LIVSMEDELSVERKETS SAMARBETSRAPPORT $2019 nr 02

Bevattningsvatten

Kunskapsunderlag

*
7T

. @Q

Folkhdlsomyndigheten

S

R
SLU S

\ STATENS,
\ VETERINARMEDICINSKA
A\ T

FOI @ Livsmedelsverket



Denna titel kan laddas ner fran:

Citera garna Livsmedelsverkets texter, men glom inte att uppge kéllan. Bilder, fotografier och illustrationer ar skyddade av
upphovsratten. Det innebér att du maste ha upphovsmannens tillstand att anvanda dem.

© Livsmedelsverket, 2019.

Forfattare:

Livsmedelsverket: Jakob Ottoson, Rikard Dryselius, Mia Egervirn, Karin Jacobsson och Asa Svanstrom. FOI: Mats Forsman,
Jon Ahlinder och Moa Hagglund. Folkhdlsomyndigheten: Caroline Schonning och Anneli Carlander. RISE: Charlotta
Lofstrom och Jimmy Kjellén. SVA: Josefine Elving. SLU: Beatrix Alsanius och Lars Mogren..

Rekommenderad citering:
Livsmedelsverket, FOI, Folkhdlsomyndigheten, RISE, SVA och SLU. 2019. S 2019 nr 02: Bevattningsvatten.
Livsmedelsverkets samarbetsrapport. Uppsala.

52019 nr 02
ISSN 1104-7089

Omslag: Livsmedelsverket


http://www.livsmedelsverket.se/bestall-ladda-ner-material/

FOrord

Denna rapport ér ett kunskapsunderlag som tagits fram inom ramen for projektet “Kontaminering av
atfardiga vegetabilier med fororenat bevattningsvatten — riskbaserade riktlinjer och konsensus i
overvakningen”. Projektet finansierades av Myndigheten for samhéllsskydd och beredskap (MSB) och
pagick 2015 — 2017. Forutom Livsmedelsverket deltog Folkhidlsomyndigheten, Totalforsvarets
forskningsinstitut (FOI), Jordbruksverket, Research Institutes of Sweden (RISE), Statens
Veterinirmedicinska Anstalt (SVA) samt Sveriges lantbruksuniversitet (SLU) i projektgruppen’. Ett
sdrskilt tack till Bengt Gunnarsson och John Wikstrom for hjdlp med provtagningen.

Det har skett en trend under de senaste decennierna med fler fall och utbrott orsakade av dtfardiga
vegetabilier. Vidare ar utbrotten ofta svéra att spéra; séllan kan man faststélla orsaken till
fororeningen, men bevattningsvatten anses vara en viktig kélla. Pa flera hall inom landet konkurrerar
bevattningen med vattenuttag for andra behov men dven konkurrens mellan odlare forekommer. Med
torrare klimat pd manga stillen i Sverige under véxtsdsong okar trycket pd vattentikterna vilket
riskerar att forsdmra kvaliteten pa vattnet samt leda till en begrénsning av uttaget vilket riskerar
produktkvaliteten.

Det finns ett behov av végledning. Detta blev tydligt vid den workshop som hdlls drygt halvvigs in i
projektet till vilken odlare, bransch och kontrollmyndigheter var inbjudna. Syftet med workshopen var
dels att redogora for vad vi hade gjort inom projektet, men framfor allt att fa reda pa vilka behov som
finns, vilket i huvudsak var tvé saker: 1. Tydliga riktlinjer frdn ansvariga myndigheter, samt 2. Enkel
och tillgdnglig information. Detta fick till f6ljd att vi under det sista aret av projektet fokuserade pa att
ta fram lattillgéngligt material inom négra sérskilda delar dér vi i projektgruppen ansag att det fanns
savil behov som tydliga vinster i form av sdkrare produktion av hogkvalitativa vegetabilier:

Rédd for vatten — ta prover! — Analyser och provtagningsintervall®
Vattenrening for 6kad hygien vid odling av frilandsgronsaker och bér
Hall bevattningsroren rena — skotsel av utrustning for bevattning
Anlédggning av bevattningsmagasin — samla in vatten under vintern

5. Lagar och regler vid uttag av vatten for bevattning

bl .

Dessa &r publicerade i serien LTV-fakultetens faktablad som ges ut av Sveriges lantbruksuniversitet
(SLU) och ér till for att anvéndas i utbildningssyfte eller direkt av odlare.

Jakob Ottoson, projektledare, augusti 2018

* Medverkande forskare: Livsmedelsverket: Jakob Ottoson, Rikard Dryselius, Mia Egervarn, Karin Jacobsson och Asa Svanstrém. FOI: Mats Forsman, Jon Ahlinder
och Moa Hagglund. Folkhdlsomyndigheten: Caroline Schonning och Anneli Carlander. RISE: Charlotta L6fstréom och Jimmy Kjellén. SVA: Josefine Elving. SLU:
Beatrix Alsanius och Lars Mogren.

2 Detta underlag fanns framtaget av SLU (som ingick i projektgruppen) sedan tidigare och bedémdes fortfarande vara aktuellt.

LIVSMEDELSVERKETS SAMARBETSRAPPORT —S 2019 NR 02 3



LIVSMEDELSVERKETS SAMARBETSRAPPORT —S 2019 NR 02



Innehall

o] o] oo HU T T TSP P PO PRROPPP 3
(0o | 115 - T T PP P PO PRP PP 7
SAMIMIANTAEENING ..eeii it e et e e s st e e e s bbe e e e s bt ee e e s b be e e e enbeeeeeabeaeeeareeeeenarees 9
SUIMIMAIY ettt et e e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et aaaaaaaaaeaaaaaaaaaaaaaaaeaeaaeaaaaaaaaaneaens 10
[T Lu o] RV | =T TP PP PP PO PPPPPPPPPO 10
191 1T oY Lo = PSR 11
i oo oI V=4 [TV [ o= | RSP 11
Livsmedelshygien i primarproduktion..........cccueiiieiiii i 11

2 =4 U1 o PSPPI 12
BedOmning av vattenkValitel .......ccveii i e 13
Indikatorer for bedomning av vattenkvalitet.........cceeiviiiiiiiiiieeccec e 13
Riktlinjer och regelverk inom EU for beddmning av vattenkvalitet.......ccccceveveeeiiiieeinccee e, 14
Svenska regler och rad for bedomning av vattenkvalitet .........ccceeceeeiiiecie e 15
| | T =43 A =T o [P PT PP 16

Lo U] TR = o T o | PRSP 16

LG Lo] o - | I G Y 2P PRSP 17
Nationella bransChriktlinJer ... ...oe i e e e 17
Lagar och regler 0m VatteNULLAZ......cccovcuiiii i e e e e e e e e e e e e ares 18
(810 Te 1Y 8o ] (a1 ] == PR 19
Bevattningssystem 0Ch ProVtagning ........ceiiciieii it e e e e raba e e e nres 19
Resultat fran provtagningar @V VAtLEN .........cueiiiieiiii ettt e et s e e aae e ae e s bae e s aveeeans 21
Mikrobiologisk kvalitet vid vattenkalla .........cc.eeeeeiiiiiiiie e 21
Mikrobiologisk kvalitet Vid SPridare ..........eeeeciiiiiiiiiii e s 22
Mikrobiologisk kvalitet fore och efter transport i rorsystem.......cccveeeveciieeiiciiee e, 25
Mikrobiologisk kvalitet fore och efter lagring i Magasin........cccccvvcveei e, 25
Mikrobiologisk kvalitet fére och efter desinficering med UV/fotokatalys.........ccccceveveenieneennnnnn, 26
FOrekomst av bakteriofager ... ..o eiii e e 27
Resultat fran provtagning aVv SOOI ........ueicuieiiieeciee ettt etee e sae s te e e sta e e s beeetae e s aaeeeabaeesareeeanes 28
Mikrobiologisk Kvalitet Pa grodOr ........eciuviiiiiie ettt ettt et e e e e ree e aae e e beeennas 28
Resultat — sammanfatining ......cooociiiii i e e e 31
Vattenkvalitet hos svenska 0dlare ...........cooverieiiiiiiiiie e 31
Fororening av grodor hos sVenska 0dlare ..........ooouieiiiiiieiicciiee e 31
Amplikonsekvensering som komplement till traditionella indikatorer...........cceccvveeeiieeeicnnnnn. 32

Z Tal a1 = 1R AV o 1 Q7 [ o [T oY 33

LIVSMEDELSVERKETS SAMARBETSRAPPORT —S 2019 NR 02 5



o T e (Yo N ] 1T o 1oV -SSR 33

FAroKaraKtariSEIING ...ccccuvieei et e e et e e e e e e e e e e bae e e e sabee e e esataeeeesntaeeeenareeeeenrens 33
EXPONEIINGSUPPSKATENING .eeiieiiieeieiiee ettt e e e e et e e e e ebae e e e eabae e e eeabeee e ennbeeeeeenseeeeennsees 34
Y T ]S 1§ =T o= USSP 35
KANSHGNEESANAIYS ..evveiieieee e et e e e e e e st e e e st e e e e e abae e s enbaeeeennbaeeeenreeas 37
DAt@lUCKON <.ttt sttt et b e bt b e sttt e b e e beesbeesane e 37
RISKNANTEIINGSATZATTURY ....eveieeeieeee ettt ettt e e te e et e e eae e e beeeeateeebeeesaseesabeeeasaeesareeenseeenns 39
[DF 4] 0 T 1 PP P PP OPPRROP 39
Vattenkvalitet 0Ch ProVEagNING ... ...coi i e e e et ee e s e b e e e e e abeee e ennes 39
RV =T o =T o o ¥ =SSP PPPPPPPPPPPPPRE 40
U USTNING . s 40
=T E Ao [ O T PR P PR PTUPRUPRRPPR 41

Y o] 1 1113 V-SSR 41

) [0 1 £ =T O OO PP U PP UR USRI 42
Forekomst av patogener 0Ch iNdiKatorer..........oooiiii i 42
LTI V= 1 e (=T T =SSR 42
LTI S a F= Yo =] 1 V=SS SRR 43
2] ECT =T o 1= OO PP PRUPPRPPR 44
Bilaga 1. Mikrobiologiska analySMETOTEN .........ccecuiiiiieiiiee e e e e e e e aaeaean 48
RV L= o PP PP OTPPT PPN 48
[CT 4 o o (o] TSP P O TUP PP 48
Bilaga 2. AMPIKONSEKVENSEIING .......vii ittt e et e e et e e et a e e e e s abae e e e asaeeesansaeeeeannraeans 50
Bakteriesamhallen i vatten och livsmedel..........oouiiiiiiiii e 53
Karaktérisering av diversiteten i bevattningsvatten .........cccoccovieiieciiee e 53
Signaler for fekalier och potentiella patogener i bevattningsvatten ........ccccccoecvveeeeciieeecciieeeens 55
KOrTElatioNSANAIYSEN ...t e e e e st e e e et b e e e s et e e e e e nbaeeeeeabeeeeenreeas 57

N Lo [ a1 Y =CF T o =Y VAT SO S 58

6 LIVSMEDELSVERKETS SAMARBETSRAPPORT —S 2019 NR 02



Ordlista

Amplikonsekvensering — Sekvensering av ett specifikt DNA- eller RNA-segment (amplikon). I
projektet sekvenserades ett specifikt uppforokat segment av 16S rDNA vilket ger svar pé vilka
bakteriefamiljer och/eller slikten som finns i ett prov

Bakteriofager — Virus som infekterar bakterier. Analys av bakteriofager gjordes inom projektet som en
indexorganism (se nedan) for nirvaro av tarmvirus sdsom norovirus som orsakar vinterkraksjuka.

Borra — (Djup)borrad brunn, i vilket vattnet oftast har en bra mikrobiologisk kvalitet.

E. coli — Escherichia coli, ar en bakterieart som framst lever och forokar sig i tarmen hos varmblodiga
djur. De allra flesta E. coli-bakterier 4&r harmldsa, men vissa stammar kan orsaka magsjuka. Dessutom
ar E. coli den bakterieart som orsakar flest urinvéigsinfektioner och blodférgiftningar i Sverige. 1
projektet analyserades E. coli som en fekal indikator (se nedan).

ESBL-bildande E. coli — E. coli-bakterier som kan producera enzym (extended spectrum beta-
lactamase) vilket gér dem resistenta mot flera typer av betalaktamantibiotika sdsom penicilliner och
cefalosporiner. En eventuell infektion med ESBL-bildande E. coli ér sirskilt svarbehandlad.

Fekala indikatorer — Organismer som analyseras i syfte att méita avforingspaverkan i ett prov, t.ex.
E. coli och enterokocker. Nérvaro av fekal fororening innebar storre sannolikhet for forekomst av
magsjukeframkallande mikroorganismer.

Fotokatalys — Rening av vatten med hjélp av UV-ljus och titandioxidmembran. En fotokatalytisk
process leder till nedbrytning av fororeningar till vatten och koldioxid. Dock erhalls séllan full
nedbrytning genom fotokatalys.

Indikatororganismer — Organismer som analyseras for ett specifikt syfte sdsom att 1. bedéma hur
effektiv en beredningsprocess ér eller forutsittningar for mikrobiologisk tillvixt (generella
indikatorer), 2. nérvaro av fekal fororening (fekala indikatorer) eller 3. Organismer som efterliknar
beteendet hos vissa sjukdomsframkallande mikroorganismer och ddrmed indikerar nirvaro av dessa
(index- och modellorganismer).

Koliforma bakterier — definieras som alla aeroba och fakultativt anaeroba, gramnegativa, icke
sporbildande, stavformiga bakterier som forjdser laktos med gasbildning inom 48 timmar vid 35 -

37 °C; omfattar bland annat sldktena Escherichia, Enterobacter, Citrobacter och Klebsiella. 1 projektet
analyserades koliforma bakterier som en generell indikator (se ovan).

Shigatoxinproducerande E. coli (STEC) — Specifika stammar av E. coli som har féormégan att
producera shigatoxin. Infektion med STEC kan ge allt ifrdn milda symptom till blodig diarré samt leda
till njursvikt. Sjukdomen hos ménniska bendmns enterohemorragisk E. coli (EHEC).

Triplikat — Tre oberoende prover (replikat) fran en provtagningskailla (t.ex. tre salladshuvuden fran ett
falt) tagna vid samma tillfélle. Ett sallatshuvud utgdr ett replikat.
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Sammanfattning

Livsmedel fran véxtriket kan 1 vissa fall sprida mikrobiologisk smitta. Bér, bladgrént och groddar
medfor en sérskild risk. Det beror pa att de ofta éts rda eller efter minimal tillredning. Vi virmer dem
inte innan vi dter dem.

Om livsmedlen &r kontaminerade ar det med stor sannolikhet orsakat av bevattningen. Vattnet kan ha
varit paverkat av avforing. Det kan ocks4 bero pa spillning frén vilda djur. Aven naturgddsel kan
fororena produkterna vid stink fran jord.

Syftet med detta projekt var att se over kvaliteten péd vatten for bevattning i Sverige. Vi ville koppla
det till mikrobiologiska risker och utifrn det ta fram underlag till nationella rdd och riktlinjer. Mélet
ar “en sikrare produktion av dtfardiga béar och gronsaker som bittre forebygger sjukdomsutbrott”.

Det visade sig att kvaliteten pa vattnet generellt sett var god hos odlarna i projektet. Det samma géller
grodor. I vatten hittade vi enstaka sjukdomsframkallande mikroorganismer och ESBL-bildande E. coli.
Dessa hittade vi dock endast i ytvatten som var mer fororenade av avforing och spillning. Men endast
ett fital prov pa groda visade pé hogre fekal fororening. Majoriteten av dessa kom fran en och samma
odlare, som bevattnade med vatten fran en damm. Vi hittade inga patogener pa grodor. Daremot var ett
prov pa vitkal positivt for ESBL-bildande E. coli.

Vi gjorde en kvantitativ riskvirdering av Shigatoxinproducerande E. coli (STEC) frén isbergssallat.
Den visade att 4ven en liten fororening orsakad av avforing och utan pavisade STEC-bakterier i
bevattningsvattnet kan utgora en risk for mag-och tarminfektion. Riskvérderingen kan anvéndas som
underlag for att foresla mikrobiologiska kriterier, till exempel pé vattenkvalitet. Vi behover dock
beakta osdkerheterna med virderingen. De viktigaste osékerheterna var utsondringen av och
patogeniciteten hos STEC fran infekterade notkreatur. Hur mycket av dessa fastnar pa den bevattnade
grodan? Hur stor dr sannolikheten att infekteras vid laga doser (enstaka STEC-bakterier)? Och hur stor
ar risken av stank fran jord?

Det finns olika &tgéirder att ta till for att minska sannolikheten for utbrott och sjukdomsfall. Dessa ar 1.
Kriterier for vattenkvalitet. 2: Rening av vatten som inte uppnar dessa kriterier. 3. Infora en
uppehéllstid mellan sista bevattning och skord. 4. Dessutom kan konsumenterna skdlja produkterna
innan de konsumerar dem. Det &r ocksa viktigt att se till att halla utrustningen ren, exempelvis rér och
munstycken. Pa sa vis undviks fororeningar och tillviaxt av bakterier.

