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Sammendrag

Serveringssteder pafjellet benytter seg i stor grad av ikke-desinfisert drikkevann fra
egne vannkilder. Drikkevannsforskriften stiller de samme kravene til vannforsyningen i
slike virksomheter som i andre naaringsmiddelbedrifter — vannet skal vaae hygienisk

betryggende og vazre sikret mot forurensing ved to uavhengige hygieniske barrierer.

Denne rapporten baserer seg pa mikrobiologiske analyser av vannpraver innsamlet fra
32 serveringssteder i fjellomrader i Ser-Norge. Det ble samlet inn vannprever ved
sommersesongens begynnelse og slutt (begynnelsen av juli og slutten av august).
Pravene ble analysert med henblikk pa forekomst av indikatorbakterier for fekal

forurensing, heterotroft kimtall og Aeromonas spp.

Det ble funnet fekale indikatorbakterier pa 15 av de 32 besgkte provestedene. Ved tre
av stedene ble det pavist indikatorbakterier ved begge preverundene, de gvrige
pravestedene hadde funn enten i juli eller i august. Disse funnene indikerer at de fleste
kildene er mer utsatt for sporadisk forurensing enn kontinuerlig kontaminasjon. Dette
kan tyde pa at vannkildene som ble undersgkt er sirbare for forurensing, selv om

preovene i mange tilfeller ikke hadde forekomst av indikatorbakterier.

Vannet var generelt av bedre hygienisk beskaffenhet ved de prevestedene som benyttet

grunnvann som vannkilde enn der det ble brukt overflatevann.



1. Innledning

Drikkevann kan fungere som en vektor for smittsomme sykdommer. Teoretisk sett kan
vann som utsettes for mikrobiologisk forurensing overfare ethvert smittestoff som har
evnetil doverlevei miljget. Det er likevel et begrenset antall agens som regnes som
spesielt viktige i forbindelse med vannbaren smitte. Disse agens har som regel en fekal-
oral smitteveli, slik at bruk av drikkevann forurenset med fekalier fra mennesker og dyr

kan utgjare en risikofaktor for spredning av sykdom.

Tilgangen pa drikkevann av tilfredsstillende hygienisk kvalitet er bedre i den rike del av
verden enn i utviklingsland. Vannbéren sykdom forérsaket av Shigella spp., Vibrio
cholerae og Entamoeba histolytica forekommer oftest i omrader av Asia, Afrika og Ser-
Amerika med stor befolkningstetthet og darlige sanitaae forhold. Men ogsdi land som
USA, Storbritannia og Canada har det de senere arene forekommet starre vannbarne

utbrudd av blant annet patogene E. coli og cryptosporidiose (1).

| Norge har konsum av fekalt forurenset drikkevann blitt beskrevet som en risikofaktor
for vannbaren sykdom. Det er beskrevet infeksjon med blant annet

Campylobacter spp., Salmonella typhimurium og humane calicivirus som fglge av at
drikkevann ikke har blitt desinfisert eller som falge av rekontaminasjon av behandlet
vann (2,3).

For & bedamme om drikkevann er hygienisk tilfredsstillende er det vanlig a pavise
fekale indikatorbakterier. Det er ikke vanlig & undersgke vannet for forekomst av
spesifikke patogener, da mangfoldet av patogene organismer vil gjere slike
undersgkelser for tid- og ressurskrevende. En ideell fekal indikatorbakterie skal ikke ha
andre reservoarer enn tarminnhold og feces. Indikatorbakterien bar dessuten vaae
mulig & pavise i en vannpregve sa lenge den fekale forurensingen kan utgjere en
smittemessig risiko. Drikkevannsforskriften (4) gir sine mikrobiologiske kvalitetskrav

til forekomst av disse gruppene av indikatorbakterier:

» Kkoliforme bakterier (KB)

» termotolerante koliforme bakterier (TKB)
» enterokokker og fekale streptokokker (FS)
» aulfittreduserende klostridier (SK)



Ingen av disse bakteriene oppfyller idealkravene til en indikatorbakterie fullt ut. KB,
FS og SK kan forekomme bade i miljget og i feces, mens desinfeksjon vil kunne fere til

at mengden av TKB reduseres raskere enn patogene mikroorganismer (5).

Heterotroft kimtall ved 22 °C er en indikator for den dyrkbare forekomsten av lett
nedbrytbart organisk stoff. Sopp- og bakteriekoloniene har ikke ngdvendigvis fekalt
opphav, og er et generelt uttrykk for at vannkilden eller ledningsnettet gir gode
vekstvilkar for mikroorganismer. | Nederland har konsentrasjonen av Aeromonas spp. i
drikkevann blitt tatt i bruk som en tilsvarende indikator pa vekstmulighetene i vannet.
Forekomst av Aeromonas spp. i drikkevann kan ogsa representere en helserisiko fordi
enkelte stammer kan produsere toksiner med patogen effekt (6). Heterotroft kimtall ved
37 °C er enindikator for den dyrkbare forekomsten av bakterier som ikke har naturlig

tilhold i vann.

| forbindelse med at den gjeldende drikkevannsforskriften av 1995 avlgste det gamle
regelverket (7,8) ble det Hilt strengere forutsetninger for sikringen av vannkilder som
forsyner naaingsmiddelvirksomheter. Bade det gamle og det gjeldende regelverket
krever at alt vann som brukes i nagingsmiddelvirksomheter er hygienisk betryggende. |
kommentaren til den gjeldende forskriftens 815 er dette imidlertid konkretisert til at det
ma vaae minimum to uavhengige hygieniske barrierer i vannforsyningssystemet. |
mikrobiologisk sammenheng er en hygienisk barriere en hindring som fjerner eller
uskadeliggjer smittsomme agens, for eksempel vannkildens beskaffenhet eller en
vannbehandlingsprosedyre (9).

Den ene av de hygieniske barrierene skal normalt vaare et desinfeksjonstrinn. For
enkelte grunnvannskilder kan et godt beskyttet infiltrasjonsomrade, |@smassenes
filtrerende egenskaper samt tilstrekkelig oppholdstid i grunnen til sammen fungere som
to hygieniske barrierer. Vannkilder som ikke benytter kontinuerlig desinfeksjon skal

likevel ha mulighet for a desinfisere drikkevannet nar dette er ngdvendig.

