempelvis koliforma bakterier)?

Kan mjukvara utvecklas for att underlétta analys av FCM-data?

Gér det att pavisa (i labbskala eller i falt) att exempelvis FCM-parametrarna sam-
varierar med pévisat hilsofarliga parametrar alternativt med indikatorparametrar
(exempelvis med koliforma bakterier)?

Ska en ledning vara godkidnd nir samma vérden visas i provpunkten som i referens-
punkten, nar det ar en nedatgdende trend eller da stabila viarden erhéllits Gver en
viss tid?

Hur kan FCM utvecklas mot en mer robust metod som ar mer lamplig att anvandas
ifalt?
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6 Slutsatser

Nedan presenteras de viktigaste slutsatserna utifrén de tre fragestéllningar som lag till
grund fér SVU-projektet.

Vad hinder med dricksvattenkvaliteten under ett ledningsnitsarbete?

Bade total antalet bakterier (TCC, mats med FCM) och odlingsbara mikroorganismer
(mits med 3-dygnsprov) paverkas avledningsarbeten. Vikan se att ndgonting hdnder
men inte vad det beror pa.

Vid flertalet fallstudier erholls prover som var tjanligt med anmérkning efter det att
tva pa varandra foljande prov godkints. Med detta sagt vill vi podngtera att de mik-
robiologiska processerna dr mer komplexa an att de later sig beskrivas med ett visst
gransviarde som uppnas efter en viss tid. Kanske ar det mer relevant att forhélla sig
till referensprov eller en baslinje dn forutbestimda gréansvarden. Vivill sl ett slag for
att utveckla riktlinjer kring anvéndning av referensprov for att forenkla pakoppling
vid sjunkande trend snarare dn baserat pa exakta gransvarden.

Finns det ndgot att vinna pé effektivare analysmetoder vid ledningsarbeten?

Baserat pa fallstudier, workshops och intervjuer kan fa generella slutsatser dras kring
huruvida snabbare analysmetoder skulle effektiviseraledningsarbetenaiallméinhet.
Dock finns det ledningsarbeten som planeras utefter sirskilt kritiska resursramar
(exempelvis under stor tidspress) dar bedomningen ar att snabbare analysmetoder
skulle kunna medverka till att arbetena kan genomforas enligt plan.

Kan FCM vara en battre metod 4n 3-dygnsprov for att félja den mikrobiologiska
kvaliteten for dricksvattnet vid ledningsarbeten?

Odlingsbara mikroorganismer och TCC paverkades inte avsamma héndelser. Detta

betyder att:

- FCM darfor inte kan direkt erséatta 3-dygnsprov om det ar odlingsbara mikroor-
ganismer som ska matas.

- Antalet odlingsbara mikroorganismerinte dr en bra indikation pa det totala antalet
mikroorganismer.

Det dr ofta svart att hitta tillrackligt bra provpunkter for att onlinebaserad FCM ska

kunna anvindas vid ledningsnéatsarbeten.

FCM har stor potential som metod for att 6ka kunskapen kring biologiska processer

under ledningsarbeten men dven i ledningsnitet generellt. Det finns dven stora maj-

ligheter att utveckla metoden for kvalitetsovervakning av dricksvatten.
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Bilaga A — Fordjupad analys av data
fran FCM

I denna bilaga presenteras fordjupade resultat fran analys av data frén FCM.

Antal intakta celler (ICC)

Torna Hallestad var den enda fallstudien dar antalet intakta celler/ml, ICC, berdkna-
des. Under provperioden f6ljde ICC generellt samma trender som TCC (Figur 4.9) och
odlingsbara mikroorganismer (Figur 4.8) &ven om ICC var omkring hélften sd hogt som
TCC. Under dag 20, dir 6kning i bide odlingsbara mikroorganismer och TCC detekte-
rades, detekteras ocksa en 6kning i antal ICC (Figur A.1).

Tittar man endast pa antalet ICC si ar de inledningsvis relativt jamna och stabila,
for att sedan avvika mot varandra fran dag 14—20, da ICC i Referenspunkt TH minskar
fran cirka 275 o0oo till cirka 195 000, samtidigt som ICCi Provpunkt TH 6kar fran cirka
275 000 till cirka 350 000 under samma period (Figu). I detta fall ger ICC en liknande
bild som TCC.

Bade ICC och odlingsbara mikroorganismer inkluderar endast levande organismer
dir odlingsbara mikroorganismer &r en delpopulation av ICC. Givet att andelen ICC/
TCC varierar dr ICC mer lamplig for att folja tillvaxt eller andra fordndringar i antalet
totala levande mikroorganismer i ett vattenprov.

HNA/LNA-andel och Bray-Curtis olikhetsvirde

Andel HNA/LNA-celler samt Bray-Curtis olikhetsvirde ar tva olika fordjupade metoder
for analys av sammanséttningen av bakterierna detekterade med FCM, vilka anvindes
ifallet Teckomatorp. Bade Bray-Curtis olikhetsvirde (Figur A.2) och andel HNA/LNA-
celler (Figur A.3) vid Provpunkt T2 och Referenspunkt T11i fallstudien frdn Teckomatorp
visar generellt pa stabila virden under provperioden. Mellan dag sex och sju skedde en
6kning for bdda parametrarna. TCC visade de mest instabila virdena under ett dygn
mellan dag sex och sju. Samtidigt minskade odlingsbara mikroorganismer frin 36 till
18 CFU/ml vilket relativt till variationer under provperioden &r en liten minskning. Det
ar majligt att odlingsbara mikroorganismer var instabila mellan dag sex och sju men att
detta inte uppticktes da att endast ett manuellt prov togs dagligen.
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Under den sista delen av provperioden da TCC vid Provpunkt T2 borjar ndrma sig TCC
vid Referenspunkt T1 sker samma sak for Bray-Curtis olikhetsviarde. Att Bray-Curtis
olikhetsvirde vid provpunkten narmar sig samma varden som vid referenspunkten
skulle kunna tyda pa att den mikrobiologiska sammansattningen i biofilmen haller pa
att stabiliseras och homogeniseras i ledningen.

