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DNA-sekvensering

Kartlegge det mikrobielle samfunnet
» Sekvensering av genetiske markgrer (llumina MiSeq)

* Malet er a lese av organismenes genetiske kode for 3
kunne identifisere ulike grupper av mikroorganismer i en
prgve (vha. Bioinformatisk analyse)

* Signatur / fingerprint av sammensetningen av bakterier,
typisk pa slektsniva (genus)

e Kan vi si noe om smak/luktproblemet skyldes
mikrobiologisk aktivitet?

* Kan vi si noe om hvilke organismer som er ansvarlig for
problemet?

* Analysene kan gi ny informasjon om den mikrobiologiske
tilstanden i vannet, i stérre grad enn dyrkningsanalyser

MiSeq



Biofilm-monitor: PE-rgr satt inn pa vannsystemet
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Uttesting av analyse av biofilm fra biofilmmonitorer

Kartlegging av mikrobesamfunn i biofilm fra BFM i Sirdal

e Ekstra finansiering fra Norsk Vann

« Utplassering av BFM (brukte PE-rgr) pa nettpunkt med lukt/smaksproblemer
(Tonstad) og ett uten problemer (Tunga), samt pa ravannsinntaket

e Kutte av 3 rgrbiter pr. prevepunkt i 5 preveomganger

e Sekvensering av markgrgener 16S rRNA (encellede bakterier), 18S (flercellede
organismer) og ITS (spesielt for sopp)

e Oversikt over hvilke mikroorganismer om lever der og mengdeforholdet mellom dem

 Sammenligne med ATP-analyser, metall-analyser, og lukt/smak scan-analyser (MS)
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Bakterielt biofilmsamfunn
Systematikkniva Genus (slekt)

Resultater fra alle prgvepunkter
og prgveomganger

* % Relativ forekomst
* Fingerprint / mgnster

* Comamonadaceae
dominerende

e Bakterieslekt beskrevet som
vanlig i jord, vann og planter

* |kke rapportert ifm. lukt/smak

* Innblikk i naturlig utvikling av
biofilm i et vannsystem

 Forholdsvis lav
bakteriediversitet
sammenlignet med f.eks. jord
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m/LS

Other
B Actinomycetales unknown
M Rhizobiales unknown
W Sphingomonadaceae unknown
H KD8-87 unknown
B TK17 unknown
Opitutus
C111 unknown
Moraxellaceae unknown
M Alcaligenaceae unknown
M Nitrospira
B Gemmata
M Ellin6529 unknown
W Rhodocyclaceae unknown
B Pedomicrobium
M Burkholderiales unknown
M Legionella
H Limnohabitans
Rhodospirillaceae unknown
iii1-15 unknown
Perlucidibaca
B Streptophyta unknown
H Phycisphaerales unknown
 Oxalobacteraceae unknown
M Polynucleobacter
M Rhodoplanes
M Enterobacteriaceae unknown
B WPS-2 unknown
H Alphaproteobacteria unknown
H Methylophilaceae unknown
m Methylobacterium
Rhodoferax
Yersinia
M Betaproteobacteria unknown
m ACK-M1 unknown
B Candidatus Rhabdochlamydia
M Bradyrhizobiaceae unknown
M Bosea
B Pseudomonas
M Pelagibacteraceae unknown
H Coxiellaceae unknown
H Rickettsiales unknown
M Legionellales-2 unknown
H Hyphomicrobiaceae unknown
Rubrivivax
B Comamonadaceae unknown
B Sphingomonas
Unclassified



16S — utvikling av bakterielt samfunn i biofilm fra juni til januar 2019-202
Systematikkniva Genus (slekt)

Nettpunkt Tonstad
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100 % LR LES 100% e 100% OFhee

W ALY O A LR e

Relativ torekomst (% OTY)

