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Bakgrund

Badplatsen i Steninge, Halmstad kommun, ligger i naturskont ldge och har manga
besokare under sommaren. Under senare ar har det dock uppméitts forhdjda halter av
fekala indikatorbakterier i anslutning till badplatsen, vilket ibland har orsakat otjénlig
badvattenkvalité och dirmed nedstdngning. Vilken fekal killa som ligger bakom &r
oklart eftersom att detta ar svart att avgdra med enbart odlingsbaserade
indikatoranalyser. Darfor ar det 6nskvért med mer kunskap kring den kélla/de kéllor
som ger upphov till den fekala kontaminationen i syfte att snabbt kunna sitta in
motatgirder. Misstankar har riktats mot dels VA-/dagvattennétet som i sddana fall
skulle licka orenat avloppsvatten ut i tillflodena, dels mot djurhéllning dé det finns
storre djurbeséttningar indt land.

Malséttningen med denna undersokning var att med DNA-sekvenseringsteknik avgora
om den forsdmrade badvattenkvalitén vid Steningebadet utgors av avlopp eller
djurfekalier. Om fororeningen kommer fran djur harrér dessa i sddana fall fran boskap
och/eller figlar. Ett delmal &r att ge en indikation pa varifran den fysiska fororeningen
kommer (dvs. vilket tillflode).

Resultat
Tre huvudsakliga killor for kontaminationen av badvattnet undersoktes:

1. ett dagvattenror med ursprung i Steninge samhélle norr om badet,
2. en & med en pumpstation som rinner ut i sodra dnden av badet,
3. frén havet.

De provtagningsplatser som valdes ut ses i figur 1, dér den ordinarie
provtagningsplatsen &r viktig eftersom den dr en referenspunkt med mycket
indikatorbakteriedata tillgdngligt fran tidigare mitningar. Denna provtagningspunkt
ligger vid den huvudsakliga badstranden. Prover frdn samtliga platser togs veckovis och
fros ner dér vissa valdes ut for vidare analys baserat pa forhojda indikatornivéer.
Provtagningsinformation visas i tabell 1. Vattenkvalitén forsdmrades under
provtagningsperioden, speciellt efter den 22/7 och flera prover hade indikatorvarden
som renderade i anmérkningen att vattnet var otjinligt som badvatten (figur 2).
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Tabell 1. Provtagningsinformation.

Plats (nummer) Antal prover sekvenserade

Datum

Ordinarie 3
26 3
27 3
28 1
29 6
30 8

1/7,22/7, 19/8

22/7, 5/8, 19/8

22/7, 2917, 19/8

19/8

15/7, 2217, 29/7, 5/8, 19/8

24/6,1/7,15/7, 22/7, 29/7, 5/8, 12/8, 19/8

Figur 1. Karta 6ver provtagningsplatser i studien.
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Figur 2. Odlingsbara fekala indikatororganismer (E. coli samt Enterokocker) uppmatt som kolonibildande
enheter (CFU) / 100 ml, grupperade efter provtagningsplats.

Direkt efter provtagningen frystes samtliga prover in och proven med hdgst uppmatta
indikatorvirden skickades till FOI i Umeé for sekvensering. For att kunna jamfora
bakteriesammanséttning med relativt opdverkade prover valdes ytterligare tre prover ut
(utifran indikatoranalyserna) Det var prover tagna vid plats 26, 27 och ordinarie plats
den 22/7. Totalt sekvenserades 24 prover pd en [llumina MiSeq, V3-V4- regionen av
16S rRNA-genen, som ar designad for att plocka upp de flesta kdnda bakterieslakten.
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Totalt genererades 4,9 miljoner 16S-sekvenser som varierade frén 80 000 till 460 000
per prov. Den taxonomiska sammanséttningen i proverna visas 1 figur 3 pa klassniva.
Resultatet visar att andelen Epsilonproteobakterier varierade mycket mellan platser och
fanns 1 storst andel pa plats 26 och pa ordinarie provtagningsplats. Denna grupp ar
intressant och bestér delvis av kemoorganotrofa organismer som vanligtvis hor hemma i
tarmfloran hos ménniskor och djur och bland annat omfattar sldktena Arcobacter,

Campylobacter och Helicobacter.
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Figur 3. Bakteriesammansattning hos proverna pa den taxonomiska nivan klass, dar prover ar uppdelade

efter plats i forsta hand och sorterade efter datum.
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En analys for att spéra killan till fororening utférdes med mjukvaran SourceTracker