Serveringssteder i fjellet har tradisjonelt basert seg pa & bruke ubehandlet vann fraen
naaliggende vannkilde. Pagrunn av begrenset menneskelig aktivitet er vannkilder i
fjellet relativt lite utsatt for fekal forurensning, men ogsa her kan dyr (beitedyr og

viltlevende dyr) og mennesker forurense vannet. Lav nagingstilgang og lav temperatur



i vannkilden kan fremme overlevelsen av mange patogene agens, og agens som

Aeromonas spp. kan vokse i drikkevann ved lave temperaturer.

Drikkevannskildenes beskaffenhet og beliggenhet har lenge blitt oppfattet som god nok
sikring av vannkvaliteten (10). Kravene i det gamle regelverket kunne bli oppfylt ut i
fra disse forutsetningene. Da forskriftsendringen kom, betegnet Den Norske
Turistforening kravet om desinfeksjon av vann fra alpine vannkilder som meningslast,
og ga uttrykk for at de ikke ville prioritere a skaffe utstyr for desinfeksjon av
drikkevann pa sine hytter (11).

Det finnes fa tilgjengelige undersgkelser av drikkevannskvalitet ved serveringssteder i
norske fjellomréder. En undersgkelse Nagringsmiddeltilsynet i Hallingdal foretok i
1991 viste at det var dérlig samsvar mellom de krav som myndighetene setter til en
tilfredsstillende vannforsyning og eksisterende forhold pa turistbedriftene pa
Golsfjellet (12).

| perioden 1976 til 1999 har Seksjon for vannhygiene ved Folkehelsa samlet
opplysninger om 11 tilfeller av vannbarne sykdomsutbrudd ved turistbedrifter i
fjellheimen. Noen av tilfellene er meldt inn via Meldingssystemet for smittsomme
sykdommer (MSIS), mens opplysninger om de andre vannbarne sykdomsutbruddene er

samlet inn pa annen mate (blant annet fra oppslag i media) (13).

Denne undersgkelsen har hatt som hovedmal & kartlegge den mikrobiologiske
drikkevannskvaliteten pa et utvalg av serveringssteder i fjellet med egen
drikkevannsforsyning. | tillegg ble testmetoden Colilert-18 sammenlignet med
membranfiltreringsmetoder for pavisning av koliforme bakterier og E. coli i drikkevann.
Et utvalg av koliforme bakterier, termotolerante koliforme bakterier, enterokokker og

Aeromonas spp. ble artstypet og karakterisert.



2. Materiale og metoder
2.1 Prgvesteder

Provestedene omfattet turistforeningshytter, private turisthytter, hoteller, ssdrer og
lignende som tilbyr matservering. Selvbetjente og ubetjente hytter hvor gjestene selv
besarger matlagingen har ikke vaat omfattet av denne undersgkel sen.

Ut i fraDen Norske Turistforenings (DNT) fortegnelse over hytter i fjellet (14,15,16)
ble det valgt ut to geografiske omréder med hgy tetthet av serveringssteder;
Hardangervidda/Skarvheimen og Jotunheimen/Breheimen. Ved hjelp av DNTs katalog
og telefonkatalogen ble det funnet i alt 86 serveringssteder i disse omradene. Det ble
sendt ut et sperreskjematil alle disse serveringsstedene der de ble spurt om de var
villige til &vaae med i en undersgkelse (se vedlegg). Dette skjemaet baom
opplysninger om vannkildens beskaffenhet, kjente risikofaktorer til forurensing (bading,
utdipp, ferdsel eller beitedyr), eventuell vannbehandling (for eksempel UV-
desinfeksjon) og antall gjestedagn.

2.2 Vannprgver

Det ble samlet inn to vannpraver fra hver hytte; én i begynnelsen av juli 2000 og én i
slutten av august samme ar. Vannpravene ble tatt ut i henhold til Norsk

Standard 4789 (17), med 1 liters pravevolum fra hvert provested. Pravene ble tatt ut fra
flambert vannkran pa kjokkenet i autoklaverte glassflasker. Pade stedene som hadde
anlegg for UV-bestraling ble det dessuten tatt ut en preve av det ubehandlede vannet.
Provene ble fraktet til Oslo i isoporkasser med fryseelementer og ble deretter satt til
kjaling ved 4 °C inntil analysearbeidet startet. Det gikk aldri mer enn 30 timer fra
proveuttak til analysestart.



2.3 Mikrobiologiske parametre
Prgvene ble analysert med henblikk pa parametrene vist i Tabell 1.

Tabell 1. Oversikt over mikrobiologiske parametre brukt i undersakel sen

Parameter Benyttet metodikk Beskrivelse av metodikk, typiske kolonier
Heterotroft kimtall | NS-EN 1SO 6222 (18) Alle aerobe bakterier, gjaar og mugg som danner
ved 22 °C og kolonier pa mediet under de dyrkingsbetingelser
37°C som er spesifisert.
Koliforme NS 4788 (19) Oksi dase-negative bakterier som pa selektivt
bakterier vekstmedium danner syre og a dehyd fra laktose
innen 24 timer ved aerob inkubering ved 37 °C.
Typiske kolonier vil vaae mark rade,
ugjennomsi ktige og med en karakteristisk
metallglans pa LES Endo Agar.
Termotolerante NS 4792 (20) Termotolerante koliforme bakterier vil pa selektivt
koliforme medium danne syre fra laktose innen 24 timer ved
bakterier og aerob inkubering ved 44,5°C. Fargen kan variere
presumptive fragrennlig, lys blatil merk bla avhengig av
E. coli mengden syre som produseres fra laktosei mFC-
agaren.
Presumptive E. coli defineres som en termotol erant
koliform bakterie som er i stand til & produsere gass
fralaktose eller mannitol ogindol fratryptofan
innen 24 timer ved 44,0 eller 44,5+ 0,2 °C.
Koliforme Calilert-18 med Koaliforme bakterier gir positiv ONPG-reakson
bakterier og QuantiTray (IDEXX som viser seg som gul fargereakson pa Colilert-18.
E. cali Laboratories, Inc.), Dette indikerer tilstedevaaelse av enzymet

benyttet etter produsentens
anvisning

[3-galaktosidase som produseres av koliforme
bakterier.