L e e P S 8 At cothe s 48 da e

® Fhirobd ples Lrkronase
8 Sphhnmonadacns wrhrovn
DR b

8 B bl oo we
8 Serrgperorssiasss L dooem

LALLUE TR L
WAl 2 e b
WE[A-47 sranoen

L e B o) T
o =i Ve s o TE1 Loy 0% W) rero
» Opdretes y Dparsin » D nos
* C1LE wrironn C111 imtrrway L1101 usb e
Novos el s eoe urknrwn Noeresiora » sahroan Muranalaoa) arhony
A e A ey 8 Mol petacees ko L L Y PR SRR T
e | WO 8% & Nruopos ans = NToRn
LR S ¥ Usy 1 N ivTevaly
® PResss wrdaomae 0 BRCE IS Uy war SERAIS Ll nra T
B FhOMCraon ae srdromn & Fhobacyrd s e Lehron L S A T T
N @ Pedomioranasy 0% & Fecornkorohon 0% ® Pudoreict
® Burloideriy s askroees @ Surdiedceruien arbresss SR A GG s
W logdoanly 8 logisela
@ Urmiatetesm @ Lvkatary
» FhOSOA0R B m s sTA TN ¢ » Ehodege R Lrkyomn LLE TR PR T
o~ S5 urkeown [ 118 wohronas G0 1 15 0Ny
Prvlaiiddnx o Perbacidberm Pt beia
W S o U b e ¥ Specyteta srAresey ®ATupeinia ek
® sl ias wrhoes § & Ptaychipd weraben ari s - w Fhachphas s srbronn
= # Dyl r a1 eos pettomn o » Dxadozaner ocass sahsonwy E B OGN TAT AR e 254 Lo
=3 » Pdpndectara z W% 8 Fedyvar botact e S0 . Pobyax hoba i
" Hosohne e . taplarwy t L LR STTFI
® oD Te e ade L k B R ebar I w00 U YAy b = EO O S Yy
B W2 ush i 8 AV wbresee s EBAYSJ 1A fes
N W AP etirrras 0N ® Hpteprutoctis il inbowr 3 nn .'J)‘l.‘_!?"'lﬂl"'i oW
W Nt inoptdy 0on U2 8 Mt hfghiain 3o sahrcan 3 W M g e sk
» Netindobaitecian 2 ¥ Vet oo te s 3 "My G
i g Selern = v Mrohkeon
rerdna = o
W% S O S PP AN B TR0 E A = 0% & R AL OO T Yy
» A e 8 ACCALL srat e W ACK AN srhrcam
® Carbdutns Fdbaoddavnnda 8 CaraSda s Axhdoctren vl Ripmdntd
® B atntiiinaiom sebrgen 8 B hhobis s srknosn
- s & Joens
1t W P dtrens 8 PSS LS P
®ivlataa EPSRTE TN o iebiady oo LT L AT S B L L
0 COubae st wihrow -l o8 LIRS ® Lomn o vmd nrmwe
W harrsd i sihosow ® Ficiarrcabey LOdTEIAY O S b b o
10% W Lo i 2 wrhrowes 1% o lesioneties ) rkoom e v ey 2 wrd
B e oA e i ayy u HphareTdysons Gskuran L LT
Nideldem fulvie wm
M2 ar Wb (et 8 05D 6ad | VTV N N L ANCLTIREND ST I
“" L ATUL CLLIEIE S
% y ® lnousslied 0% 3 o I
R Riane | Rivang eamm | { tungests | Turmeus | Tasge sl | tungaunts | rergeues | Feretad mNs | Tonstas mi 8| Toedas oyis | Toomssd mis | rosass ne st
|
Aoy ';Ium-' .‘.‘l'a' Sepiteantsr | Moversliee @Lnun .'um: Il 2109 | Aaget Y | Septeaber | Manerlsr | Wi .-,x,-t:, WY | st JS | Seaehe Nose ot baw 20N I
| o -

| 201 W4 ™%

| | 209 | o9 | |




Tonstad — oppvekst av Sphingomonas
Systematikkniva Genus (bakterieslekt)

e Tonstad har tidligere hatt episoder med
lukt/smaksproblemer

e Spesielt i septemberprgven var det en
veldig dominans av bakterieslekten
Sphingomonas (89%).

* Sphingomonas utnytter et bredt spekter av
naturlige forbindelser som naeringskilde,
ogsa miljgforurensende stoffer.

* Bakterien har blitt brukt til bioremidering
(opprensing av miljgforurensning), og
nyere forskning viser at Sphingomonas-
arter spiller en rolle i degradering av
metallorganiske stoffer

* Hva er det som gjgr at denne bakterien
etablerer seg i Tonstad?
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Heyt niva av tungmetaller og ATP i vannprgvene fra Tonstad tatt i september!
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Diversitet bakterieslekter (16S)

Simpson's index:
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PcoA plot — Endring i slektsdiversitet mellom prgvepunkter

Bray Curtis analyse:

En statistisk analyse av endringen i
diversitet mellom prgvepunkter

Avstanden mellom punkter sier noe om
likhet/ulikhet i bakteriesamfunn mellom
prgvepunkter og pregveomganger

Juniprgvene skiller seg ut, mest ulik for
alle provepunkter, fgrste kolonisering

Ravann minst endring i bakteriesamfunn
mellom preveomganger

Tonstad mest endring i bakteriesamfunn
mellom preveomganger

Hva skiller Tonstad og Tunga?
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Oppsummering mikrobekartlegging Sirdal

Beskriver mikrobesamfunn og utvikling av biofilm i drikkevann over tid
Utplassering av BFM er en god mate a prgveta biofilm pa

Tonstad skiller seg ut, mest endring/ustabilt biofilmsamfunn sammenlignet med
ravann og Tunga

Tonstad har dominerende bakterieslekter forbundet med bioremidering og
forurensning (spesielt i septemberprgven)

Sammenheng mellom resultatene fra sekvensering, metall-analyser og ATP-analyser.

Sammenheng mellom kjemisk vannkvalitet og biofilmsamfunn!

Lukt/smaks-problemet: Resultatene tyder pa at det er noe spesielt med Tonstad-
punktet, finnes det en forurensningskilde eller er det biofilmavskalling vi ser her?
Sannsynligvis ikke mikrobene i seg selv som forarsaker problemet, de er heller en
indikator pa gunstige forhold for oppvekst (ingen smak/lukt rapportert ila. forsgket)

(3 SINTEF
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SINTEF — Team bioteknologi

Sr. Ing. Tone Haugen Dr. Tonje B Heggeset

DNA-ekstraksjon, Bioinformatikk, sekvensering,
sekvensering, ddPCR metagenomikk

Dr. Anna Lewin Dr. Gunhild Hageskal
Molekylaergenetikk, Mikrobiologi, vannkvalitet,
eDNA, metagenomikk metodeutvikling
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Teknologi for et bedre samfunn