Samtidigt som 6kningen av odlingsbara mikroorganismer mellan dag atta och nio
skedde (Figur 4.13) var viarden for Bray-Curtis olikhetsviarde samt andel HNA/LNA-
celler stabila. Att indringariodlingsbara mikroorganismer inte visasiandel HNA/LNA-
celler och Bray-Curtis olikhetsvirde ar inte konstigt, da odlingsbara mikroorganismer
endast star for en liten andel av det totala antalet celler. For att fa storre forstaelse for
hur bakteriesammansittningen i ett vattenprov dndras kan andel HNA/LNA-celler samt
Bray-Curtis olikhetsvirde for resultat frin FCM anvéndas.

Bakgrundspartiklar

Det ar mojligt att 4ndra gating for att titta endast pa sammansittningen och antalet
av partiklar som ej klassificeras som bakterier, kallat bakgrundspartiklar (Figur A.4).
Detta kan ge insikt angdende hiandelser i nitet som beror pa driftforhallanden snarare
an mikrobiologisk tillvaxt i ledningen. I detta fall, nir man tittar enbart pa partiklar i
FCM-data kan man utldsa att under perioden som avviker i Bray-Curtis och andel HNA/
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FigurA.2

Bray-Curtis olikhetsvarde
under ledningsarbete vid
Teckomatorp.

FigurA.3

Andel HNA-celler
underledningsarbete i
Teckomatorp.
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LNA-celler mellan dag atta och nio var dven bakrundspartiklarna forhéjda. Detta kan
indikera att ndgot har hint som inte ar direkt kopplat till tillvixt, sd som att ledningen
paverkats av tryck- eller flodesandringar.
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FigurA.4

Bakgrundspartiklar
under ledningsarbete i
Teckomatorp.
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Bilaga B — Datahantering och analys

Denna bilaga utgar frdn Mans Zamores examensarbete Exploring Flow Cytometry for
Monitoring of Microbial Water Quality During Maintenance of Drinking Water Pipes
som utférdes inom ramen for SVU-projektet under varen 2021.

Med flodescytometri mits fluorescensen for varje partikel med flera detektorer, vilket
resulterariatt stora datamingder genereras. Denna data kraver bearbetning for att kunna
tolkas, vilket stiller vissa krav pa anvindaren. I det hér avsnittet beskrivs metod for data-
hantering och analys av data fran fallstudierna som presenteras i kapitel 3.1.

De metoder som tillimpats for att analysera data ar nya for analys av dricksvatten. For
analys av data har det statistiska programmeringsspraket R (version 4.0.4) anvints (R
Core Team 2021). Metoden kan delas upp i fyra huvudsteg: Inldsning och férbehandling
av FCS-filer, gating, fingeravtryck och cellrikning. Dessa beskrivs 6versiktligt i avsnitten
3.2.1till 3.2.3.

Inlasning och forbehandling av FCS-filer

Flodescytometrifiler av standardformatet Flow Cytometric Standard (.fcs) lastes in med
paketet flowCore version 2.3.2 (Ellis et al. 2021). Data renades fran anomalivirden som
kunde hirledas till instrumentvariationer (sa som stabilitet i flodeshastighet eller signal6-
verforing) med flowAI-paketet version 1.20.1 (Monaco et al. 2016). Radata beholls dock for
cellrdkning, vilket reckommenderas av Rubbens och Props (2021). Transformation av data
utfordes med arcus sinus hyperbolicus-funktionen, som till skillnad frén den traditionellt
anvanda logaritmiska transformationen dven kan transformera negativa varden.

Gating

Den data som genereras av FCM innehaller alla partiklar som mits, vilket dven inkluderar
partiklar som inte &r celler. Darfor krévs viss handpélaggning for att f4 information kring
det totala antalet celler i provet. Detta gors genom gating, dér data delas upp baserat pa
matvarden fran fluorescensdetektorerna.

For data frén fallstudierna anvédndes gating for att exkludera elektroniskt brus samt
for att sarskilja partiklar fran celler med flowCore-paketet. Gatingstrategin baserades pa
Eawag-metoden (Gatza et al., 2013). For visualisering samt animation av data anviandes
paket flowViz (Ellis et al. 2020) respektive animation (Xie, 2013).

Fingeravtryck

Avancerade metoder for att berdkna flodescytometriska fingeravtryck tillimpades med
funktioner fran paketet Phenoflow (Props et al. 2018). Fingeravtryck genererades genom
attlagga ett rutnit av 256 rutor 6ver datan och darefter rakna antalet cellerivarje liten ruta.
Darefter tillampades normering till det lagsta antalet celler, for att bortse fran variation
som beror pa antalet celler. Bray-Curtis olikhetsvirden berdknades med paketet vegan
(Oksanen et al. 2020), med samma metod som Favere et al. (2020). Fingeravtrycken hari
projektet visualiserats med hjalp av PCoA- samt Bray Curtis olikhetsvarden-figurer.

Cellrakning

Cellrakning genomfordes med hjilp av paketet flowCore. Rikning genomférdes i olika
gater, namligen gater motsvarande totalantal celler (i prover infargade med endast SYBR
green), intakta celler (i prover dven infargade med PI), bakgrundspartiklar (omrédet ovan-
for cellgaten), samt HNA- och LNA-celler (dar cellgaten delades upp i tva gater for att
sdrskilja mellan bakterier med mycket respektive lite DNA).
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