E. cali gir positiv MUG-reaksjon som viser seg
som fluorescens ved bestraling med langbgal get
UV-lys (365 nm). Dette indikerer tilstedevaaelse
av enzymet 3-glukuronidase som produseres av
E. coli.

Enterokokker og
fekale
streptokokker
(S bovisog

S equinus)

NS-EN 1SO 7899-2 (21)

Bakterier som har evnen til & redusere

2,3 5-trifenyltetrazoliumklorid til formazan og til &
hydrolysere esculin ved 44 °C pa de mediene som
er spesifisert i standarden. Typiske kolonier vil
vise en rad, redbrun eller rosa farge enten i sentrum
eller giennom hele kolonien. Koloniene skal vaare
katalasenegative.

Membranfilter med typiske kolonier flyttes over til
galle-esculinagar og inkuberes ved 44 °C i 2 timer.
Positiv reaksjon pa dette mediet viser seg som en
mearkebrun til svart farge i mediet rundt kolonien
og dike kolonier telles som intestinale
enterokokker.

Presumptive
Aeromonas spp.

Membranfiltrering med
porestarrelse 0,45um.
Filtrene ble lagt pa
Aeromonas-agar

(Difco CM833) med 10
pg / ml ampicillin)

Gram negative, oksidasepositive kolonier med
typisk grann farge.




For & sasmmenligne ulike analyseprinsipper for koliforme bakterier og E. coli ble det ble
valgt to metoder for disse parametrene. NS 4788 og NS 4792 baserer seg primaat pa
forgjagring av laktose, mens Colilert-18 baserer seg pa pavisning av enzymer som er

spesifikke for de to bakteriegruppene.

Ved dinkubere Colilert-18 i QuantiTray far man en kvantifisering av koliforme og
E. coli ved hjelp av en MPN (most probable number)-tabell.

2.4 Konfirmerende analyser
For afarenkultur fra de typiske koloniene fra primaarskalene ble disse subkultivert pa

sekundaare skaler som angitt nedenfor. |solatene ble overfart til blodskaler og nedfryst i
kryorgr (Microbank(d, PRO-LAB Diagnostics, Canada) ved <70 °C i opptil et halvt &r.
Enkelte analyser av isolatene ble foretatt umiddelbart etter isoleringen, de resterende ble

foretatt pa de nedfryste koloniene.

2.4.1 Koliforme bakterier
Et representativt utvalg av typiske koliforme kolonier fra LES Endo Agar ble sadd ut

sekundaat pa Endo-agar. Dettetilsvarte ca. 50 % av koloniene fra hver primaarskal.
Fra sekundaarskalen ble isolatene sidd ut pa laktose-pepton-buljong (LPB) og verifisert
som koliforme bakterier dersom de produserte gass ved 37 °C i henhold til

ISO/DIS 9308-1 (tillegg B i NS 4788).

Fra Colilert-18 ble det valgt ut én eller to branner fra hvert QuantiTray-brett med
orto-nitro-fenyl-p-D-galaktopyranosid (ONPG)-positive reaksjoner. Etter sterilisering
av overflaten pa brettene ble det tatt ut materiale fra de positive brgnnene som la
naamest et definert hjarne pa brettet. 20 pl fra hver av disse bregnnene ble sadd ut pa
McConkeyagar. Bakterier som produserte syre fra laktose (rosa utfelling) pa dette
mediet ble sddd ut pa LPB ved 37 °C og testet for evne til gassproduksion. De
stammene som ikke ga typiske reaksjoner (anaerogene isolater) ble typet pa testsystemet
Roscozym-ENT (Rosco, Taastrup, Danmark). Dette testsystemet brukes il
artshestemming av Enterobacteriaceae ved at det registrerer 11 forskjellige biokjemiske
reaksjoner. Resultatene sammenlignes med en database over typiske reaksjoner fra
isolater med kjent identitet.



Sammenlikning av funn fra LES Endo agar med funn pa Colilert-18 omfattet at
isolatene fra LES Endo Agar ogsa ble testet for ONPG-reaksjon og 4-metyl-
umbelliferyl-B-D-glukuronid (MUG)-reaksjon.

Artssammensetningen av de koliforme koloniene fra ett av preovestedene ble vurdert ved
hjelp av testsystemet API 20 E (bioMérieux sa, Frankrike). API 20 E registrerer 20
biokjemiske reaksjoner og gir en artsdiagnose etter samme prinsipp som
Roscozym-ENT. Et utvalg av de MUG positive koloniene fra et annet provested ble
typet pa samme mate.

2.4.2 Presumptive E. coli
Ved den ene praverunden i august ble det benyttet feil inkubasjonstemperatur for TKB

pa mFC-agar. Disse resultatene ble derfor forkastet. Pagrunn av dette stod det bare
igjen valide resultater fra ett pravested.

Fra dette provestedet ble 20 av 24 typiske termotolerante kolonier fra mFC-agar sadd ut
sekundaat pd mFC-agar. |solatene fra sekundaarskalene ble videre sadd ut pa LPB og
tryptonbuljong og verifisert som presumptive E. coli ved 44,5 °C i henhold til NS 4792.
For & kunne sammenlikne resultater fra mFC-agar og Colilert-18, ble isolatenei tillegg
testet for oksidasereaksjon, ONPG-reaksjon og MUG-reaksjon.

Fra Colilert-18 ble det valgt ut én bregnn fra hvert QuantiTray-brett med MUG-positive
reaksjoner. Det bletatt ut materiale fra den positive brannen som 1& nearmest et definert
hjarne pa Quanti-Tray-brettet. 20 pl frahver brann ble sddd ut pAMcConkeyagar. For
akunne sammenlikne resultatene fra mFC-mediet med resultatene fra Colilert-18, ble
bakteriene som produserte syre fra laktose (rosa utfelling) sadd ut pa tryptonbuljong og
LPB ved 44,5 °C og verifisert som presumptive E. coli i henhold til NS 4792. De
isolatene som ikke ga typiske reaksjoner ble identifisert ved hjelp av API 20 E.