[Knights et al. 2011] pé erhéllet sekvensdata. Som referensbibliotek i denna analys

anvindes samma uppséttning som i Hagglund et al. [2018] dar typiska fororeningskallor
for svenska forhallanden finns representerade. Prover och vilka kéllor som dessa prover
representerar utifran referensbiblioteket visualiseras hdar med en ordinationsanalys (figur




FOI MEMO Datum/Date Sidnr/Page no
2020-12-30 7 (10)

Titel/Title Memo nummer/Number

Kallsparningsanalys av badvatten i Steninge samt tillfloden FOI Memo 7450

4). For att minska risken for falska positiva detektioner anvidndes dven en
miljobakgrund i biblioteket dir olika badvatten i tidigare projekt fanns sekvenserade.
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Figur 4. Taxonomiska skillnader mellan bakteriesamhallen som ingéar i det fekala biblioteket dar de tva mest
informativa principalkomponenterna visas. Varje samhalle ar fargat efter fekal kalla. Dessa data &r hamtat ifran
Hagglund et al. [2018] och anvands i kallsparningsanalysen som referenskallor.

P& de sex provtagningsplatserna detekterades tva fekala kéllor; avlopp och
vildfagelfekalier (som inkluderar skrattmds-, kanadagés- och gréitrutfekalier), se figur 5.
I fem av sex provtagningsplatser detekterades ndgon av dessa fekala kéllor, men pa en
plats (nr 27) dock néra brusnivaer. Av dessa fem platser detekterades avlopp pa tre
platser, vildfagel pa tre platser och bade avlopp och vildfigel pé plats 27, havsvattnet i
Norrviken. Avloppsrelaterade bakterier detekterades i tva av tre prover tagna pa
platserna 26 (norra dagvattenroret) och vid ordinarie provtagningsplats (badet), vilket
gor det troligt att dessa platser ofta kontamineras av avlopp da indikatornivaerna &r
forhojda (ett av de tre proverna pa bada platserna var utvalda som negativ kontroll). De
bakteriegrupper som 1ag bakom avloppssignalerna utgjordes av sliktena:

e Treponema (sldkte), Spirochaetes (fylum), dér vissa arter har visats harstamma
ifran tarmfloran hos ménniskor [Angelakis et al. 2019]
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e Arcobacter (slékte), Proteobakterier (fylum)

o Fusobacteriales (familj), Fusobakterier (fylum) dér flera arter existerar i
tarmfloran hos méinniskor [Khan et al. 2012]

e Thiothrix (slékte) som har patréffats i orenat avloppsvatten och
slamanldggningar [Hudson et al. 1994, Howarth ef al. 1999]

o Plaudibacter (slikte), Bacteroidetes (fylum), dér vissa arter har visats
harstamma ifran tarmfloran hos manniskor [Dioletis et al. 2020].

For vildfagelfekaliesignalen stod bland annat dessa bakteriesldkten:

o Cetobacterium somerae (art) Fusobacteria (fylum) ar en fekalt associerad
bakterie hos minga djur och ménniskor
o Chryseobacterium (slikte), Bacteroidetes (fylum), har pétréffats i en miangd
olika djur
En vildfagelsignal detekterades i det relativt opaverkade provet pd plats 27 den 22/7, d&
indikatornivéerna var laga.
Den sista provtagningsomgéngen, frén den 19:e augusti 2019, var mest fororenad, med
avseende pa bade fekala indikatorbakterier och pd DNA-sekvensering. Det var dock inte
mojligt att spara den fekala kéllan i vissa av proverna som hade mycket hoga
indikatorvirden, exempelvis som pa plats 30. For att fa en battre uppfattning om
ursprung till féroreningen krivs en riktad provtagning dver tid samt ett utdkat antal
platser.
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Figur 5. Andel DNA-sekvenser som kan harledas till kallorna avlopp (réd) och vildfagel (grén). Standardavvikelsen pa
skattningen visas som streck vid toppen av stapeln. Proverna ar indelade efter provtagningsplats.
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Sammanfattning

Under sommaren 2019 uppmiittes fekala indikatorbakterier vid Steningebadet.
Killsparningsanalys av dessa prover pekar pa att den tydligaste killan dr humanfekalier,
som troligtvis kommer fran dagvattenledningar, &ven om andra tillfléden inte kan
uteslutas. Aven bakterier som associerar till vildfigelfekalier detekterades. Utdkad
provtagning dr Onskvird for att ytterligare ringa in vilka fysiska kéllor som bidrar med

kontaminationerna och se om dessa dr stabila Over tid.
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