Om ytvatten maste anvindas for bevattning under de sista tva veckorna innan skord bor ett
provtagningsprogram utformas. Proven bor da visa pa 14g fekal férorening samt avsaknad av
Salmonella. I bésta fall bor ytvatten renas fore bevattning. Detta kan goras till exempel med hjélp av
fotokatalys, UV-ljus eller filtrering. De sista tva dagarna fore skord bor dock endast vatten av
dricksvattenkvalitet anvéndas.

I en framtid med sjunkande grundvattennivéer, torrare somrar och blotare vintrar finns ett behov av att
samla in vatten for bevattning. Det bor goras under hostregn och varfloder, samt vintertid. Vattnet far
sedan lagras i magasin. Vatten fran bevattningsmagasin kan behdva renas innan det anvénds for
bevattning beroende pa hur skyddat magasinet &r fran fororeningar.
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summary

Irrigation water

Vegetable products such as berries, leafy greens and sprouts pose a particular risk of transmitting
infectious diseases since they are eaten raw. Irrigation using faecally contaminated water is the most
likely source of infectious agents but wild animal faeces and manure can also contaminate the products
from soil. The purpose of this project was to provide an overview of irrigation water quality in
Sweden, link it to microbiological risks and, based on this information, develop data for national
guidelines with the aim of safe production of edible berries and vegetables that better prevent disease
outbreaks.

The quality of both water and crops was generally good at the farms included in the project. Pathogens
and ESBL-producing E. coli were occasionally found in water. However, these were only isolated
from surface water samples that were more polluted with respect to faccal indicators. Only a few crop
samples showed higher faecal contamination. The majority of these samples were from one farmer
using pond water for irrigation. No pathogens were detected on the crops. However, one cabbage
sample tested positive for ESBL-producing E. coli.

A quantitative risk assessment of Shiga toxin-producing E. coli (STEC) from iceberg lettuce showed
that even low faecal contamination and the absence of detected pathogens in irrigation water can still
pose a risk of gastrointestinal infection. This risk assessment can provide the basis for microbiological
criteria, for example, with regard to water quality. However, the uncertainties associated with the risk
assessment need to be taken into account. The main uncertainties were 1: the excretion and
pathogenicity of STEC from infected cattle, 2: the proportion of these that adhere to the irrigated crop,
3: the likelihood of being infected at low doses (single STEC bacterium) and 4: the importance of soil
contamination.

Various measures that can reduce the likelihood of foodborne outbreaks and disease cases are 1:
criteria for water quality, 2: purification of water not achieving these criteria, 3: residence time
between irrigation and harvest and 4: consumers rinsing the produce. It is also important for farmers to
keep equipment such as pipes and nozzles clean to avoid contamination and bacterial growth.

If surface water is used for irrigation (for example, in the absence of a safe groundwater supply),
during the two weeks prior to harvest, a sampling programme should be implemented to ensure low
faecal contamination and the absence of Salmonella. However, only water of drinking water quality
should be used two days prior to harvest. It would be preferable for surface water to undergo
purification before irrigation. This can be achieved, for example, by photocatalysis, UV light or
filtration.

In a future with decreasing groundwater levels, drier summers and rainier winters, there is a need to
collect water for irrigation during the autumn rains, spring floods and wintertime to be stored in
reservoirs for later use. Water from reservoirs may need purification before being used for irrigation,
depending on how protected the reservoir is from contamination.

N.B. The title of the publication is translated from Swedish, however no full version of the publication has been produced in English.
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Inledning

Syfte och avgransningar

Syftet med detta projekt var att skapa en dversikt 6ver bevattningsvattenkvalitet i Sverige, koppla
denna till mikrobiologiska risker och utifrédn detta ta fram underlag till nationella rad och riktlinjer.
Malet ar en sékrare produktion av dtfardiga bar och gronsaker som battre forebygger sjukdomsutbrott.

e Projektet avsdg att undersoka den mikrobiologiska kvaliteten pa bevattningsvatten, men inte
skoljvatten och annat processvatten som senare i produktionen kan kontaminera produkten.

e Projektet avsdg att undersoka den mikrobiologiska kvaliteten pa bevattningsvatten for odling
av atfardiga gronsaker och bér och inte for produkter som normalt upphettas innan fortiring.

e Projektet avsag endast att ta fram underlag till rad och riktlinjer, men inga nya regler, till
aktdrer och verksamhetsutovare. Syftet ar att verksamhetsutdvare, baserat pa detta, ska ta fram
sina egna (bransch)riktlinjer.

e Inga nya analysmetoder utvecklades inom ramen for projektet eftersom befintlig metodik hos
de samverkande myndigheterna redan tackte projektets behov. Daremot anvéndes mer
avancerad metodik (amplikonsekvensering) i analyserna dn vad som &r brukligt vid analys av
vatten och livsmedel. Detta gjordes i syfte att framgent kunna utveckla nya metoder for att
identifiera faror och spara utbrott.

Livsmedelshygien i primarproduktion

Gronsaks- och barodlare och andra inom priméarproduktion betecknas som livsmedelsforetagare och ar
ansvariga for sikerheten av sina produkter. For att uppna en hog skyddsniva for ménniskors hilsa
bygger livsmedelslagstiftningen pa riskanalys (forordning (EG) 178/2002). Lagstiftningen &r
malinriktad och beskriver darfor inte vad som rent praktiskt behdver goras i verksamheten for att
uppfylla malen utan alla foretagare ska ha rutiner for en séker och hygienisk produktion, inklusive
rutiner for egenkontroll, s& att mélen i lagstiftningen uppfylls (LRF, 2014). For att forhindra
kontaminering med smittdmnen via bevattningsvatten ska det vatten som anvéinds vid produktion av
vaxtprodukter vara tillrickligt rent - dricksvatten eller rent vatten - for att inte medfora en hélsorisk for
konsumenter (bilaga I till férordning (EG) 852/2004 om livsmedelshygien). Som stdd till foretagen for
att uppna detta har ett antal riktlinjer och kvalitetssédkringssystem tagits fram pa olika nivaer (se
nedan).
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Bakgrund

Andelen livsmedelsburna utbrott som kan spéras till konsumtion av vegetabilier har 6kat under de
senaste decennierna. Denna 6kning kan inte enbart forklaras av en 6kad konsumtion (EFSA 2013b).
Vegetabilier, sédrskilt bar, bladgront och groddar, medfor en sérskild risk avseende spridning av
mikrobiologisk smitta eftersom de ofta dts raa eller efter minimal tillredning och inte genomgar
viarmebehandling. Detta askadliggjordes av det stora utbrottet av E. coli O104:H4 i Tyskland 2011
som kunde hérledas till fororenade groddar (Buchholz, et al., 2011). Ett utbrott som ledde till att drygt
3 800 personer insjuknade varav 54 avled (EFSA, 2013a). I Sverige insjuknade 135 personer 2005 i
enterohemorragisk E. coli (EHEC) efter konsumtion av isbergssallat (Soderstrom, et al., 2008).

Att spara smittdmnen till atfardiga vegetabilier dr dock mycket svart. Vanligtvis hinner blandningar av
produkter konsumeras och dessutom &r héllbarheten ofta kortare &n den tid det tar att upptécka smitta
hos konsument. Detta gor det svart att peka ut en specifik produkt, eftersom eventuellt 'bevismaterial'
redan dr forsvunnet nér en utbrottsutredning paborjas (Lynch, et al., 2009, Mikhail, et al., 2018).
Verifierade utbrott har oftast orsakats av frysta hallon kontaminerade med norovirus (EFSA, 2014a).
Detta beror sannolikt pa att det dr en av fa atfardiga vegetabilier som forses med forlangd héllbarhet
genom infrysning utan foregdende virmebehandling, vilket medfor att material finns kvar for
provtagning under utredning.

Parallellt med och delvis pa grund av svarigheter med smittsparning vet man relativt lite om hur
smittdmnen nér bar och gronsaker. En sdrskilt tillsatt expertpanel inom EFSA har dock gjort
bedomningen att avforingspaverkat vatten som anvénds for bevattning och dven besprutning av bar
och gronsaker sannolikt utgor en sérskilt stor risk (EFSA, 2013b, EFSA, 2014a, EFSA, 2014b). Ett
flertal storre EHEC-utbrott som har skett i bland annat USA (tomater, bladgronsaksblandning, spenat)
(Crowe, et al., 2015), Kanada (sallat) (Tatarym, et al., 2014), Finland (sallat) (Nousiainen, ef al.,
2016) och Sverige (sallat) (Soderstrom, et al., 2008) stodjer denna beddmning.

Trots uppenbara risker och dterkommande kriser orsakade av fororenat bevattningsvatten dr kunskapen
om dess kvalitet 1ag 1 Sverige. Avsaknad av regelverk och tydliga riktlinjer innebér att enskilda aktorer
och producenter sjilva avgdr bade om och hur kvaliteten pa bevattningsvattnet ska bedémas. I vissa
fall nyttjas kvalitetsindikatorer och grénsvirden i rad och regelverk avseende annat vatten, som
exempelvis basséng- och strandbad eller dricksvatten fran enskild brunn, for kvalitetsbedomning (se
vidare nedan) (Alsanius, 2014). Flera av dessa indikatorer dr dock inte anpassade for att bedoma
avforingspaverkan, och dédrmed inte heller mojlig forekomst av tarmsmitta. Déarfor kan vérdet av
analyserna vara mycket begrinsat ur riskhdnseende. Behovet av béttre kunskap om och en riskbaserad
Overvakning av bevattningsvattens kvalitet dr darfor stort.
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Bedomning av vattenkvalitet

Indikatorer for bedomning av vattenkvalitet

Inventering av fororeningskéllor i och kring vattentikten ger ett viktigt underlag avseende potentiellt

fororeningstryck pa och sannolika mikrobiologiska risker i bevattningsvattnet. En 6vervakning av
vattenkvaliteten dr nodvandig for att beddma denna paverkan. Direkt métning av
sjukdomsframkallande mikroorganismer &r svart eftersom de ofta forekommer i laga halter och &r bade
kostsamma och tidskrédvande att analysera. Darfor 6vervakas vanligtvis mer lattanalyserade indikatorer
som pa olika sitt och i olika grad kan relateras till férorening och risk (Tabell 1).
Indikatororganismerna kan delas upp i tre olika typer (Anon, 2017b):

e Generella mikrobiologiska indikatorer anvinds for att bedoma effektivitet i
beredningsprocesser och forutsattningar for mikrobiologisk tillvaxt.

e Fekala indikatorer antyder nirvaro av fekal férorening och darmed risk for forekomst av
sjukdomsframkallande mikroorganismer.

e Index- och modellorganismer omfattar organismer som indikerar nérvaro av respektive
efterliknar beteende hos sjukdomsframkallande mikroorganismer. Till exempel ér E. coli
indexorganism for Salmonella och somatiska kolifager modellorganism for patogena

tarmvirus.

Tabell 1. Indikatoranalyser och generell kommentar om deras egenskaper

Parameter/analys

Kommentar

Odlingsbara mikro-
organismer, 22 °C, 3d

Koliforma bakterier

Escherichia coli

(E. coli)

Intestinala
enterokocker

Clostridium perfringens

Somatiska kolifager

Pseudomonas

aerigunosa

Generell mikrobiologisk indikator med begransad koppling till fekal férorening.
Kraftigt forhojda halter kan i vissa fall indikera risk. Analystid tre dygn.

Svag fekal indikator eftersom manga arter forekommer och kan tillvaxa i miljon,
till exempel i ett bevattningsmagasin. Kan indikera ytvattenpaverkan av ett
grundvatten. Analystid 18-24 h.

Viktig fekal indikator med ytterst begransad formaga att tillvaxa i miljon. God
korrelation till forekomsten av STEC och Salmonella i internationella studier.
Analystid 18-24 h.

Viktig fekal indikator med begrinsad férmaga att tillvixa i miljén. Overlever
langre an E. coli och ar ett bra komplement i ett 6vervakningsprogram. Analystid
24-48 h.

Sporbildare med lang 6verlevnad. Svagare fekal indikator eftersom den aven
forekommer i formultnande vaxter och jord. Analystiden ar 18-24 h for

presumtiva C. perfringens och 48 h for konfirmerade.

Bakteriofager ar virus som infekterar bakterier och anvands som indikator for
virusférekomst. Analystid 6-18 h.

Indikator for desinfektionseffekt och bakteriell tillvaxt i bassangbad.

P. aerigunosa ar aven potentiellt patogen. Analystid 18-24 h
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Riktlinjer och regelverk inom EU for bedomning av vattenkvalitet

I'maj 2017 publicerade EU-kommissionen en védgledning om hantering av mikrobiologiska risker med
farska frukter och gronsaker i priméarproduktionen genom god hygien (EU, 2017). Som stéd for
odlarnas faroanalys med avseende pa bevattnings-vattnet finns en riskmatris som kombinerar typ av
vattenkilla med bevattningssdtt och huruvida grodan konsumeras tillagad eller inte (Tabell 2). I denna
rekommenderas olika provtagningsfrekvenser (hog risk, manatlig; medium, tva per ar; 1ag, en gang per
ar) med troskelvirden for £. coli (100 till 10 000 CFU/100 ml) for vad som &r en acceptabel
vattenkvalitet for anvéndning i olika typer av verksamheter. Vigledningen rekommenderar bl.a. att
vatten som anvinds for bevattning inom tva veckor fore skord av farska frukter och gronsaker som kan
dtas utan tillagning bor vara av dricksvattenkvalitet nér det &r mdjligt (Tabell 2).

Tabell 2. Troskelvarden for bevattningsvattnets mikrobiologiska kvalitet vid odling av farska frukter och grénsaker som
sannolikt fortars utan tillagning fram till tva veckor fore skord. Darefter bor vatten av dricksvattenkvalitet anvdndas om sa
ar mojligt (EU, 2017)

Anvéndning Vattenkalla Indikator
Grundvatten Behandlat Desinfi- Kommu- E-coli
Obehandlat  fran Obehandlat  slam/yt-/av-  cerat nalt (CFU/100
Bevattning dar vattnet ytvatten?! brunnar? regnvatten loppsvatten vatten vatten ml)

kommer i direkt kontakt

med den atliga delen X X n ° ° 100

inte kommer i direkt

kontakt med den atliga
X X n ° ° 1000

delen

! Ytvatten och grundvatten fran brunnar (t.ex. borrhal) kan vara av god mikrobiologisk kvalitet och uppfylla gransvardet pa 100 CFU/100 ml
utan behandling. Djupborrade brunnar uppfyller i regel dricksvattenkvalitet.

X = bor inte anvandas; om odlaren inte har nagot annat val an att anvdnda det bor hogfrekvent testning genomféras eller
vattenrening/desinfektion 6vervagas, med troskelvarden for E. coli; m = Kan anvandas men omfattas av provtagning. Odlaren bor utféra
tester med medelhog frekvens, med troskelvarden for E. coli; ® = Kan anvdandas men omfattas av provtagning. Odlaren boér utfora tester
med lag frekvens, med troskelvarden for E. coli; ¢ = Kan anvéndas utan nagon provtagning eller analys eller endast med sadan analys som
krédvs for att 6vervaka vattendesinfektion.

Det finns ett fatal ldnder inom EU som tillimpar egna regelverk och riktlinjer for bedomning av
bevattningsvattnets hygieniska kvalitet, t.ex.:

e Tyskland (Anon, 1999) tillimpar ett regelverk som grupperar vattenkvaliteten i fyra klasser
utifrén hur vaxtprodukterna ska anvindas (Tabell 3).

e Finland (Anon, 2011) tillimpar mikrobiologiska gransvérden baserade pa motsvarande
gransvérden for badvatten. Finland har ocksa ett inhemskt kvalitetssakringssystem dar
reglerna kring bevattning ar bestéimda i Jord- och skogsbruksministeriets forordning om
livsmedelshygienen vid primérproduktion av livsmedel. Lagstiftningen haller for nérvarande
pa att ses dver (Tabell 3).

e Den irlindska livsmedelsmyndigheten, FSAI (2016) har nyligen tagit fram riktlinjer med en
riskmatris som liknar den i EU-kommissionens vigledning (Tabell 2), fast med titare
provtagningsfrekvens &n vad vigledningen rekommenderar (se ovan).
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De flesta regelverk och riktlinjer bygger framst pa undersokningar av olika indikatorbakterier. Det dr
dock otydligt vad som ligger till grund f6r bestimmelserna i de olika underlagen och det finns inte
heller ndgon konsensus mellan underlagen vad géller t.ex. parametrar, grians-/riktvirden,
provtagningssitt eller provtagningsfrekvens (Alsanius, 2014).