2.4.3 Enter okokker
Et representativt utvalg av koloniene (17 av i alt 26) som oppfylte kravene angitt i

NS-EN-ISO 7899-2 ble artshestemt ved hjelp av testsystemet API 32 strep
(bioMérieux sa, Frankrike). Dette er et testkit som benyttes for artsbestemming av
streptokokker og beslektede organismer etter tilsvarende prisnipp som for APl 20 E og
Roscozym-ENT. Isolatene ble dessuten testet for falsomhet for penicillin,

erythromycin, ampicillin, streptomycin, gentamicin, tetracyklin, trimetoprim og

10



kloramfenikol ved hjelp av NeoSensitabs[] (Rosco, Taastrup, Danmark) pa Mueller-
Hintonskaler og vankomycin og teikoplanin ved hjelp av Etest-strips (AB BIODISK,
Sverige) pa BHI-skdler. Tegtingen ble foretatt etter metodene som benyttes pa
Veterinagingtituttet (22,23). Bakteriene ble klassifisert som sensitive, intermediaae

eller resistente ut i fra grenseverdier for hemningssoner angitt av produsentene.

2.4.4 Aeromonas spp.
Presumptive Aeromonas spp. ble sddd ut pa blodskaler og inkubert anaerobt ved 30 °Ci

24 timer. Isolater som hadde vokst anaerobt ble regnet som Aeromonas spp. Alle
bakterier som vokste med avgrensede kolonier ble artsbestemt ved hjelp av falgende
biokjemiske tester basert pa data fra Janda (24): Hydrolyse av esculin, indolproduksjon,
V oges-Proskauer-reakgon, syreproduksjon fra sukrose og arabinose og gassprodukson
pa Triple Sugar Iron-medium.

|solatene ble testet for forekomst av aerolysin-gen ved hjelp av polymerase-
kjedereaksion (PCR) etter metoden beskrevet av @rmen og @stensvik (25).
DNA-templater for bruk i PCR ble fremskaffet fra supernatanten av sentrifugerte,
varmebehandlede bakteriesuspensjoner. Primerne PROM1F og PROM1R ble brukt,
produktet av disse er en del av aerolysin-genets promotorregion med starrelse pa 489

basepar. PCR-produktene ble separert ved elektroforese i agarosegel.

Isolatene ble videre testet for produksjon av aerolysin ved hjelp av verocelletest som
beskrevet av @rmen og @stensvik (25). Testen baserte seg pa at det ble tilsatt
supernatant fra sentrifugerte bakteriekulturer til vero-celler som hadde vokst i et
medium med lavt innhold av aminosyren leucin. Etter to timers inkubering ved
fysiologiske betingelser (37 °C, 5 % CO,) fikk cellene tilgang pa vekstmedium med
radioaktivt merket leucin. Etter en ny inkubasjon i en time ble cellene vasket, og den
radioaktive stralingen fra cellekulturene registrert i en scintillasionsteller. Svikt i
opptak av radioaktivt leucin ble oppfattet som en effekt av toksinpavirking av
verocellene. Cytotoksisiteten ble beregnet ved & sammenligne stralingen fra
cellekulturene med blindpregver som ikke hadde blitt utsatt for bakteriesupernatant.
Cytotoksisiteten ble gradert som hay (80-100 % celledad), moderat (20-80 % celledad)
eller lav (mindre enn 20 % celledad).
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2.5 Statistisk analyse
Det ble forsgkt a pavise sammenheng mellom typen vannkilde

(overflatevann/grunnvann) og funn av indikatorbakterier ved hjelp av kjikvadrattest
med kontinuitetskorreksion (26). Denne testen ble ogsa benyttet for & vurdere
sammenhengen mellom funn av aerolysin-gen og cytotoksisiteten i Aeromonas-

stammene.

Metodene for pavisning av koliforme bakterier ble sammenlignet ved & se hvorvidt
resultatene fra NS 4788 14 under, innenfor eller over 95 %-konfidensintervallet for
MPN-verdien fra Colilert-18.
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3. Resultater

3.1 Opplysninger fra spgrreskjemaene

Det lyktes & farespons fra 76 av de 86 serveringsstedene som ble kontaktet. Ut i fra
disse svarene ble 17 hytter ekskludert fordi de hadde vannforsyning fra sterre vannverk
eller fordi virksomheten hadde opphert. Av de resterende 59 ble det valgt ut 32 steder
ut i fraet gnske om &fa med drikkevannskilder av ulik art (overflatevann, grunnvann,
vannbehandlingsrutiner) og beliggenhet. Hos mange av prevestedene som i skjemaet
anga at de hadde UV -anlegg viste det seg at disse anleggene ikke eksisterte eller ikke
var i bruk. En oversikt over de faktiske forholdene pa prevestedene finnesi Tabell 2.

Tabell 2: Oversikt over vannkilder og vannbehandling

. Ingen . . .
Type vannkilde vannbehandling UV-behandling  Sandfiltrering Totalt
Overflatevann 12 3 1 16
Grunnvann 16 0 0 16
Totalt 28 3 1 32

Av sparreskjemaene fremgikk det at alle de 16 preovestedene med overflatevannkilder
hadde en eller flere risikofaktorer i tilsigsomradene for vannkilden, eller at hyttecieren

ikke hadde oversikt over disse.

3.2 Oversikt over mikrobiologiske resultater

En oversikt over pravestedene som ved en eller begge preverundene hadde
mikrobiologiske funn over grenseverdier gitt i drikkevannsforskriften er vist i Tabell 3
og Tabell 4. Ved preovesteder med vannbehandling er det resultatene fra det behandlede
vannet som er talt med.

Det ble funnet fekale indikatorbakterier pa 15 av de 32 besgkte provestedene. Ved tre
av stedene ble det pavist indikatorbakterier ved begge preverundene, de gvrige
pravestedene hadde funn enten i juli (seks steder) eller i august (seks steder).

En kjikvadrattest av forekomsten av indikatorbakterier relatert til typen vannkilde

(Tabell 2) viste en signifikant sammenheng (p < 0,05) mellom bruk av overflatevann og
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forekomst av fekale indikatorbakterier sett under ett. For enkeltparametrene ble det

ikke pavist noen tilsvarende signifikant sammenheng.

Tabell 3: Funn av fekale indikatorbakterier i drikkevann fraserveringssteder i fjellet. Tallene angir antall

pravesteder som hadde funn i en dler begge preverundene.

