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Somatiske kolifager
« Bakgrunn

 Metoder
« Erfaring



Drikkevann

Bakgrunn

Dagens indikatorbakterier, som benyttes for a overvake om drikkevann kan vaere pavirket av avfagring fra mennesker og
varmblodige dyr, har vist seg a ha begrenset overlevelse i forhold til en del humanpatogene virus. Det har derfor i lang tid vaert
sgkt etter en bedre indikator pa virusforekomst i drikkevann, som kan vaere et supplement til de indikatorbakteriene som

benyttes i dag.

| den reviderte utgaven av EUs drikkevannsdirektiv er somatiske kolifager tatt inn som en ny parameter for virusforekomst.
Somatiske kolifager skal na innga i risikovurderingen av de hygieniske barrierene i et vannforsyningssystem. Denne
parameteren vil ogsa bli tatt inn ved revidering av den norske drikkevannsforskriften.

Kilde: FHI

'ﬁ FH I & Mattilsynet %

Folkehelseinstituttet
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Mattilsynet ba FHI vurdere parametere for a vurdere
ravannskvaliteten

Argumentasjon:
Somatiske kolifager bidrar til a avdekke patogene virus og er tatt med fordi de ansees som en bedre indikator for fekal
virusforurensing enn E.coli, men vi mangler dokumentasjon for grenseverdiene.
Kolifager deler mange egenskaper med humane virus, og er derfor nyttige for a vurdere tilstedevaerelse av enteriske virus i
vannmiljget, samt effekten av behandlings- og desinfiseringsprosesser.

Somatiske kolifager inngar som parameter i forslag til revidert Drikkevannsforskrift og EUs Drikkevannsdirektiv. | forslag til
revidert Drikkevannsforskrift star det at: «<somatiske kolifager er obligatorisk & analysere for i drikkevannet dersom
ravannsanalysene viser at det er mer enn 50 PfU/ 100 ml ravann. Somatiske kolifager skal da analyseres i drikkevannet for &
beregne hvilken barriereeffektivitet (log-fierning) vannbehandlingen har for patogene virus.»

Utover dette oppgis ingen grenseverdi, verken i EUs drikkevannsdirektiv eller forslag til ny Drikkevannsforskrift. Vi har ikke klart
a finne litteratur som dokumenterer grensen for 50 pfu, men har lagt oss pa linjen i forslag til revidert Drikkevannsforskrift.
Dersom den blir staende i Drikkevannsforskriften er det naturlig at den inkluderes i denne klassifiseringen

| EU-direktivet er somatiske kolifager vektlagt som saerlig aktuell indikator i grunnvann. Vi vil rette spgrsmal om i EUs
Drikkevannsdirektiv mener at den er mer aktuell for grunnvann enn overflatevann.

Kilde: Matilsynet.no
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Drikkevann analyser

Dagens krav i Drikkevannsforskriften:
- ravannsanalyser og drikkevannsanalyser
- Bakteriologiske analyser

- Indikatorbakteriene som brukes er for a overvake om drikkevann kan veaere forurenset av avfgring fra mennesker eller
varmblodige dyr
- Indikatorbakteriene har en begrenset levetid i vannet, i forhold til humanpatogene virus

- Kommende krav:

- Somatiske kolifager blir tatt inn som en indikatoranalyse for virusforekomst i drikkevann.
- Skal analyseres i tillegg til indiktorbakteriene
- Antatt krav: <50 PFU/100 ml i ravann

- rentvann skal analyseres ved funn >50 PFU/100 ml i ravann

Nemko
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- bakterievirus

Infiserer bakterier
Formerer seg inne i bakterien
Finnes overalt der det er bakterier

Stort antall
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Shutterstock. Illustrasjon av bakteriofag, virus som infiserer bakterie
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Bakteriofag

Virus som infiserer bakterier

Kolifag

Virus som infiserer E.coli

Kolifager er virus som infiserer bakterier, og skilles ut med avfgring fra
mennesker og varmblodige dyr, men kan ogsa formere seg i bakterier i
naturen. Tilstedeveerelse av kolifager i drikkevann indikerer svikt i
beskyttelse av ravannkilder eller vannbehandling som skal holde
tilbake/inaktivere sykdomsfremkallende virus. (Kilde FHI)
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ICS 07.100.20; 13.060-40.10
Sprak: Engelsk