Tabell 3. Grénsvarden for vattnets mikrobiologiska kvalitet enligt regelverk och riktlinjer i Tyskland och Finland

Land (Standard) Vattenkalla Anvandning E. coli Intestinala Salmonella

(cfu/100ml)  enterococker

(cfu/100ml)
Tyskland Ej def. Bevattning av frilands- och <200 <100 Ej pavisad i
vaxthusodlade kulturer for 100 ml
(DIN 19650) ,
farskkonsumtion (klass 2)
Finland Ej def. Bevattning av grodor dar <300 <200 -
vattnet kommer i direkt
(1368/2011)

kontakt med den atliga

delen

Svenska regler och rad for bedomning av vattenkvalitet

Det finns inget svenskt regelverk som styr hygienisk kvalitet av bevattningsvatten. Daremot finns
regelverk for bedomning av andra typer av vatten; dricksvattnets kvalitet regleras genom
Livsmedelsverkets foreskrifter (Livsmedelsverket, 2001) och kvaliteten pa badvatten regleras genom
Havs- och vattenmyndighetens foreskrifter och allméinna rdd (HAV, 2012). Grénsvarden for
mikroorganismer i dessa vattentyper finns angivna i Tabell 4 vid sidan om Livsmedelsverkets rdd om
enskild dricksvattenforsorjning samt Folkhdlsomyndighetens allminna rdd om bassdngbad
(Livsmedelsverket, 2015; Folkhidlsomyndigheten, 2014). I raden finns for mikroorganismer angivna
riktvarden, vilka bor anvdndas som underlag for bedomning av den typen av vattenprov (Tabell 4).
Det ar dock inte tydligt till vilka av dessa riktlinjer fran myndigheterna som olika certifieringsorgan
hanvisar till (se vidare nedan).
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Tabell 4. Gransvarden for mikrobiologisk kvalitet av olika typer av vatten enligt regelverk och riktlinjer i Sverige

Typ av vatten Antal mikro- Koliforma E. coli Intestinala Pseudomonas
organismer bakterier enterococker aeruginosa
(cfu/100
(cfu/ml) (cfu/100 ml) (cfu/100 ml)
ml)
Dricksvatten <10t Pavisad? Pavisad?

(SLVFS 2001:30)

Kustvatten < 2502 <1002

(HVMFS 2012:14)

Inlandsvatten (HVMFS <5002 <2002
2012:14)
Dricksvatten, enskild < 500! <10t

(Livsmedelsverket,
2015)

Bassangbad <100 Ej pavisad i 100

ml
(FOHMFS 2014:12)

! Grinsvirde for otjénligt vatten 2 Utmirkt kvalitet baserat pa en 95-percentilsbedémning
Kvalitetssakringssytem

IP frukt & gront

IP-standarden (Sigill Kvalitetssystem, 2016) &r en standard for kvalitetsséikrad produktion, genom
tredjepartscertifiering, av bér, frukt, potatis, frilands- och vixthusgronsaker. De tre definierade
nivéerna i standarden innehaller krav baserade pa svensk lag och branschriktlinjer inom
livsmedelssékerhet. De kontrollpunkter och verifieringskrav (faroanalys) som ska uppfyllas avseende
val och hantering av bevattningsvatten omfattar genomforandet av en arlig riskbedomning av
bevattningsvatten som anvénds i ett odlingsforetag, inklusive forslag pa atgérder for att forhindra
produktkontaminering fran vatten. Vad géller bedomning av kvaliteten pa bevattningsvattnet bygger
Sigill Kvalitetssystem sin certifiering pa de grinsviarden som anges for mikroorganismer for badvatten
enligt Havs- och vattenmyndighetens foreskrifter (HAV, 2011), dock utan att specificera vad som ar
acceptabelt bevattningsvatten. Vidare finns specifika krav pa att tillrackligt manga prov ska tas ut for
analys och, dér sa ér relevant, att enbart anvénda vatten av dricksvattenkvalitet vid bevattning 48 h
eller mindre fore skord (Sigill Kvalitetssystem, 2016). Standarden med tillhérande stodmaterial héller
for nirvarande pé att uppdateras.
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Global GAP

Global GAP (2017) dr en global standard for god odlingssed. Grundtanken é&r att reglerna for odling
ska vara desamma varlden 6ver, for att underlétta internationell handel. Precis som IP Sigills standard
ar detta en tredjepartscertifiering, vilket i detta fall innebar kontroll av internationellt erkédnda och
oberoende kontrollorgan (ISO/IEC). Den del av standarden som ticker vixtodling innehéller
kontrollpunkter och efterlevnadskriterier for kvalitetssdkrad produktion av frukt och gronsaker.
Vattenkailla, vattenkvalitet och bevattningstillfillen &r exempel pé kontrollpunkter som finns listade.
Standarden innehaller dock inga riktvédrden for hygienisk kvalitet pa bevattningsvattnet, forutom i de
fall behandlat avloppsvatten, misstidnkt férorenat vatten (t.ex. pd grund av utslépp uppstroms om
kéllan) eller atervunnet vatten anvénds som kélla for bevattningsvatten. Kravet &r i sadant fall att
Virldshélsoorganisationen WHOs riktlinjer (WHO, 2006b) for behandlat avloppsvatten uppfylls.

Nationella branschriktlinjer

Lantbrukarnas Riksforbund (LRF) har gett ut nationella branschriktlinjer for frilandsodling av
gronsaker och bér (LRF, 2014). Riktlinjerna omfattar bl.a. anvindning av bevattningsvatten och
beskriver vad odlingsforetagen kan gora for att uppfylla livsmedelslagstiftningen. Ett beslutstrad for
beddmning av bevattningsvattnets kvalitet (1ag eller hog risk for kontamination) rekommenderas som
stod i arbetet med att gora en faroanalys. Kommunalt vatten eller grundvatten anses medfora 1ag risk.
For att uppna avsedd standard med potentiellt fororenat grundvatten, ytvatten eller dammar krévs
daremot ett tillforlitligt bevattningssystem, att ingen bevattning sker 48 h innan skoérd samt att man gor
regelbundna analyser av vattnet, dven vid extrem véderlek. I annat fall rekommenderas att byta
vattenkalla (LRF, 2014). Inga specifika gransviarden for mikroorganismer anges i riktlinjerna.
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Lagar och regler om vattenuttag

Enligt SMHIs utredningar och scenarier for ett fordndrat framtida klimat 6kar avrinningen vintertid
medan somrarna i stora delar av landet kommer att bli varmare och torrare. I manga omrédden inom
Sverige blir tillgangen pé ytvatten for bevattning mycket begransad under perioder da behovet dr som
storst (SMHI, 2017). Manga vattendrag med sma eller medelstora avrinningsomraden och lag
vattenforing kan under dessa perioder bli torrlagda, eller vattenflodena sa 1aga att ndgot uttag for
bevattning inte tillats eftersom det biologiska livet riskerar att paverkas negativt. Under de senaste dren
har bevattningen okat, framfor allt inom jordbruket. Tidigare bevattnades huvudsakligen potatis,
faltodlade koksviaxter och betesvallar medan dven slattervallar, strasidd, oljevixter, sockerbetor samt
bir- och fruktodlingar bevattnas idag. Pa flera hall inom landet konkurrerar bevattningen med
vattenuttag for andra behov men @ven konkurrens mellan odlare férekommer. Enligt Miljobalken 11
kapitlet ar uttag av vatten for bevattning en vattenverksamhet som kréver tillstdnd (vattendom) eller,
om det géller sma uttag av ytvatten, anmédlan (SFS, 1998). Enligt Férordning (1998:1388) om
vattenverksamhet m.m. (SFS, 1998) racker det med anmilan i foljande fall:

e vattendrag — hogst 600 m*/dygn, dock hogst 100 000 m*/ar eller utférande av anliggning for
detta.
e 5jO —hogst 1000 m*/dygn dock hogst 200 000 m*/ér eller utforande av anlidggning for detta.

Om det dr uppenbart att varken allménna eller enskilda intressen skadas genom uttaget behovs vare sig
tillstand eller anmailan. Det dr Havs- och vattenmyndigheten som har det centrala ansvaret for
tillsynsvigledningen betraffande vattenverksamhet medan Lansstyrelserna utdvar tillsynen direkt
gentemot den som bedriver verksamheten. Léansstyrelsen kan dock dverlata tillsynen till kommunen.
Ett faktablad som hjélp for vigledning i processen om att soka tillstdnd eller anmila uttag av vatten
har tagits fram inom ramen for projektet (Alsanius & Jakowlew, 2017a).

Flera Lénsstyrelseer har tagit fram egna riktlinjer med intentionen att frimja en hallbar utveckling av
hilsosam och god miljo. Riktlinjerna géller dven vattenuttag fran sjoar som utgor en del av ett
vattensystem. Till exempel delas vattendrag i Skane och Blekinge in i tva kategorier, A och B. Som
kategori A klassas sirskilt viardefulla vattendrag (Anon, 2008, Anon, 2017a). Bevattningsuttag fran
sddana vattendrag far inte forekomma vid flode som motsvarar flode pa 30 % av drsmedelvattenforing
eller lagre. Uttag av vatten far inte heller ske om det foreligger risk att flodet pé nedstromsliggande
strdcka blir mindre 4n sa. Vattenuttag for bevattning fran vattendrag kategori B far inte forekomma nér
vattenforingen understiger 25 I/s per meter abredd baserad pé vattendragets bredaste punkt fran
uttagsstillet och nedstrdms™ (Anon, 2008, Anon, 2017a). Arsmedelvattenféringen ir i regel hogre in
flodet under vegetationsperioden vilket begransar mojligheterna for vattenuttag. Daremot kommer
vatten i samband med sndsmaéltning och nederbord under tidig var och host att floda 1 diken, backar,
aar och draneringssystem. Detta vatten kan samlas in i anlagda magasin for att sedan utnyttjas under
bevattningssdsongen. Ett faktablad om anldggning av dammar har tagits fram inom ramen for
projektet (Alsanius & Jakowlew, 2017b).
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Undersokningar

Bevattningssystem och provtagning

Under 2015 och 2016 togs prover hos 21 olika odlare varav 17 i Skéne, tre i Halland och en i Uppland.
Vattenprover togs sammanlagt vid 29 tillfillen; atta under 2015 och 21 under 2016. P4 fyra platser
togs prover vid mer én ett tillfélle. Vid varje provtagnings-tillfélle togs vattenprov i triplikat pa tva
platser i bevattningssystemet; sd néra vatten-kéllan och sa néra spridaren som mgjligt. De olika typer
av system som anvindes av odlarna som deltog i projektet finns beskrivna i Figur 1.

Pé en del platser togs under 2016 prov i triplikat pa grodor som bevattnats ovanifran. Exempel pa
grodor som provtogs ér olika typer av sallat (isberg, rucola, roman, gron krispsallat, lollo rosso, rod
huvudsallat), spenat, kélsorter (savoykal, blomkal, vitkal), kryddor (gréaslok, dill, persilja), jordgubbar,
zucchini och kronértskockblad.

System Schematisk 6verblick n

Borra

Ror
Spridare

Borra
Ror
Damm
Spridare
A

Rér
Spridare

A

Ror
Damm
uv
Spridare

Damm

Ror
Spridare

Figur 1. De olika vattensystem som férekom inom projektet samt antalet provtagningsomgangar (n) pa varje system (R.

ododo
0000
oo0d

Dryselius).
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Samtliga prover analyserades for indikatororganismerna koliforma bakterier, E. coli, enterokocker och
sporer av Clostridium perfringens samt for de sjukdomsframkallande bakterierna Salmonella,
Campylobacter och STEC (shigatoxin-producerande E. coli ocksa kallade VTEC eller EHEC).
Dessutom undersoktes forekomsten av ESBL-bildande E. coli vilket dr E. coli som ér resistenta mot sd
kallade betalaktamantibiotika sdsom vanligt penicillin. De ir i sig inte mer sjukdomsframkallande dn
vanliga E. coli men ar vid infektion svarare att behandla och kan dessutom fora 6ver sin
antibiotikaresistens till mer sérpriglade sjukdomsframkallande bakterier (Brolund & Sandegren,
2015).

Vattenproverna analyserades ocksa for bakteriofager som ar virus som infekterar vissa typer av
bakterier. Dessa brukar anvdndas som modell for hur tarmvirus som infekterar ménniskor skulle bete
sig i en viss situation, sdsom i en vattentikt och ett bevattningssystem. Bakteriofagerna som anvéndes
i dessa undersokningar infekterar vissa E. coli bakterier och anvinds dven som en indikator for fekal
paverkan. Mikrobiologiska analysmetoder beskrivs i Bilaga 1.
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Resultat fran provtagningar av vatten

Mikrobiologisk kvalitet vid vattenkalla

Av de 29 bevattningssystem som provtogs anvénde 17 vatten fran brunnar medan tolv tog ytvatten
fran a (nio) eller damm (tre). Tre av de nio avattnen provtogs inte direkt fran killan utan fran en
uppsamlingsdamm. Analys av indikatororganismer visade pa betydlig ldgre forekomst och halt i
vattnen fran brunnarna én i ytvattnen (Tabell 5). I vatten taget i eller i néra anslutning till brunnarna
patriffades indikatororganismerna E. coli och Enterokocker, som bada har en tydlig fekal koppling, i
laga halter i ett respektive tvé av vattnen vilket tyder pé visst inldckage av fororenat ytvatten. I ett av
dessa fall var dock vattnet taget ca 500 meter fran brunnen vilket innebér att féroreningen dven kan ha
natt vattnet via rérledningen. Avseende ytvattenkillorna innehdll samtliga dessa bada fekala
indikatororganismer och vanligtvis i betydligt hogre halter an de positiva brunnarna (Tabell 5). En

E. coli-halt 6ver 100 MPN/100 ml uppmiittes dock bara vid tre tillféllen. Aven forekomst och halter av
koliforma bakterier och C. perfringens var betydligt hdgre i ytvattnen &n i vattnen fran brunnarna. Med
tanke pa de fa antal prov som analyserats fran respektive killa, ofta under detektionsniva eller laga
halter (brunnar) kan inte nagra langtgaende slutsatser dras.

Tabell 5. Férekomst och halter av indikatororganismer i vattenkallan. | tabellen visas antal och andel prover dar
indikatororganismer patraffats i minst ett av tre replikat om 100 ml samt medelhalter for dessa uppdelat utifran om
vattenkallan &r en brunn eller ett ytvatten (a och damm)

Provtyp Parameter Koliformer E. coli Enterokocker C. perfringens

Brunn antal/(%) positiva 8/(47) 1/(5,9) 2/(12) 2/(12)

(n=17) medelhalt och 30 03 0,3 0,04
spridningsintervall 0-270 0-4,5 0-5,2 0-0,33

(MPN/100 ml)

Ytvatten antal/(%) positiva 12/(100) 12/(100) 12/(100) 11(92)
(n=12)
medelhalt och 2400 150 210 7,7
spridningsintervall 270-4700 6,7-1200 3,4-2130 0-13
(MPN/100 ml)

Vad giller forekomst av ESBL-bildande E. coli samt de tre sjukdomsframkallande mikroorganismerna
Campylobacter, Salmonella och Shigatoxin-producerande E. coli (STEC) aterfanns ingen av dessa i
vattnen fran brunnarna (Tabell 6). I ytvattnen ddremot aterfanns samtliga fyra organismtyper.
Campylobacter var vanligast med atta positiva prover foljt av STEC (sex positiva prover), ESBL-
bildande E. coli (fyra positiva prover) och slutligen Salmonella (ett positivt prov). I tvd av de tolv
testade ytvattnen aterfanns ingen av dessa organismer medan ett av vattnen inneholl samtliga fyra (ej
visat). Sammantaget belyser resultaten att kvaliteten pa vatten fran brunnar héller en betydligt hogre
mikrobiologisk kvalitet 4n ytvatten fran aar och dammar.
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Tabell 6. Férekomst av av ESBL-bildande E. coli, Campylobacter, Salmonella och Shigatoxin-producerande E. coli (STEC) i
vattenkallan. Tabellen visar antal och andel prover dar organismgrupperna patraffats i minst ett av tre replikat om en liter
uppdelat pd om vattenkallan ar en brunn eller ett ytvatten (& och damm)

Provtyp Parameter ESBL-bildande = Campylobacter Salmonella STEC
E. coli

Brunn (n=17) antal/(%) positiva 0/(0) 0/(0) 0/(0) 0/(0)

Ytvatten (n=12) antal/(%) positiva 4/(33) 8/(67) 1/(8,3) 6/(50)

Mikrobiologisk kvalitet vid spridare

Vid 22 tillféllen togs prover vid vattenspridare eller vattenpost i félt varav tretton harrérde fran
brunnar och nio frén ytvatten. Av de tretton vattnen fran brunnar hade tio transporterats direkt via
ledningssystem till spridare medan tre samlats upp i en reservoardamm pé vigen. For ytvattnen
hérrérde tva frdn dammar och sju fran aar. Tre av avattnen hade mellanlagrats i uppsamlingsdammar
och sedan desinficerats med UV-ljus eller fotokatalys pa végen till spridaren.