Grenseverdier
Antall prevesteder med funn pr. 100 mi
Mikrobiologiske parametre relatert til
Overflatevann  Grunnvann drikkevanns-
Totalt 16 Totalt 16 forskriften
Koliforme bakterier
—LESEndo 9 56,2% 3 188% 0
— Colilert-18 9 56,2% 1 62% MPN <1
Termotolerante pA mFC’ 1 61% 0 00% 0
E. coli fraColilert-18 4 250% 1 62% MPN <1
Enterokokker 6 37,6% 2 124% 0

Alleindikatorbakterier under ett 11 68,8 % 4 250%

* Verdiene for termotolerante fra mFC er ufullstendige, daresultatene fra den ene preverunden ble
forkastet p& grunn av feil inkubasjonstemperatur.

Tabell 4: Kimtall over veiledende norm eller Aeromonas spp. i drikkevann fra serveringssteder i fjellet.

Tallene angir antall pravesteder som hadde funn i en eller begge preverundene.

Veiledende
Antall provesteder med funn  \erdier or.
Mikrobiologiske parametre 100 ml gitt i
Overflatevann ~ Grunnvann  grikkevanns-
Kimtall 22°C 4 250% 4 250% 100
Kimtall 37°C 2 125% 0 00% 10
Aeromonas spp. 2 125% 1 62% *

* Drikkevannsforskriften gir ingen veiledende norm. Alle pravested med funn av Aeromonas spp. er
regnet med.

Det ble pavist sma mengder koliforme bakterier (1-4 kolonidannende enheter (cfu)
pr. 100 ml) pALES Endo i tre prever som var negative etter Colilert-18. Tilsvarende
ble det pavist et lavt niva (MPN: 3,1/ 100 ml) av koliforme pa Colilert-18 i én prave
som ikke hadde funn pa LES Endo-agar.
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Det ble pavist lave nivaer (1 cfu/ 100 ml) av enterokokker i to praver som ikke hadde
funn av andre indikatorbakterier. For gvrig ble funnene av termotolerante koliforme
bakterier, E. coli og enterokokker gjort i prever med funn av koliforme etter NS 4788
eller Colilert-18.

Tre av prevestedene hadde anlegg for desinfeksjon ved hjelp av UV-bestrdling. Paalle
disse stedene ble kimtallet redusert med én til to logaritmiske enheter. Effekten pa
koliforme bakterier var mer sprikende: Ved ett provested var det en klar reduksjon av
koliforme, ved et annet var det like mange koliforme far og etter UV-behandlingen,

mens det tredje hadde funn av koliforme etter vannbehandlingen, men ikke far.

3.3 Koliforme bakterier

3.3.1LESENndo

Ved 12 av 32 prevesteder ble det funnet koliforme bakterier, med nivaer i
sterrelsesorden 1 —> 150 cfu/ 100 ml. Av disse var det tre steder som fikk pavist
koliforme bade i juli og i august. Ni av disse tolv prevestedene hadde overflatevann

som vannkilde.

Det ble tatt ut 47 isolater fra presumptivt koliforme kolonier. 44 isolater (93,6 %) ble
verifisert som koliforme ved gassproduksjon fra LPB ved 37 °C etter ISO/DIS 9308-1.
Alle de 45 presumptivt koliforme koloniene som ble testet pa ONPG ga positiv
reaksjon.

Fraett prevested ble alle de 16 koloniene fra membranfilteret forsgkt identifisert pa
APl 20 E. En av disse koloniene produserte ikke gass fraLPB. Seksav isolatene

(37,5 %) ble bestemt til & vaare Enterobacter cloacae, to isolater (12,5 %) ble bestemt til
avage Citrobacter freundii og to isolater (12,5 %) ble bestemt som Klebsiella
pneumoniae pneumoniae. Seks av isolatene (37,5 %) lot seg ikke identifisere. Det ene
isolatet som ikke ble verifisert som koliform pa LPB ble identifisert pa APl 20 E som

tilhgrende genus Klebsiella, Enterobacter eller Serratia, men ikke artsbestemt.

Fraett av provestedene var alle de 16 koloniene pa filteret MUG-positive, dette
indikerer forekomst av E. coli. Et tilfeldig utvalg bestdende av fem av disse ble plukket
ut og verifisert som E. coli ved hjelp av API 20 E.
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3.3.2Colilert-18
Vedi alt 10 prevesteder ble det funnet koliforme bakterier, med MPN-verdier i

omradet 1,0—>200,5/ 100 ml. Av disseti prevestedene var det tre seder som fikk
pavist koliforme bade i juli og i august. Ni av deti prevestedene hadde overflatevann

som vannkilde.

35 isolater fra 13 ulike vannprgver ble undersakt for gassproduksjon pa LPB ved 37 °C.
33 av isolatene (94 %) gaikke gassproduksjon. Disse ble typet pa Roscozym-ENT,
hvor 27 av isolatene (81,8 %) kom ut som Enterobacter cloacae, tre (9,1 %) som
Klebsiella ozaenae mens de siste tre (9,1 %) ble uspesifikt bestemt til enten Citrobacter

koseri eller Enterobacter cloacae.

3.3.3 Samsvar mellom resultater fra LESEndo og Colilert-18
69 par av verdier for koliforme fra LES Endo og Colilert-18 ble sammenlignet. Av

disse var 51 pregvepar hvor ingen av metodene paviste koliforme bakterier. Av de
resterende 18 ga 10 ekvivalente verdier. | fem av preveparene |a verdiene fra NS 4788
under 95 %-konfidensintervallet for Colilert-18, mens tre pravepar hadde verdier fraNS

4788 som |a hayere enn det tilsvarende konfidensintervallet.

3.4 Presumptive E. coli

3.4.1mFC

Ved praverunden i juli ble det pavist termotolerante bakterier fra ett provested som
hadde 24 cfu / 100 ml. 20 kolonier fra dette provestedet 1a enkeltvis pa
membranfilteret. Alle disse ble isolert og verifisert som presumptive E. coli etter

NS 4792. Disse isolatene var dessuten ONPG- og MUG-positive og oksidasenegative.

3.4.2 Colilert-18
Det ble funnet branner med typisk reaksjon for E. coli frafem ulike pravesteder, med

MPN-verdier i omradet 1,0 —23,8/ 100 ml. Fire isolater fordelt patre av stedene ble
forsgkt verifisert som presumptiv E. coli. Et isolat gaikke gassproduksjon pa LPB og
ble artstypet pa APl 20 E. Denne ble her identifisert som E. coli.
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3.5 Enterokokker

3.5.1 Forekomst og artssammensetning
Det ble det funnet enterokokker i vannprevene fra étte provesteder, i sterrelsesorden

1-9cfu/ 100 ml. Ved to av prevestedene ble det pavist enterokokker ved begge

preverundene.

