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• Det er stor diversitet av bakterier i råvann, og de fleste er ufarlige
• Ikke nok patogene bakterier i råvannet til å dokumentere log10-

reduksjoner
• Alternativ 1: måle på totalt antall bakterier:

Enten
• Celler som vokser
• Celler som partikler som inneholder DNA/RNA
• DNA/RNA direkte
• ATP eller andre biomolekyler produsert av bakteriene

• Alternativ 2: spike med modellorgansimer og analysere på disse
(PCR/dyrking)

• Alternativ 3: oppkonsentrering og spesifikk analyse (PCR/dyrking)
Figur laget med Biorender.com



Bakterier i drikkevannsrensing
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Hypotese 1:
Bakteriene blir enten holdt
tilbake i filteret eller slipper 
igjennom.
Metoder som kvantifiserer
levende bakterier vil være
egnet

Hypotese 2:
Bakteriene i innløp holdes
igjen, mens filterbakterier
kan slippes ut.
Metoder må skille på type 
bakterier for å dokumentere
log-reduksjon

Figurer laget med Biorender.com
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Flowcytometer

Teller partikler 
som inneholder 
DNA som bakterier

ATP Luminescens

ATP er 
energimolekylet til 
alle celler. Finnes både 
i celler og fritt i vann.  

ddPCR og Sekvensering

DNA som koder for 16s rRNA 
genet hos alle bakterier kan 
kvantifiseres med ddPCR og 
brukes til identifisering av 
bakteriene ved hjelp av 
sekvensering.

Tradisjonell kimtallsmetode påviser kun 
0,1 – 1 % av alle bakterier i prøvene. 

Figurer laget med Biorender.com

Metoder for kvantifisering 
av bakterier

Analysert hos NIVA Analysert hos SINTEFAnalysert hos SINTEF



Prinsipp for ATP analyse
• Energimolekylet for alle celler og levende organismer

• Finnes løst i vannfasen og inne i cellene

• Klarer ikke måle kun det som er i cellene, så måler totalt ATP 
og fritt ATP (etter filtrering) og beregner cellulær ATP

• Tilsetter et enzym som gir luminescens i kontakt med ATP.

• Enkel metode uten spesielle behov for annet utstyr enn 
sprøytefilter og instrument for måling av luminescens.
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https://www.creative-bioarray.com/support/atp-
cell-viability-assay.htm

https://www.creative-bioarray.com/support/atp-cell-viability-assay.htm
https://www.creative-bioarray.com/support/atp-cell-viability-assay.htm


Prinsipp for ddPCR
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http://www.bio-rad.com/en-no/applications-technologies/droplet-
digital-pcr-ddpcr-technology?ID=MDV31M4VY

• Droplet digital PCR (ddPCR) 

• Isolerer DNA fra bakteriecellene

• Identifiser og kvantifiserer et spesifikt gen som 
bare finnes hos bakterier: 16s rRNA

• Finnes hos alle bakterier, kan være flere kopier. 
Både levende og døde.

• Ved å sekvensere genet kan man identifisere 
bakteriene.

http://www.bio-rad.com/en-no/applications-technologies/droplet-digital-pcr-ddpcr-technology?ID=MDV31M4VY
http://www.bio-rad.com/en-no/applications-technologies/droplet-digital-pcr-ddpcr-technology?ID=MDV31M4VY


Flowcytometer (FCM) prinsipp
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Farger DNA i bakteriene med SYBR Green 
I som gir fluorescens.

Grønn fluorescens signal
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Ingen prøveopparbeidelse annet enn 
farging og eventuell fortynning. 

Hver bakterie sees som 
en prikk i dette plottet. 
Partikler som ikke ligner 
bakterier havner 
utenfor linjene.



Total vs intakt celletall
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Totalt celle tall (TCC)
Farger DNA i bakteriene med SYBR Green I 
som gir grønn fluorisens.

Intakt celle tall (ICC)
Farger DNA i bakteriene med SYBR Green I 
som gir grønn fluorisens, og motfarger med 
propidium jodid som gir rød fluoriscens for 
ødelagt cellemembran.

Van Nevel, S.; Koetzsch, S.; Proctor, C. R.; Besmer, 
M. D.; Prest, E. I.; Vrouwenvelder, J. S.; Knezev, A.; 
Boon, N.; Hammes, F., Flow cytometric bacterial cell
counts challenge conventional heterotrophic plate 
counts for routine microbiological drinking water 
monitoring. Water Research 2017.
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Varianter av FCM instrumenter
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Online instrument 
/automatisk for bruk 
hos vannverk. 

Lab instrument. 
Relativt enkel i bruk 
for analyse av en og 
en prøve.

Lab instrument med 
ekstra plateleser for 
analyse av opp til 96 
prøver i samme 
runde. 



Vannprøver fra hele renseprosessen
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Prøver med partikler kan gi 
forskjellige utfordringer for de 
forskjellige metodene.

Modningsvann og ut av 2- og 3M 
filter lave verdier, utfordring for 
deteksjonsgrense for FCM

Forskjellige råvann. Log-
reduksjon påvirket av 
råvannskonsentrasjon?

Arbeidet med resultater av analyser og sammenligning av metoder pågår og vil bli 
presentert i BARRiNOR rapporten i 2023. Kun noen smakebiter her.