Vannundersokelse
Pavisning og telling av bakteriofager
Del 2: Telling av somatiske kolifager
(ISO 10705-2:2000)

Water quality
Detection and enumeration of bacteriophages

FPart 2: Enumeration of somatic coliphages
(IS0 10705-2:2000)
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Metode i forslag DVF

NS-EN ISO 10705-2

Water quality — Detection and enumeration of
bacteriophages — Part 2: Enumeration of somatic
coliphages

NS-EN ISO 10705-3:2024

Vannundersgkelse - Pavisning og telling av bakteriofager -
Del 3: Validering av metoder for konsentrasjon av
bakteriofager fra vann (1ISO 10705-3:2003)

(@emko
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Forberedelser

Stamkultur med E.coli — fryses inn

To forskjellige, en for praver med lavt
bakterieinnhold og en annen for prgver med hgyt
bakterieinnhold

E.coli stamme overfgres til 50 ml MSB, Modified
Sholten’s buljong

Inkuberes ved 36 °C i 20 timer — ristes
Tilsett 10 ml steril glyserol

Fordel i rar med 0,5 ml i hvert

Fryses ved -70°C eller i flytende nitrogen

@mko



Arbeidskultur
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Romtemperer et rgr med stamkultur

Overfgrestil McConkey agarskal, inkuberes til neste
dag

50 ml MSB tempereres til romtemperatur

Tilsett 3-5 laktosepositive kolonier fra McConkey
agarskal til MSB

Inkuber MSB 5 timer v/ 36°C - ristes forsiktig
Tilsett 10 ml sterilt glyserol og bland
Fordeles pa rar, ca 1,2 ml i hvert

Lagres ved -70°C i inntil 2 ar




Forberedelse pa analysedag

Tin et r@r med arbeidskultur, oppna romtemperatur
50 ml MSB romtempereres i erlenmeyerkolbe
Tilsett 0,5 ml arbeidskultur

Inkuber ved 36 °C maks 3,5 timer — rist forsiktig
Mal absorbans ca hver halvtime

Skal oppna en celletetthet pa ca 1078 cfu/ml

Absorbans pa ca 2,5; balgelengde 235,7 nm

Smelt ssMSA agar, 50 ml tilsettes 0,3 ml CaCl-lgsning
(forventer lav bakgrunnsflora).
Forventes hgy bakgrunnsflora tilsett ogsa nalidixinsyre

Fordel 2,5 ml ssMSA i rar. Sett i vannbad 45°C
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Utfarelse

Tilsett 1 ml vannprgve, forvarmet

Tilsett 1 ml inokulert E.coli kultur (1078) til hvert rer,
forvarmet. Bland forsiktig — unnga dannelse av luftbobler

Hell rgrets innhold pa 9 cm MSA agarskal
Fordel jevnt — la tarke
Inkuberes ved 36 + 2°C i 18 + 2 timer

Tell antall plakkdannende enheter, pfu

Nemko



Bluephage EASY kit (ravann)

 Kit med alt innhold unntatt agarskalene

« Kit for ravann i hht NS-EN ISO 10705-2

« 12 steg

* Analysevolum: 1 — 10 ml ravann.

« Egnet for prgver med hgy konsentrasjon av bakterier

« Dyrkingsmedium: Modified Sholten’s Agar

16 Nemko




@bluephugm
Viral indicators for Safety

Bluephage EASY KITS -1S0 Kit - BP1601

Kilde: bluephage
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Somatiske kolifager pa MSA skal
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Erfaring

Enkelt at alt er i et kit. Grei steg for steg
veiledning

Hele prosessen tar flere timer, men mye tid
mellom stegene i starten

Liten mengde (1 ml) rdvann som testes, ingen
vekst gir <100 PFU/100 ml

Ved test av 10 ml ravann blir det lett kKlumper |
rgret med ssMSA. Temperering av vannprgven
viktig, jobbe raskt. Ha neste steg klart

 Blir fa prover pr sett i kitet -

Samle prgveinnlevering for a starte flere prgver
pa samme tid

Tid fra uttak til analysestart, 48 timer? 72 timer?

Verifisering av metoden og sgknad akkreditering
vil komme — nar revidert DVF gjgres gyldig

@mko
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