17 isolater fordelt pa de &tte prevestedene ble artsbestemt pa APl 32 strep, resultatene
finnesi Tabell 5. Det ble pavist forekomst av E. coli (positiv MUG-reaksjon) ved fire
av disse pravestedene. Artene Enterococcus hirae og Enterococcus casseliflavus ble
pavist i de prevene hvor det samtidig ble pavist E. coli, samt i to prever hvor det ikke
ble pavist mer enn 1 enterokokk / ml. De @vrige enterokokkene ble pavist i prever med

varierende forekomst av koliforme bakterier.

Tabell 5: Artssammensetning av enterokokker pavist etter NS-EN 1SO 7899-2

Art Antall Andel

Enterococcus hirae 6 35,3 %
Enterococcus cassdliflavus 3 17,6 %
Enterococcus faecalis 1 59%
Enterococcus durans 1 59%
Enterococcus faecium 1 59%
Usikker identifikasjon 5 29,4 %

3.5.2 Fglsomhet for antibiotika
En stamme av Enterococcus hirae viste resistens overfor trimetoprim. Seks isolater

hadde intermediaa reaksjon overfor ulike antibiotika. Resultatene er summert i
Tabell 6.

Tabell 6: Fasomhet overfor antibiotika hos enterokokker isolert fra vannpravene

Bakterie Resistens Intermediag fglsomhet
Enterococcus hirae Trimetoprim

Enterococcus hirae Gentamicin

Enterococcus hirae Erythromycin, tetracyklin
Enterococcus casseliflavus Vankomycin

Enterococcus durans Kloramfenikol
Enterococcus faecalis Erythromycin, trimetoprim
Ikke identifisert Trimetoprim
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3.6 Aeromonas spp.
Det ble funnet Aeromonas spp. ved tre av provestedene. Nivaene |a mellom

1 0g > 1500 cfu/ 100 ml. Ved alle disse var det dessuten forekomst av
indikatorbakterier som inngar som parametre i drikkevannsforskriftens kvalitetskrav.
20 av Aeromonas-isolatene fordelt pa alle provestedene ble artsbestemt. Ti isolater
(50 %) ble bestemt til & vaare A. hydrophila, tre isolater (15 %) kom ut som A. caviae,
treisolater (15 %) som A. schubertii mens de resterende fire (20 %) ble bestemt som
A. trota.

Halvparten av de 20 isolatene ga et PCR-produkt som var forenelig med aerolysin-

genet.

Av de 20 isolatene viste ni (45 %) hay toksisitet, fire (20 %) moderat toksisitet mens de
resterende sju (35 %) viste lav cytotoksisitet.

Relasjonen mellom funn av Aeromonas-art, aerolysin-gen og verocelletoksisitet er vist i
Tabell 7. Det ble ikke pavist noen klar sasmmenheng mellom forekomst av aerolysin-

gen og hay verocelletoksisitet.

Tabell 7: Forhold mellom Aeromonas-art, forekomst av aerolysin-gen og verocelletoksisitet

Toksisitet
Art Aerolysin-gen
Hoy Moderat Lav
. 5 2
Aeromonas hydrophila
= 1 1 1
. +
Aeromonas caviae
+ 1 2
. + 1
Aeromonas schubertii
+ 1 1
+ 1 1
Aeromonas trota
= 1 1
+ 6 2 2
Sum
= 3 2 5
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3.7 Kimtall
8 av prevestedene hadde kimtall som overstiger de veiledende normene gitt i

drikkevannsforskriften. Nivaene var opptil 27 cfu/ ml ved 37 °C i 1 dggn og

2250 cfu/ ml ved 20 °C i 3 dagn. To av stedene hadde for hgye kimtall bade i juli og i
august. Fire av prevestedene hadde for hgye kimtall uten at det ble pavist
indikatorbakterier. Paet av disse prevestedene ble vann fra en grunnvannsbrann
oppbevart i en tank fer det ble sendt til ledningsnettet pa hytta. Kimtallet var godt
nedenfor grenseverdiene far lagring, mens det steg til 190 / ml etter at det hadde gatt
gjennom tanken.
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4. Diskusjon

4.1 Vurdering av drikkevannsforsyningen

Det ble funnet fekale indikatorbakterier pa 15 av de 32 besgkte provestedene. Ved tre
av stedene ble det pavist indikatorbakterier ved begge preverundene, de gvrige
pravestedene hadde funn enten i juli eller i august. Disse funnene indikerer at de fleste
kildene er mer utsatt for sporadisk forurensing enn kontinuerlig kontaminasjon. Dette
kan tyde pa at vannkildene som ble undersgkt er sirbare for forurensing, selv om

preovene i mange tilfeller ikke hadde forekomst av indikatorbakterier.

Ikke overraskende ble det pavist en sammenheng mellom bruk av overflatevann og funn
av fekale indikatorbakterier. Dette er en velkjent risikofaktor for fekal forurensing, og
er beskrevet av bl.a. Ormerod (27).

Ingen av grunnvannskildene og bare fire av overflatevannkildene hadde noen hygienisk
barriere (UV-behandling eller sandfiltrering) ut over beskyttelsen som ligger i
vannkildens beliggenhet. Av sparreskjemaene fremgikk det at ingen av prevestedene
som benyttet overflatevann hadde restriksjoner pa aktiviteter som kunne forurense
vannkilden. Vannkildens beliggenhet i seg selv utgjorde derfor ikke en tilstrekkelig

sikring av vannkvaliteten pa denne typen prevesteder.

| forkant av en del av preveuttakene hadde det vaat mye regnvaa i omrédene rundt
provestedene. Store nedbgrsmengder kan fordrsake utvasking av mikroorganismer fra
fekalier og annet organisk materiale som kan nedsette den hygieniske kvaliteten pa
drikkevannet. Ved preoveuttakene kommenterte flere av hyttebestyrerne at vannet gjerne

ble av darligere kvalitet i slike perioder og at vannpregvene "pleide a veae fine ellers’.