Sammantaget var forekomst och halter av indikatororganismer betydligt 14gre i vattnen fran spridare
om det hédrrorde frdn brunnar dn om ytvatten anvénts som kélla (Tabell 7). I fem respektive fyra av de
13 vattnen med ursprung i brunnar detekterades de fekala indikatorerna E. coli och Enterokocker och
medelhalterna 14g pa 2,8 respektive 1,1 MPN/100 ml. Huvuddelen av och dven de allra mest
fororenade vattnen som héarrérde fran brunnar hade mellanlagrats i damm. Bland proverna med
ytvatten som killa detekterades fekal fororening i néstan samtliga och da i halter som i medeltal var
40-80 ganger hogre dn i vattnen harrérande fran brunnar. Av ytvattnen var det endast bland de tre som
behandlats med UV-ljus som en eller flera av indikatororganismerna inte detekterades.
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Tabell 7. Férekomst och halter av indikatororganismer vid spridare. | tabellen visas antal och andel prover dar

indikatororganismer patraffats i minst ett av tre replikat om 100 ml samt medelhalter for dessa uppdelat utifran om

vattenkallan dr en brunn eller ett ytvatten (8 och damm). Brunns- eller ytvattnen &r i sin tur uppdelade i underkategorier

beroende pa om de mellanlagrats i damm eller inte eller ifall de behandlats med UV-ljus eller inte

Provtyp Parameter Koliformer E. coli Enterokocker C. perfringens

Alla brunns-vatten antal/(%) positiva 11/(85) 5/(39) 4/(31) 2/(15)

(=Ll medelhalt och 370 2,8 1,1 4,4
spridningsintervall 0-2400 0-20 0-12 0-56
(per 100 ml)

Brunn utan damm antal/(%) positiva 8/(80) 2/(20) 1/(10) 0/(0)
(n=10) medelhalt och 12 0,17 0,07 0 -
spridningsintervall 0-71 0-1,4 0-0,67

(per 100 ml)
Brunn med damm antal/(%) positiva 3/(100) 3/(100) 3/(100) 2/(67)
(=2 Medelhalt och 1600 12 4,5 19 0-
spridningsintervall 42-2400 0,33-20 0,67-12 56
(per 100 ml)
Alla ytvatten antal/(%) positiva 8/(89) 7/(78) 8/(89) 8/(89)
(n=9) medelhalt och 1200 120 93 12
spridningsintervall 0-2400 0-780 0-590 0-52
(per 100 ml)
Ytvatten utan UV antal/(%) positiva 6/(100) 6/(100) 6/(100) 6/(100)
(n=6)
medelhalt och 1800 180 140 17
spridningsintervall 780-2400 11-780 7,2-590 2.52
(per 100 ml)
Ytvatten med UV antal/(%) positiva 2(67) 1(33) 2(67) 2(67)
(n=3)
medelhalt och 74 18 0,78 0,89 0-
spridningsintervall 0-220 0-53 0-1,3 1,7
(per 100 ml)

Avseende forekomst av sjukdomsframkallande mikroorganismer och ESBL-bildande E. coli i vattnen

fran spridare aterfanns ndgon av dem i tre av de 13 vattnen fran brunnar varav tva var positiva for
Campylobacter och ett positivt for ESBL-bildande E. coli (Tabell 8) Tva av fynden (ett av
Campylobacter och ett av ESBL) gjordes i vatten som mellanlagrats i damm och béada dessa vatten

hade dven forhojda halter av indikatororganismer. For det tredje positiva bevattningsvattnet fran brunn

(fynd av Campylobacter) hade vattnet transporterats direkt till spridaren via rérledning och i detta prov
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detekterades varken E. coli, Enterokocker eller C. perfringens. Provet inneholl dock en forhallandevis
hog halt koliforma bakterier (71 MPN/100 ml) vilket kan indikera ett inlickage frén den omgivande
miljon eller tillvaxt i ledningssystemet.

Av de nio prover med ytvatten som ursprungskilla dterfanns ESBL-bildande E. coli i tre,
Campylobacter i sex, Salmonella i ett och STEC i tre (Tabell 8). Ett av vattnen innehdll samtliga fyra
organismtyper och detta vatten hade &ven klart hogst halter av de fekala indikatorerna E. coli (780
MPN/100 ml) och Enterokocker (590 MPN/100 ml), vilket tyder pa en relativt farsk fekal fororening. I
tre av ytvattnen kunde ingen av patogenerna aterfinnas. Av dessa hade tva desinficerats med UV-ljus
eller fotokatalys pa végen till spridaren medan det tredje hade en damm som ursprunglig vattenkélla.

Tabell 8. Forekomst av av ESBL-bildande E. coli, Campylobacter, Salmonella och Shigatoxin-producerande E. coli (STEC) vid
spridare. Tabellen visar antal och andel prover dar organismgrupperna patraffats i minst ett av tre replikat om en liter
uppdelat pa om vattenkallan ar en brunn eller ett ytvatten (a och damm)

Provtyp Parameter ESBL-bildande E. coli Campylobacter Salmonella STEC
Brunn antal/(%) positiva 1/(7,7) 2/(15) 0/(0) 0/(0)
(n=13)

Ytvatten antal/(%) positiva 3/(33) 6/(67) 1/(11) 3/(33)
(n=9)

For att undersoka eventuella samband mellan indikatorhalter och forekomst av sjukdomsframkallande
mikroorganismer och ESBL-bildande E. coli i ytvattnen vid spridaren delades proverna upp i tva
grupper; en dir ingen eller endast en av organismerna detekterats och en dar tva till fyra av dem
aterfunnits. Genomsnittshalterna for samtliga indikatororganismer var hogre i proverna dér mer &n en
typ av sjukdomsframkallande mikroorganismer och ESBL-bildande E. coli detekterats (Figur 2).

H0-1(n=5) m2-4(n=4)

Halt [log,c MPN/100 ml]

Koliformer E. coli Enterokocker C. perfringens

Figur 2. Jamforelse av halter indikatororganismer mellan ytvatten vid spridare dar ingen eller en (i blatt) eller tva till fyra (i
rott) av organismtyperna ESBL-bildande E. coli, Campylobacter, Salmonella eller STEC patraffats. For att minimera effekten
av enskilda matningar askadliggors halterna som medelvarden av logaritmerad data. Felstaplarna anger intervallet for
enskilda matvarden inom respektive grupp.
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Mikrobiologisk kvalitet fore och efter transport i rérsystem

Vid jamforelse av indikatorhalter i prover tagna i eller i nérhet till killa (Tabell 5) med de som tagits
vid eller i nérhet till spridare (Tabell 7) framgéar det att kvaliteten pd brunnsvattnen verkar forsdmras
under sin transport genom bevattningssystemen. For att undersoka detta ndrmare jamfordes prover
tagna i borjan och i slutet av elva bevattningssystem med brunn som kélla och direkttransport till
spridare via rorsystem (Tabell 9). I eller i narhet till brunnarna syntes ingen fekal paverkan eftersom
varken E. coli, Enterokocker eller C. perfringens kunde pavisas. I sex av dessa elva prover patriffades
dock koliforma bakterier vilket antyder viss ytvattenpaverkan i eller i nérhet till brunnarna. Efter
transport genom rdrsystem hade férekomst och halter av koliforma bakterier 6kat frdn i medeltal 37
till 210 per 100 ml. I tre av de elva bevattnings-systemen hade dven nigon eller nagra av indikatorerna
E. coli, Enterokocker och C. perfringens tillkommit och dessutom pétraffades Campylobacter och
ESBL-bildande E. coli i varsitt vatten. Sammantaget antyder detta att vattnet kan fororenas pa sin vig
genom bevattningssystemet vilket antingen kan bero pa inldckage eller, alternativt, att det funnits
fororeningar i rorsystemet.

Tabell 9. Férekomst och halter av indikatororganismer i eller i ndrheten till brunn respektive spridare i samma
bevattningssystem. Tabellen visar antal och andel prover dar indikatororganismer patraffats i minst ett av tre replikat om

100 ml samt medelhalter for dessa uppdelat utifran om provtagningen gjorts i eller i narhet till brunn respektive spridare

Provplats Parameter Koliformer E. coli Enterokocker C. perfringens
| ellerindrhet till  antal/(%) positiva 6/(54) 0/(0) 0/(0) 0/(0)
brunn
Medelhalt och 37 0 0 0
(n=11) spridningsintervall 0-270 - - -
(per 100 ml)
| eller i narhet till  antal/(%) positiva 9/(82) 3/(27) 2/(18) 1/(9,1)
spridare
Medelhalt och 210 1,5 1,1 0,09
(n=11) spridningsintervall 0-2200 0-15 0-12 0-1,0
(per 100 ml)

Mikrobiologisk kvalitet fore och efter lagring i magasin

Analysen av vattenkvalitet vid spridare visade att brunnsvatten som mellanlagrats i damm hade sdmre
genomsnittlig kvalitet &n vatten som transporterats via rorledning direkt till spridare (Tabell 7). For att
undersdka om mellanlagringen kan ha bidragit till denna kvalitetsforsamring jamfordes prover tagna
fore med prover tagna i eller efter reservoardamm fran fem bevattningssystem med brunn som
vattenkalla. Som framgar av Tabell 10 var bade halter och andelen positiva prover for samtliga
indikatorer hogre i/efter reservoardamm an fore. Dessutom pavisades Campylobacter i tre av proverna
tagna i/efter damm medan inga Campylobacter kunde detekteras fore damm. Sammantaget visar
resultaten att mellanlagring i ppna dammar kan ha en negativ inverkan pa vattenkvaliteten som
innebér en risk for kontaminering med sjukdomsframkallande mikroorganismer, framforallt
Campylobacter.
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Tabell 10. Férekomst och halter av indikatororganismer i brunnsvatten provtaget fore eller i/efter mellanlagring i
reservoardamm. Tabellen visar antal och andel prover dér indikatororganismer patraffats i minst ett av tre replikat om 100
ml samt medelhalter fér dessa uppdelat utifran om provtagningen gjorts fore eller i/efter mellanlagring i magasin

Provplats Parameter Koliformer E. coli Enterokocker C. perfringens
Brunnsvatten fore antal/(%) positiva 3/(60) 1/(20) 3/(60) 2/(40)
magasin
Medelhalt och 21 0,90 1,1 0,13
(n=5) spridningsintervall 0-110 0-4,5 0-5,2 0-0,33
(per 100 ml)
Brunnsvatten efter antal/(%) positiva 5/(100) 4/(80) 5/(100) 3(60)
magasin
Medelhalt och 1500 56 36 12
(n=5) spridningsintervall ~ 42-2400  0-200 0,67-89 0-56
(per 100 ml)

Mikrobiologisk kvalitet fore och efter desinficering med UV /fotokatalys

Hos ett par av odlarna dér vattenprover samlades in anvéndes desinficering med UV-ljus eller
fotokatalys (Alsanius & Lofstrom, 2017; Alam 2014) for att forbattra kvaliteten pa bevattningsvattnet.
Vid sammanlagt fyra tillfdllen togs prover fore och efter reningen, tre ginger hos den ena odlaren och
en gang hos den andra. Vid tre tillfallen togs prover ur uppsamlingsdamm precis fore desinfektion och
vid ett frdn & som foregick bade uppsamlingsdamm och desinfektion. Provtagningen efter
fotokatalys/UV-ljus gjordes vid tre tillfallen ur spridare efter det att vattnet transporterats i rorledning
och vid ett direkt efter reningssteget.

Fore desinfektion patréffades samtliga indikatorer i alla fyra prover i halter pé alltifrdn ndgon enstaka
bakterie per 100 ml for C. perfringens till drygt 8 000 for koliforma bakterier (Tabell 11). Dartill
patraffades Campylobacter i tre av vattnen och STEC i ett (ej visat). Efter reningen var halterna for
samtliga indikatorer kraftigt reducerade och i flera fall detekterades enskilda indikatororganismer inte
alls. Vid jamforelse av medelhalterna av indikatorer fore och efter fotokatalys/UV hade de reducerats
runt 100 ganger for E. coli och koliforma bakterier, 35 ganger for Enterokocker och sju ganger for C.
perfringens. Detta stimmer vil dverens med premisser om att sporer av C. perfringens ér mer
stresstaliga &n Enterokocker som i sin tur &r mer taliga &n E. coli och koliforma bakterier. I ett av
vattnen ddr Campylobacter patréffats fore reningen aterfanns organismen dven efter denna.

Pé grund av att relativt fa prover undersokts samt att flera av vattnen kan ha éndrat karaktar under
passage i rorsystem bade fore och efter fotokataly/UV-behandling 4r det svért att dra sdkra slutsatser
om hur val desinfektionen verkligen fungerar. Utifran resultaten ar det dock tydligt att vattenreningen
har en tydligt positiv effekt pa bevattningsvattnens kvalitet.
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Tabell 11. Férekomst och halter av indikatororganismer i ytvatten provtaget fore eller efter fotokatalys/UV-desinfektion.

Tabellen visar antal och andel prover dar indikatororganismer patraffats i minst ett av tre replikat om 100 ml samt
medelhalter for dessa uppdelat utifran om provtagningen gjorts fore eller efter desinfektion med fotokatalys/UV-ljus

Provplats Parameter Koliformer E. coli Enterokocker C. perfringens

Fore rening antal/(%) positiva 4/(100) 4/(100) 4/(100) 4/(100)

(n=4) Medelhalt och 4200 19 36 5,6
spridningsintervall 460-8300 6,7-34 6,6-67 0,67-13
(per 100 ml)

Efter rening antal/(%) positiva 3/(75) 1/(25) 3/(75) 3(75)

(n=4) Medelhalt och 56 0,17 1,0 0,79
spridningsintervall 0-220 0-0,67 0-1,7 0-1,7
(per 100 ml)

Férekomst av bakteriofager

Vid flertalet av provtagningarna under 2016 undersoktes dven forekomst av bakteriofager, det vill séga

virus som infekterar och forokar sig i bakterier. De tva olika bakteriofagtyperna somatiska kolifager

och F-specifika fager, som bdda har E. coli-bakterier som vird och dérfor anvinds som indikatorer for
fekal fororening, analyserades. Sammanlagt analyserades 33 olika vattenprover for forekomst av
bakteriofager. Av dessa var sex positiva for somatiska kolifager och i tre av dessa kunde dven F-

specifika fager pavisas.

Sammanlagt 17 prover togs i eller i ndrhet till kélla varav tio frdn brunnar och sju fran ytvatten. I
brunnsvattnen dterfanns inga bakteriofager medan det i tre av ytvattnen (en damm och tva 4ar)
detekterades enstaka, eller i ett fall 37 bakteriofager av bada typer i 10 ml vatten. Tva av dessa tre
bevattningssystem provtogs ocksa nedstroms i rorsystem och vid spridare och dven i dessa prover
kunde bakteriofager detekteras och da i jamforbara halter med vad som aterfunnits vid kéllan. Det

sjétte och sista provet som var positivt for bakteriofager hirrorde fran en brunn och var provtaget vid

en vattenpost i falt.

Avseende halter av 6vriga indikatorer i proverna dér bakteriofager patraffats s avvek inte dessa
namnvért fran jamforbara prover dir bakteriofager inte patraffats. Inte heller syntes nagot tydligt
samband mellan forekomst av bakteriofager och sjukdomsframkallande bakterier inklusive ESBL-

bildande E. coli.
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Resultat fran provtagning av grodor

Prov av grodor samlades in vid 18 tillfdllen under perioden maj till augusti 2016. For ett fa ett
representativt urval fran varje odling provtogs grodan fréan tre olika platser pa varje odlingsfalt. I
mojligaste médn provtogs dtfardiga grodor, det vill sdga sddana som kan konsumeras direkt utan
tillagning.

Mikrobiologisk kvalitet pa grédor

Vid de 18 provtagningstillfallena samlades en till fyra grodor in vilket genererade 54 analyser av
grodeprov i triplikat (Tabell 12). Totalt analyserades 20 olika typer av groda, i de flesta fall vid nagot
enstaka tillfdlle men for spenat och jordgubbar vid s& ménga som tio tillféllen. Av
indikatororganismerna var koliforma bakterier vanligast forekommande och pétraffades i 42 av 54
analyserade grodeprover. De fekala indikatorerna E. coli och Enterokocker detekterades vid nio
tillfallen vardera medan C. perfringens kunde pavisas vid atta av 51 tillfallen. Inga fynd gjordes av de
sjukdomsframkallande mikroorganismerna Campylobacter, Salmonella eller STEC men vid ett tillfalle
detekterades ESBL-bildande E. coli. Av de grodor som bevattnats med ytvatten, inkusive grundvatten
som &r mellanlagrat i damm, var 16 % (15/93) positiva for ndgon av de fekala indikatorerna.
Motsvarande siffra for grodor bevattnade med vatten fran borrade brunnar var 14 % (11/78) (ej visat).

Vad giller kopplingar mellan forekomst av indikatorer och typen av groda som analyserats ér det svart
att dra négra slutsatser. De nio positiva proverna for E. coli respektive Enterokocker patraffades i dtta
olika typer av grodor vardera och for C. perfringens var samtliga atta positiva prover spridda bland
olika typer av groda. Aven for koliforma bakterier ir det svért att se ndgot tydligt monster eftersom de
aterfanns pa samtliga grodor utom tre vid dtminstone nagot tillfdlle. Det hdga antalet prover som
visade positivt for koliforma bakterier kan ha berott pa kontaminering frdn marken eftersom manga av
grodorna var bade sandiga och jordiga d& de inkom for analys. Detta antagande styrks av att de
sandiga och jordiga proverna i flera fall hade halter av koliforma bakterier som 6versteg en miljon
bakterier per gram (ej visat).