Sammenligning av log-reduksjoner ut av filter

• Forskjell i resultat 
avhengig av 
analysemetode

• ATP viser høyest 
reduksjoner 
bortsett fra for 
ozon-biofilter-
alkalisk filter

• Stor variasjon for en 
del vannverk
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Tilgjengelighet av metoder og anvendelse for vannverk

Flowcytometer

Enkel prøveopparbeidelse, men krever 
investering i instrument hos vannverk 
eller samarbeid med 
forskningslaboratorier.
Metoden blir mer og mer utbredt i 
Europa. Anvendelse til rutine 
overvåkning, feilsøking eller 
prosessoptimalisering

ATP Luminescens

Enkel prøveopparbeidelse 
med kun sprøytefilter. 
Krever instrument for 
luminescens, men finnes i 
flere prisklasser. Finnes 
også i online versjon, tatt i 
bruk i SUV prosjektet i 
Sverige, men dårlig 
deteksjonsgrense for 
rentavnn

ddPCR og Sekvensering

Krever spesialkompetanse og utstyr 
både for prøveopparbeidelse og 
analyse. Blir mer utbredt hos 
analyselaboratorier, men samarbeid 
med forskningslaboratorier en fordel. 
Anvendelse til forskning eller 
problemløsning



SEKVENSERINGSANALYSE
Eksempler fra Barrinor/Slaminor

Gunhild Hageskal
SINTEF Bioteknologi og Nanomedisin



DNA-sekvensering
Kartlegge det bakterielle samfunnet
• Sekvensering av genetisk markør 16S rRNA (Ilumina

MiSeq), felles markør for alle bakterier

• Målet er å lese av organismenes genetiske kode for å 
kunne identifisere ulike grupper av mikroorganismer i en
prøve (vha. Bioinformatisk analyse)

• Signatur / fingerprint av sammensetningen av bakterier, 
typisk på slektsnivå (genus)

• Hvilken funksjon har det bakterielle samfunnet?

• Effekt av behandlingsprossesser på bakteriesamfunnet?

• Prøver fra 11 vannverk, 4 prøveomganger

• Totalt 253 prøver
2

Sterivex filter 
200 ml vann
Isolere DNA
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• Sammesetning av 
bakteriesamfunn på 
slektsnivå

• Relativt stabilt
bakteriesamfunn
gjennom
koagulerings-
prosessen

• Ingen store endringer
mellom
prøveomganger

• Ingen store endringer
i filteret?

VAL1 (nov. 2019) VAL2 (feb. 2020) VAL3 (juni 2020) VAL4 (sept. 2020)Sekvenserings-
resultat Valleråsen
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Nov Feb Jun Sep Nov Feb Jun Sep Nov Feb Jun Sep Nov Feb Jun Sep Nov Feb Jun Sep

Bakteriesamfunn i koaguleringsprosessen på Valleråsen VBA



Venndiagram Valleråsen

• Gir en oversikt over taksonomiske
enheter (OTU) som er felles/unike i 
de ulike prøvepunktene

• Slam har flest unike bakterier (43%)
• Slam/dekantat/råvann har flest

felles bakterier
• Slam har mange flere unike enn

råvann, tilvekst i prosessen?
• Indikasjon på at filteret har mest

betydning for utforming av 
mikrobiomet

• Modningsvannet har kun 20% unike
bakt, minst betydning for utforming
av mikrobiomet
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• Statistisk diversitetsindex 
som gir info om antall og 
forekomst av bakterier i et 
prøvepunkt

• Boksene viser variasjonen
i diversiteten mellom
prøveomganger

• Minst variasjon i diversitet
i råvann/dekantat/slam 
(stabilt samfunn?)

• Mest variasjon i diversitet i 
ut filter/modningsvann
(ustabilt samfunn?) 

Simpson's index: Diversitet bakterieslekter (16S) Valleråsen



PcoA plot – Valleråsen
Endring i slektsdiversitet mellom prøvepunkter Bray Curtis analyse: 

• En statistisk analyse av endringen i 
diversitet mellom prøvepunkter

• Avstanden mellom punkter sier noe om 
likhet/ulikhet i bakteriesamfunn mellom
prøvepunkter og prøveomganger

• Prinsipalkomponentene viser hvor langt
og i hvilken retning evolusjonen har
endret diversiteten mellom punkter

• Punkter som ligger nærme hverandre er 
mer lik i diversitet enn de som ligger langt
fra hverandre

• Råvann, slam og dekantat har mer lik
slektsdiversitet enn resten – mange 
bakterier fjernet med slammet?



Konklusjoner/teorier

• Bakteriesamfunnet er relativt stabilt gjennom koaguleringsprosessen

• Bakteriesamfunnet er relativt stabilt gjennom året

• De samme bakterieslekten går igjen, domineres av 5-6 slekter

• Slekter tilpasset næringsfattige miljø, bryter ned organisk materiale, 
nitrogenfiksering og jernreduksjon

• Det er ingen store endringer i bakteriesamfunn etter filteret, men 
sammensetningen er mest varierende etter filteret, og filteret har størst
betydning for utformingen av samfunnet
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Teknologi for et bedre samfunn
Gunhild.hageskal@sintef.no
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