De mikrobiologiske resultatene fra de tre sedene som benyttet UV-desinfeksjon viste at
slik behandling ga en reduksjon av kimtall, mens effekten pa antallet koliforme
bakterier var mer usikker. Selv om pravematerialet er begrenset kan dette vaare en
indikasjon pa at bruk og vedlikehold av disse anleggene ikke ngdvendigvis blir
gjennomfert pakorrekt mate.

Vére resultater tyder pa at drikkevannskilder i fjellomrader ikke er s ubergrte av
forurensing som mange har antatt. Seerlig overflatevannkildene kan vaae utsatte for

fekal kontaminasjon, men det ble ogsa pavist fekale indikatorbakterier i vannpraver som
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stammet fra grunnvann. Kravet om doble hygieniske barrierer er derfor relevant for den

typen serveringssteder som er omfattet av denne undersgkel sen.

For de fleste serveringsstedene vil vannkildens beskaffenhet under normale forhold
sannsynligvis kunne utgjere en hygieniske barriere sammen med et desinfeksjonstrinn.
En del overflatevannkilder er likevel sa utsatte for forurensing at virksomheten bear fa

iverksatt restriksjoner pa aktiviteter som kan forurense denne eller bytte vannkilde.

Det ber foretas en utpraving av hva slags desinfeksjonssystemer som er best egnet som
sekundaa hygienisk barriere. Det ma vaae enkelt for brukerne av slike systemer a
kontrollere at utstyret fungerer tilfredsstillende.

4.2 Vurdering av metodikk

4.2.1 Koliforme bakterier

Det var godt samsvar mellom NS 4788 og Colilert-18 nér det gjaldt & pavise hvorvidt
det forekom koliforme bakterier i en vannprave. En del praver ga positivt utslag etter
en av metodene, mens den andre var negativ. | dissetilfellene hadde det positive
resultatet bakteriekonsentrasjoner i omradet 1-4 cfu/ 100 ml. Ved bakterienivaer som
ligger naa deteksjonsgrensen for en test vil man kunne forvente at enkelte praver gir
positive funn mens det ikke lar seg gjere a pavise bakterien i en parallell prove tatt ut fra

samme sted pa samme tidspunkt.

Ideelt sett skulle NS 4788 og Colilert-18 gi ekvivalente verdier for antall koliforme i et
gitt prevevolum. | denne undersgkelsen har det blitt funnet samsvarende verdier for 61
av 69 prover (88 %). Overensstemmelsen mellom metodene er svaart god ndr det
gjelder tilstedevaaelse/fravaa av koliforme bakterier. | de prevene hvor det ble pavist
koliforme hadde 10 av 18 praver ekvivalente nivaer av koliforme, mens te praver ga
verdier etter NS 4788 som 1a utenfor 95 %-konfidensintervallet til verdien som ble
bestemt ved hjelp av Colilert-18.

Presumptivt koliforme fra LES Endo-agar og brenner med gul fargereaksjon ble forsgkt
verifisert som koliforme pa bakgrunn av gassproduksjon pa LPB ved 37 °C.
Verifiseringsprosentene ble svaat forskjellige; hhv. 94 % og 6 %. Tidligere studier har
funnet varierende andeler av aerogene, ONPG-positive isolater fra Colilert-18;

10 — 100 % (28) og 33 % (29).
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Den store divergensen i andelen aerogene isolater fra de ulike metodikkene kan skyldes
at det har blitt plukket flere store enn sma kolonier fra LES Endo. @stensvik (29)
beskriver at gassproduksion pa LPB er mer hyppig fra store (1-3 mm) enn sma kolonier
(<1 mm) fra LES Endo-agar.

4.2.2 Presumptive E. coli
Pa grunn av feil inkubasjonstemperatur av TKB pa mFC-agar ble det fremskaffet sa fa

resultater at datagrunnlaget for 8 sasmmenligne NS 4792 og Colilert-18 er svakt. Det ble
ikke observert noen avvik mellom resultater fra de to metodene, bortsett fra ett E. coli-
isolat som ikke ga gassproduksjon pA LPB. Anaerogene E. coli har blitt pavist i
tidligere studier (29).

4.3 Mikrobiologisk sammensetning

4.3.1 Koliforme pa LES Endo-agar
Fra det provestedet hvor ale de typisk koliforme koloniene pa membranfilteret ble

artshestemt endte alle isolatene bestemt til genus som omfattes av de koliforme genera
(Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Serratia og Citrobacter) (30). Seksav 16
isolater ga ikke noen spesifikk artsdiagnose. Dette kan ha sammenheng med at
databasen for biokjemiske reaksjoner som API 20 E bygger pa baserer seg pakliniske

isolater snarere enn miljgisolater (31).

4.3.2 Koliforme fra Colilert-18
33 av 35 isolater som reagerte som koliforme pa Colilert-18 gaikke gassproduksjon pa

LPB. Artsbestemmingen av disse viste likevel at disse bakteriene tilharte de koliforme
genera. Etter ISO/DIS 9308-1 ville disse anaerogene isolatene ikke blitt betegnet som
koliforme bakterier og forekomsten av disse ville dermed blitt underestimert.

@stensvik (29) testet blant annet ONPG-positive bakterier for gassproduksjon pa LPB.
33 % av de undersgkte gule branner fra Colilert-18 var anaerogene. Dette kan tyde pa
at gassproduksjon pa LPB ikke er et egnet identifikasjonskriterium og at en vil fa mange
falske negative ved bruk av denne metoden. Dette underbygger fjerning av
gassproduksjon som kriterium ved verifikasjon av koliforme og E. coli i den nye
NS-EN 1SO 9308-1 (32).

4.3.3 Faglsomhet overfor antibiotika hos enter okokker
De undersgkte isolatene viste i liten grad resistens mot de antibiotika de ble testet

overfor. Enterokokker kan ha bade naturlig og ervervet resistens ovenfor antibiotika.
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Naturlige resistensmekanismer er en permanent egenskap som er tilstede hos alle
stammer av et spesifikt genus eller en art. Ervervet resistens utvikles som et resultat av

mutasjoner eller horisontal overfaring av resistensgener etter antibiotikapavirkning (33).

Undersgkelser av falsomhet ovenfor antibiotika hos enterokokker i fjgrfeproduksjon har
vist stor forekomst av vankomycinresistente stammer (34). | denne studien ble det
pavist svaat lite resistens hos miljgisolatene fra drikkevannet i fjellet. Det er liten
sannsynlighet for at tilsigsomradene til de undersgkte vannkildene har vaat saalig utsatt
for fekal forurensing fra dyr og mennesker behandlet med antibiotika. Bakteriene har
dermed ikke utviklet resistens i nevneverdig grad.