Sammanstéllningen nedan visar forekomst i ett eller fler av tre provreplikat tagna frdn samma
odlingsfilt men séger ingenting om halter eller forekomst pa enskilda provreplikat. For att ge en
tydligare bild av detta redovisar Tabell 13 resultat for enskilda analyser, andelen av dessa som visat
positivt for de olika indikatororganismerna, de hogsta halterna som uppmaétts samt medianvarden av
halter pa de positiva proverna. Koliforma bakterier var inte bara vanligast forekommande pa grodorna
utan dven den indikatororganism som detekteras i klart hogst halter som i flera fall var hogre dn 10°
CFU/g. Av de 6vriga indikatorerna pétraffades Enterokocker i flest prover och hogst halter som 1 ett
par fall Gversteg 1 000 CFU/g. Bade E. coli och C. perfringens patraffades nagot mer séllan &dn
Enterokocker och det var bara for E. coli som halter 6ver 100 CFU/g kunde uppmdtas vilket skedde
vid tre tillféllen.
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Tabell 12. Typ av grédor som provtagits, antal analyser i triplikat av respektive groda samt antal fynd av
indikatororganismer och sjukdomsframkallande mikroorganismer inklusive ESBL-bildande E. coli som gjorts i minst ett av de
tre provreplikaten

Typ av groda Antal analyser Ezlli(izrr?;? E. coli Enterokocker C. perfringens  Patogener®
Graslok 2 0 0 0 0 0
Isbergssallat 2 2 1 1 1 0
Spenat 10 7 1 1 0 0
Artskott 1 0 0 0 0 0
Ruccola 0 0 0 0 0
Dill 4 4 0 1 1 0
Vitkal 5 5 2 1 o° 1
Jordgubbar 10 5 0 1 1 0
Blomkal 2 2 1 0 0 0
Broccoli 2 2 0 0 -b 0
”Sallat” 1 1 0 0 0 0
Purjolok 1 1 0 0 1 0
Romansallat 1 1 1 0 1 0
Lollo Rosso 2 2 1 1 1 0
Krispsallat 2 2 0 2 1 0
R6d huvudsallat 1 1 1 1 1 0
Krondrtskockblad 1 1 0 0 0 0
Zuccini 1 1 1 0 0 0
Savoykal 1 1 0 0 0 0
Persilja 4 4 0 0 0 0
Totalt 54 42 9 9 8P 1
(% positiva prover) (78) (27) (27) (16) (1,9)

2 Inklusive ESBL-bildande E. coli; ® For tre prover, ett av vitkél och tva av broccoli, saknas analysdata for C. perfiingens.

En jimforelse mellan prover tagna tidigt eller sent pa odlingssdsongen indikerar en béttre kvalitet pa
grodorna som provtagits i borjan pa odlingssdasongen (Tabell 13). Under maj-juni uppgick andelen
positiva resultat for koliforma bakterier till drygt 40 % medan nistan 90 % av proverna var positiva i
augusti. Vid fynd var dessutom halterna avsevirt hogre under den senare delen av sdsongen med en
median pa 4 300 CFU/g, vilket kan jamforas med 1 232 CFU/g under vérsdsongen. For
indikatororganismerna med tydligare fekal koppling syns ocksa en hogre andel positiva prover i
augusti jAmfort med maj-juni. Samtidigt saknas entydighet avseende néar de hdgsta uppmatta halterna
patraffas samt ndr medianvérdena for positiva prover dr som hogst. | ssmmanhanget bor det dock
understrykas att antalet prover som var positiva for E. coli, Enterokocker och C. perfringens ar lagt
vilket gor att enstaka fynd kan ha stor inverkan pé jimforelsen. Som exempel kan ndmnas att fyra
grodor som provtogs hos en odlare i augusti ligger bakom tio av totalt 15 prover som var positiva for
E. coli och/eller Enterokocker under hostsdsongen. Dessa grodor var bevattnade med vatten frén en
damm.

LIVSMEDELSVERKETS SAMARBETSRAPPORT —S 2019 NR 02 29



Tabell 13. Fynd av koliforma bakterier, E. coli, Enterokocker och C. perfringens i enskilda provreplikat och uppdelat utifran
sasong da proverna tagits. Utbver antalet/andelen positiva prover redogér tabellen dven for hogsta uppmatta halt samt
medianvarden for de positiva proverna. Notera att detektionsgransen varierar och ar 10 CFU/g for koliforma bakterier, E.
coli samt C. perfringens och 100 CFU/g fér Enterokocker

Parameter Sasong Koliforma E. coli Enterokocker  C. perfringens
bakterier

Antal analyserade prover Var 98 99 99 99

Host 63 63 63 54
Antal/(%) positiva prover Var 40/(41) 3/(3,0) 4/(4,0) 2/(2,0)

Host 56/(89) 8/(13) 11/(18) 10/(18)
Hogsta uppmata halt (antal/g) Var >10° 410 300 10

Host >10° 270 15000 30
Median for positiva prover (antal/g) Var 1200 40 100 10

Host 4300 10 300 10

Sammantaget visar resultaten frén analyserna av grodor att det framforallt dr koliforma bakterier som
aterfinns pa grodorna medan fynd av C. perfringens och de mer fekalt relaterade indikatorerna E. coli
och Enterokocker pétriffas mer sillan. I vissa fall finns det en samstdmmighet mellan provreplikat
fran samma odlingsfalt, men det verkar dven vara relativt vanligt med sporadisk forekomst av
fororeningar (data visas inte). Vid kontroll av groda bor man dérfor inte forlita sig pé enskilda
stickprov for att bedoma om ett parti dr fororenat eller inte utan istillet analysera flera prover fran
samma odlingsfalt.
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Resultat — sammanfattning

Vattenkvalitet hos svenska odlare

Vatten fran brunnar héller en hogre kvalitet &n ytvatten fran dar och dammar. Fekala indikatorer

pavisades i nagra enstaka prov, men i 1aga halter 1 brunnarna. I ytvatten forekom indikatorbakterier i
storre utstrackning. Liksom i EU-projektet Veg-i-trade (Ceuppens, ef al., 2015) pdvisas patogener i
mindre utstrackning vid laga E. coli-halter. | korthet var de viktigaste resultaten:

Inget vatten frdn borrade brunnar inehdll ESBL-bildande E. coli, Campylobacter, Salmonella
eller Shigatoxin-producerande E. coli (STEC) i detekterbara halter.

I ytvattnen aterfanns samtliga fyra patogener: Campylobacter var vanligast med atta positiva
prover (n = 36) foljt av STEC (6/36), ESBL-bildande E. coli (4/36) och Salmonella (1/36). I
tva av de tolv testade ytvattnen aterfanns ingen av dessa organismer medan ett av vattnen
innehdll samtliga fyra.

I fem respektive fyra av de 13 vattnen med ursprung i brunnar detekterades de fekala
indikatorerna E. coli och Enterokocker och medelhalterna lag pa 2,8 respektive 1,1 MPN/100
ml efter spridare. Huvuddelen av de fororenade vattnen som hérrérde frdn brunnar hade
mellanlagrats i damm.

Bland proverna med ytvatten som kélla detekterades fekal férorening i nistan samtliga och da
1 halter som i medeltal var 40 - 80 génger hogre &n i vattnen fran brunnar. Av ytvattnen var det
endast de som behandlats med fotokatalys/UV-ljus som en eller flera av
indikatororganismerna inte detekterades.

Reduktionen for fotokatalys/UV-ljus var runt 100 ganger for E. coli och koliforma bakterier,
35 ganger for Enterokocker och sju ganger for C. perfringens.

Efter transport genom rorsystem hade forekomst och halter av koliforma bakterier dkat fran i
medeltal 37 till 210 per 100 ml. I tre av de elva bevattnings-systemen hade dven nagon eller
nagra av indikatorerna E. coli, Enterokocker och C. perfringens tillkommit. Dessutom
patriaffades Campylobacter och ESBL-bildande E. coli i varsitt vatten efter men inte innan
bevattningssystemet.

Fororening av grodor hos svenska odlare

Sammantaget visar resultaten fran analyserna av grodor att det framforallt &r koliforma bakterier som

aterfinns pa grodorna medan fynd av C. perfringens och de mer fekalt relaterade indikatorerna E. coli

och enterokocker pétraffas mer séllan.

Inga fynd gjordes av de sjukdomsframkallande mikroorganismerna Campylobacter,
Salmonella eller STEC men vid ett tillfalle detekterades ESBL-bildande E. coli.

Av de grodor som bevattnats med ytvatten, inkusive grundvatten som ar mellanlagrat i damm,
var 16 % (15/93) positiva for nagon av de fekala indikatorerna. Motsvarande siffra for grodor
bevattnade med vatten frin borrade brunnar var 14 % (11/78).

De fekala indikatorerna E. coli och Enterokocker detekterades vid nio tillfdllen (n = 54)
vardera medan C. perfringens kunde pavisas i atta av 51 prov.

I vissa fall finns det en samstdmmighet mellan provreplikat frén samma odlingsfilt, men det
verkar dven vara relativt vanligt med sporadisk forekomst av féroreningar.

Vid kontroll av groda bér man inte forlita sig pa enskilda stickprov for att bedoma om ett parti
ar fororenat utan istillet analysera flera prover fran samma odlingsfilt.
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Amplikonsekvensering som komplement till traditionella indikatorer

Amplikonsekvensering dr en metod som bygger pé att en del av det totala DNA:t sekvenseras.
Analysen fokuserar pé att studera diversitet inom bakteriesamhéllen genom att i detalj undersoka
skillnader i 16S rDNA-genen som aterfinns i de flesta bakteriers arvsmassa (McLellan & Eren, 2014).
For bakgrund och resultat av analyserna med amplikonsekvensering, 14s bilaga 2.

I korthet; 6verlag erholls svaga korrelationer mellan de framtagna kvalitetsmatten fran amplikondatat
och traditionella indikatorer. Amplikondata kan dock komplettera vanliga indikatoranalyser.

o Ett sdtt att utnyttja sekvenseringsdatat 4r att anvinda hela spektrat av taxonomiska enheter
som signal och jaimfora mot kinda signaturer av olika fororeningar. Denna metod identifierade
hést som den fekala killan till de kontaminerade romansallatsproverna.

e Fekal paverkan av vildfagel kunde detekteras pa blomkal frdn samma gard. Dock var inte
bevattningsvattnet paverkat, utan det 4r troligare att kontaminationen skett pa annat sétt.

e Framtida arbeten inom omrédet kan innefatta utveckling och framtagande av PCR-baserade
markdrer for vattenkvalitet for att detektera fekal fororening av bevattningsvattnet pa plats.
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Kvantitativ riskvardering

Aven om resultaten i fler studier (Ceuppens, et al., 2015, Johannessen, et al., 2015) visar pa lag
sannolikhet att hitta patogener i vattnet, 4n mindre pé groda, vid E. coli-halter ldgre 4n 100 MPN/100
ml i bevattningsvattnet betyder det inte att produkten &r riskfri. Detta eftersom fler av patogenerna,
sasom STEC, kan orsaka sjukdom vid ldga halter. Dérfor gjordes en kvantitativ riskvérdering for att se
vilken effekt bevattning med ytvatten av olika kvalitet kan ha med avseende pa sannolikheten for
infektion orsakad av STEC.

Faroidentifiering

Vegetabilier kan bli kontaminerade av bakterier, virus och parasiter via bevattning och jord/godsel
(Hofmann, et al., 2014). Baserat pa sju olika kriterier rankade EFSA (2013) betydelsen for olika
kombinationer av patogener och icke-animaliska livsmedel. De tre topprankade grupperna var: (1)
Salmonella spp. och bladgronsaker, (2) Salmonella spp. och 16k- och stjdlkgronsaker; Salmonella spp.
och tomater; Salmonella spp. och meloner; och patogena E. coli och farska skid- och baljvixter eller
gryn; (3) norovirus och bladgronsaker, Sa/monella spp. och groddar; och Shigella spp. och féarska skid-
och baljvixter eller gryn. Sverige har dock en lag forekomst av salmonella i sina djurbeséttningar och
under svenska forhallanden ar det STEC i bladgront som klassas hogst, foljt av norovirus pa bar
(Livsmedelsverket, 2017). Detta eftersom konsekvenserna kan bli allvarliga efter infektion av STEC
O157:H7 klad 8 som finns i Sverige och som orsakade det ehec-utbrott som skedde 2005 (Soderstrom,
et al., 2008). Det finns daremot inga rapporterade virusutbrott fran svenska bar.

Farokaraktarisering

Shigatoxinproducerande E. coli kan orsaka enterohaemmorragisk E. coli-infektion, EHEC; Ofta borjar
sjukdomen med magkramper och diarré, men séllan feber. [llamaende och kriakningar kan forekomma.
Efter tva till tre dygn kan diarrén bli blodblandad. Sjukdomen gér normalt 6ver inom en vecka. Hos
cirka fem procent av patienterna (framfor allt barn under fem ar och dldre personer) kan hemolytiskt
uremiskt syndrom (HUS) utvecklas. HUS innebér sonderfall av roda blodkroppar och njursvikt, vilket
ofta kriver intensivvardsbehandling och dialys. Aven koagulations- och blddningsrubbningar samt
neurologiska symtom kan uppsta (Folkhdlsomyndigheten, 2017). I denna riskvirdering har en dos-
responsmodell for livsmedelsburen shigellos fran Strachan, ef al. (2005) anvénts i den kvantitativa
modellen (Ekvation 1). Exponeringen for en bakterie beréknas orsaka sjukdom i var hundrade person.
Fran 1 000 fall bedoms folkhélsobordan vara 158 DALY? (Mangen, et al., 2015).

Ekvation 1: Pine= 1 — (1 + Dos/15,04)%16

3 Disability Ajusted Lifeyears (DALY) &r ett kvantitativt matt pa sjukdomsbdérdan i en population som &r lika med summan av antalet férlorade &r pa grund av for
tidig dod och antalet &r som levs med funktionsnedséttning.
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Exponeringsuppskattning

Det angreppssatt som har antagits &r att vattnet som hamnar pd grodan &r den viktigaste
spridningsvagen. Berdkningen baseras pa en vattenkvalitet (métt som E. coli frén notkreatur) vid sista
bevattning samt inaktivering baserat pé olika upphallstider enligt modell frén Ottoson, ef al. (2011).
Antalet fall baseras pa att all odling sker med ytvatten av denna kvalitet med avseende pa E. coli, som
1 stor utstrackning anvdnds som indexorganism for STEC-forekomst i vatten, jord och pd groda
(Ceuppens, et al., 2015). For att uppskatta halten STEC anvidndes samma kvot som i Ottoson, et al.
(2011) dér det i medeltal gar en STEC pé 79 E. coli (10risknormalC-1.9; 1.3; truncate 0:-7)) § o5 dgel] frdn positiva
besittningar (Riskbeta (34; 339), Eriksson et al., 2005). Alla STEC antogs vara patogena.

Halten E. coli i vattnet: Vattenkvaliteten simulerades fran ett antal badvatten som alla ar klassade som

utmérkta med avseende pa forekomsten av E. coli (Figur 3). I den provtagning som gors bedoms
vattnet med avseende pé resultaten under en fyraarsperiod dér 95e percentilen i en
lognormalfordelning inte ska ligga 6ver 500 CFU/100 ml (EU, 2006).

Fastlaggning pa groda: Vid bevattning av olika grodor har det visat sig att for isbergssallat fastnar 10,8
ml vatten per 100 g bladgront (Shuval, et al., 1997). Det antas att alla bakterier i den vattenmidngden
blir kvar pa grodan efter att vattnet har avdunstat.

Inaktivering under karenstid: I Ottoson, et al. (2011) gjordes kontrollerade forsok under svenska
forhéllanden pa 6verlevnaden av E. coli O157 vid olika temperaturer och ljusintensiteter. Det gick

dock inte att anpassa nagon linjar modell till forsoksdata pa sallat utan reduktionen bedémdes som
halten vid provtagningstillfillet — halten efter applicering. Prov pé sallat togs efter 1, 2, 4 och 7 dygn
(Figur 4). I scenario 1:1 anvéndes 2 dagars uppehallstid och dubbla inaktiveringen efter sju dagar for
att harmonisera med EU (2017) for att jimfora exponeringen mellan olika gransvirden och
uppehéllstider.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Kumulativ fordelning

0,1 1 10 100 1000
Hallt E. coli (CFU/100 ml)

Figur 3. Kumulativa fordelningar av halten E. coli fran sex inlandsbad som alla levde upp till en utmarkt badvattenkvalitet
med avseende pa parametern E. coli, d.v.s. 95e percentilen (streckad linje) < 500 CFU/100 ml. Effekten pa antal fall som
bevattning med dessa 48 timmar innan skord visas i Tabell 14.
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Konsumtion: En portion sallat har uppskattats till 20 g (Perez, 2017). Med en total svensk produktion
av isbergssallat motsvarande 24 000 ton (Jordbruksverket, 2016) innebér detta drygt en miljard
portioner. Skoljning i det egna koket kan ge motsvarande 10 gédnger minskad risk (8 — 12) (Ottoson, et
al., 2011), denna rdknades dock inte in i riskvédrderingen.
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Figur 4. Halten E. coli 0157 pa isbergssallat med avssende pa tid efter bevattning vid temperaturer fran 11 — 25 °C och
ljusintensiteter mellan 0 — 600 mml/m?2 - s (Ottoson, et al., 2011).

Riskkaraktarisering

Scenario 1:1: Sannolikheten for infektion ligger mellan 10-%* och 10 per portion. Om all
isbergssallat som produceras i Sverige (24 000 ton; cirka en miljard portioner) bevattnades med
ytvatten som lever upp till utmérkt badvattenkvalitet med avseende pa E. coli (Figur 3) leder det till
mellan 5 och 267 infektioner per ar (Tabell 14). Dessa siffror ger en 6verskattning av risken eftersom
samtliga E. coli i bevattningsvattnet antas komma fran ndtkreatur som utsondrar hogpatogena STEC.
Alltsa togs inte hédnsyn till det uppstromsarbete (identifiering av fororeningskéllor) som forvintas av
odlaren enligt (IP Frukt och Gront, Global GAP och LRF, se ovan). Sett till riskhantering for
dricksvatten ger ett funktionellt vattenskyddsomrade med 6vervakning av ravattenkvaliteten som mest
0,75 log avdrag pa den barridrhojd som kravs (Svenskt Vatten, 2015). Eftersom det i rikt
odlingslandskap kan vara svart att helt begrinsa paverkan fran betesdjur eller godselspridning gjordes
en nedrakning motsvarande 0,5 log for en inventering och en minskning i Pinr med cirka 2/3 (Tabell
14). Vidare sker storre delen av produktionen i Sverige med grundvatten av god eller mycket god
kvalitet dir E. coli sillan pavisas. Den haltreducerande effekten av skoljning av produkten har inte
heller tagits med i riskkarakteriseringen. Med en uppehéllstid mellan sista bevattning (med ytvatten)
och skord pé tva veckor, sdsom EU (2017) foreslar, skulle potentiellt alla fall kunna undvikas. Detta
bygger dock pa att det finns mojlighet till en annan vattenkilla, alternativt rening av vattnet under
denna period eftersom 14 dagar utan vatten skulle paverka savil produktens kvalitet som den kvantitet
som kan produceras avsevért (Markland, et al., 2017).
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Tabell 14. Halten E. coli i bevattningsvatten uttryckt som en fordelning baserat pa ett antal strandbadvatten (inland) och

sannolikheten for infektion (Pinf) som konsumtion av 20 g isbergssallat medfér, samt antalet infektioner/ar vid tva

respektive 14 dagars uppehallstid mellan sista bevattning och skérd. En uppstroms inventering kan reducera risken

motsvarande 60 - 70 %

E. coli® Pinf (90 % Cl) Infektioner (90 % Cl) [per ar] Inventering®
[log CFU/100 ml] [logio per portion] 2 dagar® 14 dagar® [per ar]
0,123+ 0,30 -8,3 (-8,8-7,8) 5(2-16) 0(0-10) 2

1,072+ 0,18 -7,3(-7,6 -7,0) 47 (24-92) 0(0-389) 15
1,035+0,71 -7,4 (-8,5-6,2) 43 (3-629) 0(0-111) 14

1,776 £ 0,30 -6,6 (-7,1-6,1) 236 (76 — 733) 0(0-430) 74
1,831+0,33 -6,6 (-7,1-6,0) 267 (77 —933) 0(0-528) 85

2 Fordelningar frin badvattenrapporteringen, ® Uppehallstid mellan sista bevattning och skérd, © Inventering av

fororeningskéllor som ger motsvarande 0,5 log reduktion av halten STEC

Scenario 1:2: Det finns sedan ett tag mer avancerade modeller for att bedoma mikrobiologiska halter
pa grodor och hur de kan paverkas av stink fran jord vid bevattning och regn samt vad upprepad
bevattning ger for halter i slutdndan, jamfort med antagandet att sista bevattningen har enskilt storst
betydelse (Allende, et al., 2017). Med svenska data pé soltimmar och regndagar under juni manad
samt vattenkvaliteter enligt samma fem foérdelningar som i Tabell 14 inférda i modellen av Allende, et
al. (2017) bedémdes fororeningen pd babyspenat (Figur 5). Storst betydelse for hog kontaminering
hade sténk fran jord som kommer fran saval regn som vid bevattning. Det var dock en tydlig tendens
att vattenkvaliteten vid l4gre fororeningsgrad av grodan gjorde skillnad (Figur 16). Vidare riskerar
upprepad bevattning med vatten av dalig kvalitet att fororena marken som vid ett senare skede kan
hamna pa plantan, d& verlevnaden av STEC i jord dr béttre &n pé planta (Bezanson, ef al., 2012).
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Figur 5. Kvaliteten pd bevattningsvatten (1-5, se Tabell 14) och kumulativ halt (E. coli/g) pd bevattnad
babyspenat (1a — 98e percentilen).

Kanslighetsanalys

Fler olika ingédngsparametrar i modellen for scenario 1:1 hade signifikant betydelse for utkomsten i
form av sannolikheten for infektion. Storst betydelse hade STEC-inaktiveringen pa grodan under
upphéllstiden mellan sista bevattning och skord f6ljt av kvoten STEC:E. coli, vattenkvaliteten,
fastlaggningen pa grodan och STEC-prevalensen i notbesittningar.

Dataluckor

Som synes i Tabell 14 dr konfidensintervallet ganska brett med stor variation i uppskattningen av
antalet fall. Dar ingdngsparametrarna &r osdkra och samtidigt har stor betydelse for utfallet &r det
viktigt att kunna forbéttra informationen for att kunna gora béttre skattningar av risken. Vi har
identifierat fyra kunskapsluckor dir béttre data dr onskvérda:

1. Utsondring av STEC fran infekterade djur: Bittre data pa forekomsten av STEC samt halter
pa utsondring av infekterade djur eller i gddsel skulle bidra till en sékrare kvot for forhallandet
STEC:E. coli, vilket i sin tur ger en bittre precision i beddmningen. Aven patogeniciteten hos
olika STEC varierar. I en svensk kartldggning pa kott var inte ndgon av pavisade STEC av
hogpatogen typ (Flink, 2016).

2. Andelen av bakterierna i bevattningsvattnet som faktiskt fastnar pd grodan: Att mita den
okade vikten efter bevattning &r ett bra angreppssétt och data fran Shuval, et al. (1997) ar
anvint i olika riskvirderingar (Hamilton, et al., 2006, WHO, 2006, Ottoson, ef al., 2011), men
hur bra stimmer det och vad hander vid upprepade bevattningar?

3. Stink fran jord till gréda: 1 ett alternativt tillvigagangssitt modellerades den fekala
fororeningen pa groda mitt som E. coli som en funktion av bevattningsvatten och stink fran
jord (Figur 16). Det visade sig att stank hade storst betydelse for kontamineringen vid hog
fororening. Daremot ér det inte klart huruvida bevattningsvattnet kan vara en viktig anledning
till ackumuleringen av E. coli i jord forutsatt korrekt hantering av jordforbattrare (gédsel och
slam) eller vid anvéndning av konstgddsel (WHO, 2006, EU, 2017).

4. Dos-responsmodell: Vi anvénde inte ndgon fordelning pa dos-responsmodellen vilket gor att
den inte finns med i kdnslighetsanalysen. Den bygger pa data fran utbrott dér en storre andel
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av den exponerade befolkningen har fatt symtom (Strachan, et al., 2005). Sannolikheten for
infektion som bestimmer den acceptabla risken pa populationsniva ligger dock i ett intervall
dir det saknas data pa responsen. Satter man in en dos pa en bakterie i Ekvation 1 fir man en
sannolikhet for infektion motsvarande 0,01, det vill sdga att var hundrade person far EHEC
efter exponering for en STEC-bakterie. Ar detta ett rimligt antagande eller gor vi en
Overskattning av risken?

En annan faktor som stack ut i kdnslighetsanalysen &r inaktiveringen p& grodan under karenstiden
mellan sista bevattning och skord. Detta speglar formodligen till storsta delen en naturlig variation
beroende pa framfor allt temperatur, solinstralning samt vilken mikrobiota som finns pé plantan.
Troligtvis skulle inte ytterligare undersdkningar ge information som béttre kan visa pa hur vél
uppehéllstiden ger 6nskvérd sékerhet.
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Riskhanteringsatgarder

Dammar

I en damm sker en avskiljning av mikroorganismer genom sedimentering samt en inaktivering som ar
beroende av framfor allt temperatur och UV-ljus (Reinoso, ef al., 2011, Verbyla & Mihelcic, 2015). 1
manga ldnder anvinds dammar som ett efterpoleringsteg for sekundért renat avloppsvatten (Verbyla &
Mihelcic, 2015) samt utnyttjas for rening av dagvatten i Sverige (Blecken, 2016). I ett arktiskt klimat
(Kanada) har reningseffekten uppmiitts till 2 — 3 log (99 — 99,9 %) av indikatorbakterier (Huang, et al.,
2017). Dammar kan skapas genom: i) Sjoreglering, ddmning vid utloppet, ii) Uppddmning i ett
vattendrag, iii) Fyllning av friliggande anlagt magasin med ytvatten fran intilliggande vattendrag med
sjélvfall under hogvattenperioden, grund-, drinerings- eller ytvatten med hjilp av pumpning och/eller
sjélvfall eller vatten fran en hogre i vattendraget beldgen uttagspunkt, samt, iv) gravning i omraden
med hog grundvattenniva (Alsanius & Jakowlew, 2017b). Med vallar som skyddar fran
ytvattentillrinning samt skydd for dtkomst for vilda djur kan vatten som samlas in under hdst- och
varfloder anvédndas under odlingssédsongen med en forbéttrad kvalitet. Daremot forsdmrades kvaliteten
pa fran borjan rena grundvatten under lagring i dammar (Tabell 10). Ett faktablad som végleder
processen for konstruktionen av bevattningsmagasin (dammar) har tagits fram inom ramen for
projektet (Alsanius & Jakowlew, 2017Db).

Vattenkvalitet och provtagning

Ett bra grundvatten héller i regel dricksvattenkvalitet dér fekala indikatorbakterier inte pavisas (Tabell
5). I dessa fall behovs inte frekvent regelbunden provtagning. Riskperioder for en simre kvalitet dr
framforallt under hostregn nir marken dr méttad vilket innebér en sdmre reduktion av
mikroorganismer under filtreringen (Lindberg & Lindqvist, 2005, EU, 2017). Kvaliteten pa ytvatten
flukturerar ddremot snabbare dn grundvatten och kan, beroende pa fororeningskéllor i
avrinningsomrédet, utgora en risk for kontaminering av produkten (Anon, 2017b). Dérfor ar det viktigt
med en inventering over vilka mojliga kallor till féroreningar som finns - de viktigaste ar utslapp av
avloppsvatten och godsel till vattentdkten - och se till att dessa inte paverkar vattnet vid uttagspunkten.
For att f4 en bild av hur vil vattnet dr skyddat fran fororeningar under vaxtsdsong ar bor ett
provtagningsprogram sittas upp. E. coli som indikator for patogenférekomst ar vél fastslagen (Castro-
Ibanez, et al., 2015, Ceuppens, et al., 2015) men kan kompletteras med de mer téliga intestinala
enterokockerna (Tabell 1) samt Salmonella som modellpatogen (Alsanius, et al., 2010). Analys av

E. coli samt fekala enterokocker gar att géra hos de flesta laboratorierna som utfor vattenanalyser till
ett rimligt pris (som analys for strandbadvatten). Laboratorierna erbjuder i regel dven analys for
salmonellaférekomst (Anon, 2017b).

Ett faktablad som végledning for provtagning av ytvatten for bevattning har tidigare tagits fram av
medlemmar inom projektet (Alsanius, et al., 2010). I detta foreslas att man vid kontroll av ytvatten tar
fem enskilda prover under en trettiodagarsperiod som analyseras for E. coli, intestinala enterokocker
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samt Salmonella spp. Salmonella bor inte pavisas i 100 ml prov medan det geometriska medelvirdet*
bor vara < 77 MPN/100 ml for E. coli och 20 MPN/100 ml for intestinala enterokocker for bevattning
av grodor som konsumeras raa (Alsanius, et al., 2010). Sista tva dagarna innan skord bor det vid
behov av vattning ske med vatten av dricksvattenkvalitet, alternativt ytvatten som har renats med hjélp
av filtrering eller fotokatalys/UV-ljus (se nedan).

Vattenrening

Genom adekvat behandling av bevattningsvattnet kan dess hygieniska kvalitet forbattras. I ett
faktablad som tagits fram inom projektet beskrivs tva grundlaggande tekniker for rening av
bevattningsvatten vid frilandsproduktion, ndmligen fotokemi (fotokatalys, UV) och filtrering
(mekanisk filtrering, l&ngsamfiltrering) (Tabell 15, Alsanius & Lofstrom, 2017). Fler av de
provtagningsplatser som har varit med i projektet anvénder sig av fotokatalys eller UV-ljus i filt.
Reduktionen i dessa har motsvarat 1 - 2 log (90 - 99 %) av indikatorbakterier, men légre for de UV-
taliga clostridiesporerna (Tabell 11).

Tabell 15. Egenskaper hos olika vattenreningstekniker som anvands vid produktion av frilandsgronsaker (Alsanius &
Lofstrom, 2017)

Reningstyp On-line Renings- Klarar mycket partiklar Behov av Pris®

likati
applikation grad? plats underhall

Mekanisk filtrering Ja Lag Ja Ldg  Lag¢ Lag
Langsamfiltrering Nej HogP Ja Hog Lag Lag
Fotokatalys

Ja HogPe Nej L4  Regelbunden Hog

uv

2 Med avseende pa mikroorganismer,  Flédeshastighet resp. exponeringstid &r avgérande fér reningsgrad, © Stralarnas spektrum, lamptyp
samt styrka ar avgorande for reningsgrad, ¢ Forutsatt att filtret &r utrustat med automatisk backspolning, € Fér investering

Utrustning

Vattnet kan kontamineras pa sin vig fran kéllan till spridaren. Vidare kan en bakteriell tillvaxt ske i
stillastdende vatten. I de system inom projektet dir vatten togs direkt fran en borrad brunn gjordes
provtagning néra killan och efter spridaren. En viss forsdmring av kvaliteten med avseende pa
indikatororganismer kunde uppmétas efter utrustningen dven om den var liten (Tabell 9). Ett faktablad
for vikten av god hygienpraxis med avseende pa ledningssystemen &r framtagna inom ramen for
projektet med tips om hur man kan rengéra rér och munstycken samt réd till odlare att: i) Spola
igenom bevattningsutrustningen nagra minuter innan bevattningen paborjas for att skolja ur systemet
samt ii) Konstruera ett bevattningssystem som inte fororenas av jord och ytvatten och dér det inte finns
sektioner dér vatten riskerar att blir stillastdende da det gynnar bakteriell tillvdaxt (Mogren, et al.,
2017).

4 Det geometriska medelvardet fas genom att berdkna (det aritmetiska) medelvardet av logio-vérdena uttryckta som CFU/100 ml. Ta sedan antilog av detta varde
(10% CFU/100 ml).
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Karenstider

Att anvinda sig av en uppehéllstid mellan sista bevattning och skord ger en mojlighet till naturlig
minskning av patogener pa grodan dé de utdver den temperaturrelaterade inaktivering som sker
konkurrerar med en vélanpassad mikrobiota samt utsitts for UV-ljus. Variationen i denna reduktion ar
dock stor men de flesta studier tyder pa en relativt snabb inaktivering under de forsta tva till tre
dygnen som senare planar ut (Ottoson, et al., 2011, Bezanson, ef al., 2012, Markland, et al., 2013).
Vid en upphallstid pa tva veckor sedan sista bevattning, vilket EU (2017) foreslar, bedoms
reduktionen uppga till cirka 6 log (99,9999 %) (Ottoson, et al., 2011, Allende, et al., 2017) vilket bor
generera en saker produkt vid bevattning med mer férorenat vatten; max 100 MPN E. coli/100 ml
(EU, 2017).

Skoljning

I ett vetenskapligt underlag till Livsmedelsverkets rad till konsumenter om hygien i det egna koket
gjordes en sammanstéllning av experimentella studier som berdknat reduktionen av bakterier och virus
i skoljning med vatten. Reduktionen ligger mellan 20 % och > 99 % beroende pé vilken patogen frn
vilket livsmedel som har studerats (Ottoson, 2018). For bladgronsaker, som haller mer vatten dn
ménga andra gronsaker, dr den haltreducerande effekten mellan 50 och 95 % beroende pa hur linge
och noggrant konsumenten skoljer. Tva studier dér skoljning under kranvatten 15 s utvirderades gav
en haltreducering motsvarande 1,41 log (96 %) for Listeria innocua (Kilonzo-Nthenge, et al., 2006)
och 1,16 log (93 %) for E. coli O157 (Pangloli, et al., 2009) fran isbergssallat, men > 99 % reduktion
av Listeria innocua fran tomat och dpple (Kilonzo-Nthenge, et al., 2006). Norovirusreduktionen, métt
som minskning av genomkopior efter 30 s skoljning, var 0,77 log (83 %) fran isbergssallat, 1,15 log
(93 %) frén perillablad (Bae, et al., 2011) och mellan 0,1 och 1,5 log (21 — 97 %) fran olika bar. Lagst
var haltreduktionen av norovirus fran hallon (Butot, et al., 2008).
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Slutsatser

Forekomst av patogener och indikatorer

Kwvaliteten pé sévil vatten som grodor var generellt sett god hos odlarna i projektet.

I vatten gjordes enstaka fynd av patogener och ESBL-bildande E. coli, endast i ytvatten som
var mer fororenade med avseende pa fekala indikatorer.