4.3.4 Vurdering av patogenitet hos Aeromonas-isolatene
Det ble pavist Aeromonas spp. ved tre ulike prevesteder. Alle disse provestedene hadde

forekomst av fekale indikatorbakterier. Halvparten av isolatene ble bestemt som

A. hydrophila, mens de andre var jevnt fordelt mellom A. caviae, A. schubertii og

A. trota. Dette samsvarer godt med artssammensetningen som ble funnet av @rmen og
@stensvik (25).

Flere Aeromonas-arter er beskrevet i sammenheng med vannbarne utbrudd av
gastroenteritt. Av de artene som ble pavist er A. hydrophila og A. caviae beskrevet som
de viktigste humanpatogene artene (35). 50 % av de isolerte stammene ga positiv test
for aerolysin-genet, men det var ingen klar sammenheng mellom forekomst av

aerolysin-genet og nivaet av cytotoksisitet pavist i verocelletesten.

Treisolater (15 %) viste hgy cytotoksisitet og to isolater (10 %) viste moderat
cytotoksisitet uten & bazre aerolysin-genet. Dettetyder pa at noen av de miljgstammene
som ble isolert kan produsere andre toksiner eller stoffer som virker cytotoksisk og som
daer potensielt patogene. Resultatet samsvarer med andre undersgkelser av

cytotoksisitet hos Aeromonas spp. (25).

Preovematerialet er for litetil trekke noen klar konklusjon. Det ble pavist
Aeromonas spp. ved relativt fa steder, men det var stor forekomst av potensielt patogene

stammer blant isolatene.
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. Konklusjoner

Undersgkelsen har vist at serveringssteder i fjellet i stor grad benytter seg av
drikkevannskilder som er darlig sikret mot forurensing som kan utgjere en
smitterisiko. Det benyttesi liten grad desinfeksjon. Sveat faav
vannforsyningssystemene oppfyller forskriftskravene om hygienisk sikring. Et
farste skritt for & redusere sarbarheten vil veare arealisere prinsippet omto

uavhengige hygieniske barrierer mellom ravann og drikkevann.

Det ber foretas en utpraving av hva slags desinfeksjonssystemer som er best egnet
som sekundaa hygienisk barriere under forhold med ustabil elektrisitetsforsyning og
begrensede muligheter for vedlikehold.

Det har blitt pavist sammer av koliforme bakterier og E. coli somikke lar seg
verifisere pa bakgrunn av forgjagring av laktose slik det beskrivesi ISO/DIS 9308-1
0og NS 4792. Dette underbygger fjerning av gassproduksion som kriterium ved

verifikagion av disse indikatorbakteriene.

Utbredelsen av antibiotikaresistens i de isolerte enterokokkstammene var lav.
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Summary

Most establishments in Norwegian alpine areas that serve food rely on non-treated
drinking water from local water sources. Norwegian drinking water regulation requires
that water used in such businesses is of satisfactory hygienic quality, and sheltered

against contamination by two independent protective measures.

This report is based on microbiological analysis of water samples collected from 32
establishments in alpine areas of southern Norway. The samples were collected in early
July and the end of August, which corresponds to the beginning and the end of the
summer season. The water was examined for the presence of bacterial indicators of

faecal contamination, culturable microorganisms and Aeromonas spp.

Faecal bacterial indicators were found in 15 of 32 locations. Such indicators were
revealed in both July and August at three of the locations, the other locations had
findings in one of the samplings. These results indicate that most of the examined water
sources are more susceptible to sporadic than continuous contamination. This points
towards vulnerability against contamination, even though faecal indicators were not

present in many samples.

In general, the hygienic properties of the water were better at the sites that used ground

waters than those that used surface waters.
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laboratoriepersonalet ved Fagseksjon for naaringsmiddel hygiene med avlesingsarbeid og
medietillaging. @yvind @rmen takkes spesielt for assistanse under laboratoriearbeidet
med Aeromonas-stammene.

Vi har satt pris pa samarbeidet med bestyrerne pa serveringsstedene vi besakte.
Stipendiat Ingrid Melkild takkes for kritisk gjennomlesing av manuskriptet.

Undersgkelsen er utfert med gkonomisk stette fra Statens Naaringsmiddeltilsyn.
IDEXX bidro med reagenser og utstyr til Colilert-18.

Rapporten kan lastes ned fra http://home.no/blaziug/fjellvann/
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Vedlegg: Spgrreskjema benyttet i undersgkelsen

Sparreskjema i forbindelse med undersgkelse av mikrobiologisk drikkevannskvalitet i fjellet

Pr gvested xx

1. Driver dere med serveringsvirksomhet?

0 Ja O Nei

2. Hvaslags drikkevannskilde har dere?

0 Grunnvann (bregnn boret i fjell) 0 Grunnvann (bregnn boret i [gsmasser)
0 Elv, bekk O Inngjg, vann, tjern

0 Offentlig godkjent vannverk U Ikke godkjent vannverk

U Cisterne (regnvann) U Annet, spesifiser:

O Vet ikke

Dersom dere har elv, bekk, inngg, vann, tjern eller vannverk som vannkilde,
vennligst oppgi navnet pa denne pa forrige side (sammen med opplysningene om

hytta).

3. Hvaslags rensing/desinfeksjon av drikkevannet blir utfert for det drikkes eller
brukes i matlaging?

U Klorering U Filtrering 0 UV-bestraling 0J Ozonbehandling
0 Annet, spesifiser:
U Vet ikke

4. Er det mulig at vannkilden kan forurenses pa grunn av noen av faktorene nedenfor
(kryss av mulige forurensingskilder)?

U Bading i vannkilden

0O Apne sanitagranlegg (utedo, vaskevann o.l.)
0 Utslipp av forurensing til vannkilden

0 Ferdsel i vannkildens tilsigsomrade*

0 Beitedyr i vannkildens tilsigsomrade*

O Vet ikke

* yannkildens tilsigsomrade: det omradet som tar i mot nedber som renner ut i
vannkilden

5. Ca. hvor mange gjester serverer derei Igpet av en sommersesong (juni-
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