Pé groda gjordes inga fynd av patogener. Ett prov pa vitkal var ddremot positivt for ESBL-
bildande E. coli.

Endast ett fatal prov pa groda visade pa hogre fekal fororening (> 100 CFU/g). Majoriteten av
dessa kom frén en och samma odlare som bevattnade med vatten frdn en damm.
Bakteriofager som indikator for virusforekomst tillforde inte ndgon information utover det
som erhalls fran de bakteriella fekala indikatorerna. Framfor allt behovs en effektiv metod for
koncentrering av bakteriofager fran vatten om parametern ska vara med i ett eventuellt
provtagningsprogram.

Med amplikonsekvensering kan man pavisa icke-odlingsbara bakterier pa familje- eller
genusniva. Med sekvensdata fran olika fororeningskéllor kan metoden anvéndas som verktyg
for sparing (Bilaga 2).

Riskvardering

42

Aven 1ag fekal fororening och avsaknad av pavisade patogener i bevattningsvatten kan utgdra
en risk for mag-tarminfektion vilket visades med hjélp av kvantitativ mikrobiologisk
riskvérdering.

Riskvarderingen kan anvdndas som ett underlag for att foresld mikrobiologiska kriterier, till
exempel med avseende pd vattenkvalitet, men osikerheterna forknippade med virderingen
behover beaktas.

De viktigaste osikerheterna dr utsondringen av och patogeniciteten hos STEC frén infekterade
djur, hur stor andel av dessa som fastnar pa den bevattnade grodan, sannolikheten att
infekteras vid ldga doser (enstaka bakterier) samt vikten av stink fran jord.

Vid karenstider mellan sista bevattning och skord sker en inaktivering av patogener. Denna
kan variera betydligt beroende pa viader (temperatur och solstralning) samt vilka bakterier som
redan finns pa grodan och konkurrerar med patogenerna om plats och néring.
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Riskhantering

Olika atgirder som kan minska risken for utbrott och sjukdomsfall ar kriterier for
vattenkvalitet, rening av vatten som riskerar att inte uppnd denna kvalitet, uppehéllstid mellan
sista bevattning och skord samt skoljning hos konsumenten. Det &r ocksa viktigt att se till att
halla utrustningen, sdsom ror och munstycken, rena for att undvika foéroreningar och tillvaxt av
bakterier.

Rekommendationerna frdn EU éar att man under de sista tvi veckorna innan skord av dtfardiga
vegetabilier inte bor anvénda annat &n vatten av dricksvattenkvalitet (om sé dr mojligt). Fram
till dess bor halten E. coli i vattnet inte dverstiga 100 MPN/100 ml vid bevattning ovanifran,

1 000 MPN/100 ml vid droppbevattning.

Om ytvatten maste anvindas for bevattning (till exempel vid avsaknad av siker
grundvattentékt) under de sista tvd veckorna innan skord bor ett provtagningsprogram
utformas som pévisar lag fekal fororening samt avsaknad av salmonella. Sista tva dagarna fore
skord bor dock endast vatten av dricksvattenkvalitet anvéndas.

I bista fall bor ytvatten genomga rening fore bevattning. Detta kan goras till exempel med
hjilp av fotokalys, UV-ljus eller filtrering.

Denna rapport begriansades till att behandla vatten for bevattning men kan dven omfatta vatten
som anvands vid besprutning med vaxtskyddsmedel. Daremot bor skoljnings- och
processvatten, efter skord, alltid vara av dricksvattenkvalitet.

I en framtid med sjunkande grundvattennivéer, torrare somrar och blétare vintrar finns ett
behov av att samla in vatten for bevattning under host- och vérfloder, samt vintertid, att lagras
1 magasin for senare anviandning. Vatten fran bevattningsmagasin kan behdva rening innan det
anvinds for bevattning beroende pa hur skyddat magasinet ar fran féroreningar.
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Bilaga 1. Mikrobiologiska
analysmetoder

Vatten

E. coli och koliforma bakterier analyserades med Colilert-18 (IDEXX) och Enterokocker med
Enterolert-E (IDEXX) enligt tillverkarens instruktioner. For analys av sporer av C. perfringens
(egentligen sporer fran sulfitreducerande bakterier) anvindes EN 26 461-2 ”Vattenundersokningar —
bestdmning av sporer fran sulfitreducerande anaeroba bakterier (i resultatdelen kallat Clostridium
perfringens) — del 2: membranfiltermetod” med foljande modifieringar: 1) Istéllet for Tryptos-
sulfitagar anvédndes Tryptos-sulfit-cycloserin-agar (TSC) och 2) vattnet upphettas till 80°C istéllet for
75 °C. Béda modifieringarna gjordes for att dverensstimma med den metod som anvindes for
livsmedelsproverna (se nedan).

For Campylobacter, Salmonella, STEC och ESBL-bildande E. coli anvindes interna metoder dér 1 1
vatten filtrerades genom 0,22 pum (Campylobacter) eller 0,45 pm (&vriga) 90 mm
nitrocellulosamembran (MicronSep, Maine Manufacturing). En gemensam filtrering gjordes for
Salmonella och STEC varefter filtret placerades i 250 ml buffrat peptonvatten (BPV) och inkuberades
vid 37 °C 6ver natten. Déarefter fortsattes analyserna som nedan for livsmedel. For Campylobacter
placerades filtret i 100 ml Boltonbuljong i en flaska dir en mikroaerofil miljé erh6lls genom att korken
skruvades &t hart. Efter inkubering i 37 °C 1 48 h f6ljdes "NMKL No. 119, Termotolerante
Campylobacter - Pavisning, semi-kvantitativ og kvantitativ bestemmelse i levnedsmidler og
drikkevand”. Fér ESBL-bildande E. coli anviandes den interna metoden ”MI.m196.2 ESBL-
producerande E. coli i vatten” dér filtret inkuberas i BPV med 1 pg/ml Cefotaxime och analyserades
enligt nedan for livsmedel.

I de kvantitativa analyserna av bakteriofager anvéindes 10 ml vatten som filtrerats genom 0,45 pm.
Provet blandades med véardstam och smélt blodagarbas (BAB) varpé blandningen 6verfordes i
petriskalar. Efter inkubering i 37 °C i 18 timmar ridknades antalet synliga plack och resulten
registrerades uttryckt som PFU (plaque-forming units) per 10 ml provvolym. Analys av bakteriofager
bygger pa bildandet av plack dér de fager som férekommer i provet har infekterat virdstammen och
bildar en klar zon. For bestimning av antalet f-specifika fager och somatiska kolifager analyserades
vattenprover mot virdstammarna Sa/monella enterica serotyp Typhimurium WG49 (ATCC 700730)
respektive E. coli (ATCC 13706). Som positiv kontroll for analyserna anviandes bakteriofagerna MS2
(ATCC 15597-B1) och PhiX 174 (ATCC 13706-B1).

Grodor

For kvantativa analyser anvdndes 10 g livsmedel som homogeniserades i 90 g peptonvatten (PV).

E. coli och koliforma bakterier analyserades genom utspridning pA Chromocult® Coliform ES-agar (ej
standardmetod, detektionsgréns 10 cfu/g). For enterokocker anvindes "NMKL No. 68 Enterococcus.
Bestemmelse i neringmidler och for” (detektionsgrans 100 cfu/g). For analys av C. perfringens
(egentligen sporer fran sulfitreducerande anaeroba bakterier) anvindes "NMKL No. 56. Anaerobic
sulphite reducing bacteria. Determination in foods” med upphettning till 80 °C (valfti i metoden,
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detektionsgrins 10 CFU/g). Dessutom anvénds Trypton-Sulfit-Cycloserin (TSC)-agar istéllet for
jarnsulfitagar for att resultatet skulle kunna jaimforas med vattenproverna.

I de kvalitativa analyserna anvindes 25 g livsmedel. Salmonella analyserades enligt "NMKL No 71.
Salmonella” och Campylobacter enligt "NMKL Nr 119 Termotolerante Campylobacter -
Pavisning, semi-kvantitativ og kvantitativ bestemmelse i levnedsmidler og drikkevand”. For
STEC anvéndes ISO/TS 13136:2012 ”Horizontal method for the detection of Shiga toxin-
producing Escherichia coli (STEC) and the determination of 0157, O111, 026, 0103 and O145
serogroups”. PCR kordes forst for Stx1 och 2-generna. Om nagon av dessa var positiv kordes PCR
for eae-genen. For att ett prov skulle anses vara positivt for STEC krdvdes att minst en toxin-gen
och eae pévisades. Inga forsok gjordes for att isolera STEC.

ESBL-bildande E. coli analyserades med en intern metod dér livsmedlet homogeniserades och sedan
inkuberades Over natten i BPV (buffrat peptonvatten) med 1 pg/ml Cefotaxime i 37 °C. Dérefter stroks
ca 10 pl buljong ut pA CHROMagar™ ESBL (CHROMagar) och CHROMagar™ CTX (CHROMagar
med 1 pg/ml Cefotaxim). Rosa-roda kolonier renstroks och artbestimdes med MALDI-TOF och/eller
API 20E (BioMerieux). For E. coli verifierades ESBL-produktionen med E-test (ct/ctl och tz/txl,
BioMe¢érieux). All artidentifiering av Campylobacter gjordes med MALDI-TOF. Salmonella
identifierades forst med API 20E (BioMérieux) och resultatet verifierades med MALDI-TOF.
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Bilaga 2. Amplikonsekvensering

Amplikonsekvensering dr en metod som bygger pi att en del av det totala DNA:t sekvenseras.
Analysen fokuserar pé att studera diversitet inom bakteriesamhéllen genom att i detalj undersdka
skillnader i 16S rDNA-genen som aterfinns i de flesta bakteriers arvsmassa (McLellan & Eren, 2014).
Det ér framst ndgon av 16S rDNA-genens variabla regioner som brukar studeras, till exempel V4-
regionen. Denna region har sekvenserats i enlighet med Earth Microbiome-projektets metod
(Caporaso, et al., 2012), som syftar till att systematiskt karaktérisera global mikrobiell diversitet
(Gilbert, et al., 2014).

Nér DNA:t sekvenserats bearbetas och analyseras sekvenserna i QIIME (Quantitative Insights Into
Microbial Ecology), som dr en analyskedja for att genomfora analys av sekvensdata genom att
kombinera olika verktyg som finns tillgidngliga (Caporaso, et al., 2010). Till att borja med sker
kvalitetsfiltrering av datat som sedan mappas mot referensdatabasen GreenGenes (DeSantis, et al.,
2006) och delas in i taxonomiska enheter. Utifran de taxonomiska enheterna kan diversiteten i och
mellan prover undersdkas. Varje enhet har en taxonomisk tilldelning och bakteriesammanséttningen i
proverna kan visualiseras genom detta och det &r &ven mdjligt att filtrera datat utefter taxonomisk
tillhorighet.

Kwvaliteten péd sekvenseringen sikerstélls med hjélp av diversitetkurvor. Alfadiversitet ar ett matt pa
diversitet av organismer inom ett prov eller en miljé dar malsattningen ar att undersoka en delmiangd i
datat och se hur diversiteten paverkas av att 6ka pa datat med fler sekvenser, d.v.s. skapa en
alfadiversitetskurva av delméngder i datat. Efter en viss méngd data planar alfadiversitetskurvan ut,
vilket betyder att antalet sekvenser dr tillrickligt for att fanga upp huvuddelen av variationen inom
provet. Med hénsyn till alfadiversitetskurvorna ar det erhéllna sekvensdjupet i vattenproverna
tillrackligt for att ge tillforlitliga resultat vid analys av sekvensdatat (Figur B2.1), dér de flesta
proverna innehdll mer dn 50 000 sekvenser, langt mer &n nér kurvorna i Figur B2.1 planar ut.
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Figur B2.1. Kénslighetsanalys av erhallna bakteriesamhallen dar ett antal sekvenser slumpmassigt valjs ut (x-axeln) och
diversiteten undersoks via mattet PD whole tree (fylogenetisk diversitet). Dar kurvan planar ut sa har diversiteten mattats i
provet.

Definition av vattenkvalitet

Tre olika sétt att definiera vattenkvalitet utifran sekvensdatat togs fram och undersoktes.

1. Delméngden av taxonomiska enheter definieras dels utifrdn Viarldshélso-organisationens lista
Over patogena bakterier (WHO, 2006a), dir dessa definieras pa genusniva och sekvenser som
tillhor dessa filtreras ut.

2. Sekvenser tillhorande kidnda fekala familjer som har visats vara starkt kopplade till humana
fekalier filtreras ut pa familjeniva (Newton, et al., 2013).

3. Utgdende frin databasen integrated gene catalog (IGC) som tagits fram utifran 1 267
fekalieprover fran totalt 1 070 personer virlden runt (Li, et al., 2014). Databasen bestar av
sekvenserna fran totalt 9 879 896 gener och sekvenserna i vattenproverna mappas mot dessa
med hjdlp av blastn (Camacho, et al., 2009).

Korrelationsanalyser

For att dra slutsatser om hur diversiteten i bakteriefamiljer varierar med avseende pa
forsdksdesignvariabler, som exempelvis nérvaro av damm, tidpunkt pa bevattningssésong, UV-rening,
provtagningsomgéng, provtagningsplats langs bevattningskedjan, implementerades en species
distribution model (SDM) (Elith & Leathwick, 2009) i mjukvaran Stan (Gelman, ef al., 2015) som
anvénder Bayesiansk metodik for att skatta parametrar i modellen. Stan anvéndes dven for att korrelera
olika signaler i amplikondatat med indikator- och patogendata.

Kéllsparningsanalys

Ett bibliotek bestaende av ett antal potentiella fororeningskallor, sdsom fekalieprover frén olika
djurslag och inkommande avloppsvatten, har byggts upp i ett tidigare MSB-finansierat projekt (Anon,
2017b) for att kartligga den unika taxonomiska profil som finns for vardera kéllan. De
fororeningskéllor som finns representerade i biblioteket &r avlopp, far, gris, hund, hast, hons, kalv, ko
och vildfagel. Proverna i biblioteket dr insamlade fran olika platser i Sverige dir en geografisk
spridning, spridning over aret vid provtagningstillfille samt en &ldersspridning, nér det giller
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djurkéllorna, har efterstrévats. Innan biblioteket tillampas i kallsparningssyfte kompletteras det med en
grupp rena bakgrundsprover bestdende av typiska miljovatten. Syftet med denna grupp r att definiera
den naturliga bakgrunden i vattnet som ska kéllspéras, dir proverna exempelvis kan samlas in
uppstroms en missténkt fororeningskédlla. Genom att gora detta reduceras risken for falska positiva
resultat pa grund av att en del bakterier existerar bade i1 bakgrundsvattnet och i fororeningskéllorna.

Ett publikt tillgéngligt program, SourceTracker (Knights, ef al., 2011), har anvénts for att genomfora
kéllsparning. SourceTracker anvinder ett Bayesianskt ramverk for att skatta proportionen av data
(antal sekvenser fran det potentiellt kontaminerade provet) som harror fran de olika kdllorna som finns
representerade i biblioteket. Som standard utfors berdkningen tio ganger per prov och ett medelvérde
tillsammans med dess standardavvikelse rapporteras for vartdera provet och kéllorna i biblioteket. Om
resultatet av en kéllsparningsanalys ger 1 % avlopp, betyder det att 1 % av de sekvenser som detta
prov bestar av hirror frén avlopp med storst sannolikhet, sdsom taxasammansittningen for avlopp ar
representerat i biblioteket.

Syftet med amplikonsekvenseringen

Eftersom véldigt lite dr kint om bakteriediversiteten i bevattningsvatten s ar det av intresse att
undersdka den med en sekvensbaserad metod som har forutsittningar att skatta
bakteriesammanséttningen i proverna. Bakteriesammanséttningen kan, i sin tur, ge information om ett
prov avviker frdn den normala sammanséttningen i bevattningsvatten i omradet eller for vattentypen.
Dessa avvikelser kan ses som en signatur och anvéndas i dvervakningssyfte, for kédllsparning, eller for
att ta fram specifika PCR-markorer for vattenkvalitet. Utdver att skapa en 6verblick 6ver
bakteriesammanséttningen i bevattningsvatten har vattenkvaliteten undersokts genom att definiera
olika métt for kvalitet baserat pa sekvensdatat och korrelationen mellan dessa och traditionella,
odlingsbaserade métt som fekala indikatorbakterier (E. coli, enterokocker) och patogener (t.ex.
Campylobacter spp.). De fragestillningar som framforallt undersoks &r: (i) hur ska amplikondatat
tolkas med avseende pa vattenkvaliteten och hur korrelerar de framtagna signalerna mot klassiska
indikatorer for vattenkvalitet, (i) om det gar att detektera ndgon effekt av nér pa bevattningssdsongen
proverna &r tagna for vattenkvaliteten, samt (iii) om mellanlagring av bevattningsvatten i damm eller
att anvindandet av damm som killa paverkar vattenkvaliteten. Att undersoka detta &r av intresse for
att f4 kinnedom om hur ett bevattningssystem, exempelvis med eller utan lagring i damm, paverkar
vattenkvaliteten och dven hur vél det traditionella 6vervakningssystemet med odling av exempelvis E.
coli korrelerar med andra kvalitetsdefinitioner och forekomst av patogener.

Vattenkvaliteten pa de insamlade brunnsvattnen bedomdes som mycket bra i Livsmedelsverkets
mikrobiologiska analyser och behandlas inte hir eftersom vi fokuserar pé att detektera signaler som
kan kopplas samman med sdmre vattenkvalitet. Fokus for analys genom sekvenseringsdata ligger
darfor pa de a- och dammvatten som samlats in i projektet, totalt 63 prover fanns tillgéngliga for
dataanalyser. Av totalt 63 prover sd hdrstammar 35 av dessa prover antingen direkt i/eller efter lagring
i damm och 28 med é&vatten som kélla, 40 av proverna var tagna p& véren/forsommaren och 23
sensommaren/hdsten.
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Bakteriesamhallen i vatten och livsmedel

Karaktarisering av diversiteten i bevattningsvatten

Forutom alfadiversitetskurvor dér diversiteten undersoks pé olika sekvensdjup, d.v.s. olika antal
sekvenser inkluderas (Figur B2.2), kan dven den totala alfadiversiteten baserat pa alla sekvenser i
provet tas fram. Att alfadiversiteten, som ofta &r direkt proportionell mot antalet bakteriearter, skiljs at
mellan proverna kan anvéndas som en indikation pa att ndgonting har fordndrats 6ver tid eller mellan
olika provplatser. Visualisering av alfadiversiteten i1 vattenproverna visar att det finns en variation i
diversitet (Figur B2.2). I figuren framgar att det finns en skillnad i diversitet kopplat till att proverna
sekvenserades i tva olika omgéangar. Prover som ingick i den andra sekvenseringsomgangen har hogre
diversitet 4n de som ingick i den forsta: det ar viktigt att undersoka denna typ av skillnader for att
korrigera for detta i senare analyser. Skillnaden i diversitet som orsakats av sekvenseringsomgang kan
bero pé att den andra omgéngen inneholl farre prover. Detta medforde att dessa prover sekvenserades
djupare, med fler sekvenser per prov, vilket resulterade i en hogre diversitet. Samtliga prover frén alla
platser forutom de tva forsta provtagningarna fran provplats A har ungefir samma niva av diversitet
inom provet, det varierar nagot men det &r ingen tydlig skillnad i diversitet kopplad till sdsong eller om
proverna varit i en damm eller inte. De tva forsta provtagningsomgangarna for provplats A &r tagna
under 2015 medan den tredje, med avsevart ldgre diversitet, dr provtagen aret darpa. En skillnad
mellan de tva provomgangarna med hog diversitet och resterande ar att dessa hade flest positiva utslag
for patogener (campylobacter, ESBL-bildande E. coli, salmonella eller STEC) och dven hdga virden
for indikatororganismerna (enterokocker, koliformer och E. coli) som tagits fram genom odling.

Chao1

6000-

Sekvenseringsomgang
|1
m2

4 } Ingen damm

4000- == Damm
== Maj - juni
== Augusti - september

Alfadiversitetsmatt

2000- * iy ' e )

Figur B2.2. Alfadiversitet, via mattet Chao 1, dar den skattade medeldiversiteten samt standardfelet i varje prov ar
visualiserat. Proverna ar uppdelade efter provplats (A-l), efter sdsong (maj-juni och augusti-september) samt efter om

proverna varit i en damm eller inte.
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I en ordinationsanalys (PCoA) visualiseras betadiversiteten, till skillnad frén alfadiversitet &r det
diversiteten mellan prover som visualiseras baserat pa taxonomisk sammanséttning. I visualiseringen
av betadiversiteten ses att den forsta komponenten (PC 1), som &r den komponent som forklarar mest
variation i datat, skiljer ut en grupp av prover fran provplats A som placeras langst till hoger i figuren
(Figur B2.3). I alfadiversitetsanalysen ses en skillnad i sekvenseringsomgang, den andra
komponenten (PC 2) som nést mest forklarar variationen i bakteriesammanséttning at. [ 6vrigt hamnar
de flesta prover fran samma provtagningsplats tillsammans, dér storst skillnad ses for provplats C och
E. De biologiska replikaten &r for det mesta nédra varandra: en viss naturlig variation kan finnas mellan
dessa prover eftersom det ar separata prover, men att de hamnar si nira varandra tyder pa en bra
reproducerbarhet pa analyserna och dérmed tillforlitliga resultat.
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Figur B2.3. Skillnad i bakteriesammansattning mellan prover visualiserad genom de tva storsta principalkomponenterna
(PC) erhallna fran en Principal Coordinate Analysis (PCoA). Anvant avstandsmatt ar oviktad unifrac, som inkorporerar
fylogenetiskt avstand mellan taxonomiska enheter i proverna. Proverna ar plottade i olika farger efter plats och symbol
beroende pa vilken sekvenseringsomgang provet kordes i.

En genomgéng av den totala bakteriesammanséttningen i de undersokta proverna visar pé att de
dominerande grupperna, pa den taxonomiska nivan ordning, utgors av Actinomycetales,
Burkholderiales, Flavobacteriales, Sphingobacteriales och Sphingomonadales (Figur B2.4). Dessa
grupper patraffades i samtliga prover. Proportionen av andra grupper varierade dver plats, dar
exempelvis ordningen Verrucomicrobiales patraffades i hog frekvens i samhéllen frén plats A, medan
ordningen Synechococcales var Gverrepresenterad i samhéllen fran plats D.
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Figur B2.4. Erhallen bakteriesammansattning pa den taxonomiska nivan ordning i samtliga a- och dammprover, uppdelade

efter sdsong, med/utan damm, samt plats.

Signaler for fekalier och potentiella patogener i bevattningsvatten

I samtliga bakteriesamhéllen detekterades potentiellt patogena genus (Figur B2.5). Signalerna
varierade i frekvens mellan 0,3 % och 27,0 %. Det genus som foérekom i hogst frekvens var
Pseudomonas, som kunde detekteras i samtliga samhaéllen, fordelat pa totalt 45 taxonomiska enheter.

Mycobacterium och Staphylococcus kunde ocksa detekteras 1 samtliga samhéllen, fast i betydligt ldgre
frekvens, fordelat pa 10 respektive 1 taxonomisk enhet. [ vissa samhéllen detekterades Acinetobacter,

Enterobacter (plats A), Legionella, Bacillus, Klebsiella och Leptospira.
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Figur B2.5. Observerade sekvenser som mappas till potentiellt patogena genus enligt WHOs definition uppdelat efter

sdsong, med/utan damm, samt plats. Visas pa den taxonomiska nivan genus.
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For fekalieassocierade sekvenser utifrén IGC-databasen sa detekterades dessa i samtliga samhéllen
(Figur B2.6). Signalen var i medeltal mindre 4n motsvarande for patogena bakterier, och forekom
mellan 0,02 % och 5,1 % av det totala antalet sekvenser. Familjen Enterobacteriaceae var den
vanligast forekommande med 6ver 2 000 sekvenser i samhéllen fran plats A. Totalt bestod
Enterobacteriaceae-signalen av 146 taxonomiska enheter och det genus inom Enferobacteriaceae som
forekom i hogst frekvens var Erwinia. Andra familjer, som inte detekterades i alla prover inkluderar
Fusobacteriaceae (plats E), Aeromonadaceae (plats A), Lachnospiraceae (plats E och D),
Bacteroidaceae (plats D), Lactobacillaceae (plats A) och Pasteurellaceae (plats D).

De sekvenser som mappade till de fordefinierade fekalt associerade familjerna var farre i
medelfrekvens (0,2 %) dn motsvarande for patogena genus (3,3 %) och IGC databasen (0,6 %) (Figur
B2.7). Frekvensen varierade fran 0,0065 % till 1,1 %. Ingen av familjerna detekterades i samtliga
samhéllen. I medeltal var Porphyromonadaceae vanligast forekommande med frekvens 0,09 %,
fordelat 6ver 32 taxonomiska enheter fran genusen Paludibacter, Dysgonomonas, Parabacteroides
och Porphyromonas. Denna familj dominerade signalen fran platserna E (ndrmast spridare), F och G.
Clostridiaceae, Lachnospiraceae, Bacteroidaceae samt Ruminococcaceae férekom med
medelfrekvenser pa 0,06 %, 0,04 %, 0,03 % och 0,01 %, respektive.
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Figur B2.6. Observerade sekvenser som mappas till IGC databas innehallande bakteriella gensekvenser extraherade fran
humanfekalier uppdelat efter sdsong, med/utan damm, samt plats. Visas pa den taxonomiska nivan familj.
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Figur B2.7. Observerade sekvenser som mappas till fekalieassocierade bakteriefamiljer uppdelat efter sdsong, med/utan

damm, samt plats. Visas pa den taxonomiska nivan familj.

Korrelationsanalyser

Projektets insamlade analysdata uppvisar stor variation beroende pa var proverna togs (i/efter damm
eller avatten) samt nér pa aret provtagningen skedde och om detta medférde beroenden i datat, t.ex.
om nagon specifik bakteriegrupp kan kopplas till sjélva forsoksdesignen? Vidare sé dr det viktigt att
jamfora alla de vattenkvalitetsmatt som finns tillgdngliga for att utrona vad som kan vara lampligt att
anvénda for métt i rutinundersokningar av bevattningsvatten. Idag genomfors rutinundersokningar
med att méta E. coli halt. De kvalitetsmatt pa vatten som ar undersokta listas i Tabell BI1.

Tabell B1. Vattenkvalitetsmatt tillgangliga for delprojektet amplikonsekvensering

Kvalitetsmatt Férkortning Typ Niva

Patogena genus patogen amplikon genus
Humanassocierade sekvenser  IGC amplikon Inte applicerbart
Fekalieassocierade familjer fekalie amplikon  familj

E.coli E. coli odling art
Enterokocker Enterokocker odling genus
Campylobacter spp. Campylobacter odling genus/art
Shigatoxinproducerande E. coli STEC odling art/stam
ESBL-bildande E. coli ESBL odling art/stam
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Erhéllna parameterskattningar visar att for det sekvensbaserade datat s& &r IGC-signalen positivt
korrelerad till patogensignalen (r = 0,48) medan alfadiversiteten ar negativt korrelerad till IGC (r = -
0,54), motsvarande signifikansniva o = 0,05 i ett tvidelat t-test. For en ldgre signifikansniva (o= 0,1),
var dven IGC och fekal-signalerna positivt korrelerade. Odlad E. coli ér positivt korrelerad till odlad
halt av enterokocker (r = 0,67). I vrigt tickte alla skattade sannolikhetsintervall nollnivan for bade o
=0,05 och a=0,1. Dock verkar E. coli vara den indikatorn som samkorrelerar med Campylobacter
spp. samt alfadiversitet, £. coli och Enterokocker vara béast som markor for narvaro av STEC. Ingen
kvalitetsindikator gav positiv korrelation mot nirvaro av ESBL-bildande E. coli.

For att undersoka enskilda fekalt associerade bakteriefamiljer, som utgjorde IGC-signalen, anpassades
en SDM till datat, dér provtagningsomgéng, anviandning av UV -stralning, lagring i damm, tidig eller
sen bevattningssdsong var prediktorer i modellen. For de fekalt associerade familjerna var
Prevotellaceae och Methanobacteriaceae negativt associerade med damm medan Pasteurellaceae var
positivt associerade med damm, motsvarande signifikansniva a = 0,05 i ett tvasidigt t-test. Ingen
association kunde identifieras mellan familj och bevattningssidsong. Effekten av UV gav negativ effekt
pa familjerna Coriobacteriaceae (fylum Actinobacteria), Prevotellaceae, Bacteroidaceae (fylum
Bacteroidetes), Pasteurellaceae (fylum Proteobacteria), Gemellaceae, Veillonellaceae,
Lachnospiraceae, samt Ruminococcaceae (fylum Firmicutes). Dock identifierades en positiv effekt av
UV pé familjerna Leuconostocaceae (fylum Firmicutes), Actinomycetaceae samt Bifidobacteriaceae
(fylum Actinobacteria). Provtagningsomgéng och sekvenseringsomgéng forklarade en betydande del
av variationen i nirvaro/frdnvaro av fekala familjer, vilket illustrerar vikten av att justera for dessa
faktorer i analysen. Bland annat sé var elva av 18 familjer associerade till sekvenseringsomgéang och
mellan fyra till sex familjer var associerade till olika provtagningsomgangar.

Kallsparningsanalyser

For att undersdka om fororeningen pa grodan tillforts via bevattningsvattnet genomfordes
kéllsparningsanalys pé dessa. De grodor som analyserats dr romansallad, sallad, blomkal och purjoldk.
Proverna dr tagna i biologiska triplikat, det vill sdga att tre separata prover har tagits av vardera
provursprung och dessa har analyserats var for sig. Kallsparnings-resultatet ar véldigt likt Gver de
biologiska trippelproven vilket betyder bra reproducerbarhet i analysen (Figur B2.8). Andelen som
klassades till oként, det vill sdga sekvenser som kéllsparningsalgoritmen inte lyckades klassa till nigon
av referensgrupperna i biblioteket, var l4g i de flesta prover. I purjoloksproverna var daremot andelen
okant hog: detta kan bero pa jord pa proverna som inte finns representerat som kélla i biblioteket. Den
generellt sett 14ga halten av okédnd gav en bra forutsittning for att tolka resultatet av analysen.

For proverna tagna i brunnen klassades nistan hela proverna till bakgrund med en ldg andel oként
(Figur B2.8). Vattenproverna som &r tagna vid spridaren hade en négot hogre andel oként, detta tyder
pa att den bakteriella sammanséttningen i proverna férdndras ndgot jimfort med brunnsproverna vilket
stimmer dverens med indikatororganismerna som &r nagot hogre vid spridare, framfor allt koliformer
(Tabell 7). For de roman- och isbergssallatsprover som var fekalt férorenade (Tabell 12) ses en fekal
signal vilken matchar hést bést i fyra av de sex proverna (Figur B2.8). Tydligaste signalen till hést ses
i prov B av romansallad, vilket stimmer 6verens med halten E. coli som &r hogst i detta prov. For att
undersdka osdkerheten i de erhallna kéllsparningsresultaten sa genomfordes en kéllsparningsanalys dar
histgruppen exkluderats ur biblioteket. Detta gjordes for att underséka om proverna klassades till
nagon annan fekal kélla da hést inte finns tillgdnglig som kélla. Nér detta gjordes klassades proverna
bara till bakgrunden och till oként, ingen annan fekal killa identifierades, vilket betyder att
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histgruppen inte maskerar ndgon annan fekal signal i proverna. I proverna tagna fran purjoldok ses
ingen fekal paverkan, medan proverna fran blomkal visar en fekal paverkan av vildfagel.
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Figur B2.8. Resultat av kdllsparningsanalys for vatten och fyra olika grodor insamlade hos en odlare. Vattnet ar provtaget pa
tva olika stallen, dels direkt i brunnen och dven efter rampen vid akern. For saval vattnet som grédorna har tre prover
samlats in och analyserats separat.
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Signalen till varje kélla i biblioteket gér att undersdka ndrmare genom att studera den taxonomiska
sammansittningen pa signalen och sannolikheterna att de taxonomiska enheterna hirstammar fran
kéllan s& som den dr representerad i biblioteket. Detta har gjorts for héstsignalen och den for
romansalladsprov B visualiseras i Figur B2.9. Héstsignalen kommer fran ett fital taxonomiska enheter
men det dr dnda en tydlig signal till hist dar 4,0 % av sekvenserna i provet klassificerades till kéllan.
Signalen kommer ndstan uteslutande fran fylumet Firmicutes: detta fylum &r ofta férekommande 1
fekalieprover (Yatsunenko, ef al., 2012).
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Figur B2.9. Visualisering av taxonomin for den del av romansalladsprov B som ger upphov till hdstsignalen. Staplarna i den
yttre cirkeln visar sannolikheten att sekvenserna i den taxonomiska enheten tillhér hastgruppen sa som den ar
representerad i biblioteket, staplar som ar rédfargade har en sannolikhet 270 %.
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Denna rapport redovisar den mikrobiologiska kvaliteten pa bevattningsvatten och de bevattnade grodorna hos ett urval av
svenska odlare. Dessutom presenteras en riskvardering av konsumtion av sallat bevattnat med ytvatten av olika kvalitet.

Syftet var att skapa en Oversikt 6ver kvaliteten pa bevattningsvatten i Sverige samt att koppla denna kvalitet till
mikrobiologiska risker. Aven tillgdngen till vatten har beaktats. Med detta underlag kan olika organisationer ta fram
nationella rad och (bransch)riktlinjer som leder till en sdkrare produktion av hogkvalitativa vegetabilier i ett foréandrat
klimat.

Den huvudsakliga malgruppen var odlare, radgivare och certifieringsorgan. Dessutom finns det innehall av intresse for
kontrollmyndigheter sdsom Lansstyrelsen i lan med manga kontrollobjekt (odlare).

Livsmedelsverket dr Sveriges expert- och centrala kontrollmyndighet pd livsmedelsomrddet. Vi arbetar for siker mat och bra dricksvatten,
att ingen konsument ska bli lurad om vad maten innehdller och fér bra matvanor. Det dr vart recept pg matglddje.

@ Livsmedelsverket

www.livsmedelsverket.se
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