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Forord

Folkehelseinstituttet tok i 2009, etter samrad med Statens forurensningstilsyn (né Klima- og
forurensningsdirektoratet), initiativ til et prosjekt for & kartlegge forekomsten av
legionellabakterier i luftede biologiske avlepsrenseanlegg. Med bistand fra Statens
forurensningstilsyn, Norsk Industri, TINE sentralt og Norsk Vann ble potensielle deltagere
kartlagt. Til sammen 33 anlegg fordelt pa 5 ulike bransjer ensket a delta.

Prosjektet ble gjennomfert i 2009-2010 som et samarbeid mellom Folkehelseinstituttet og
Unilabs Telelab AS. Prosjektmedarbeidere har veert:

Fra Folkehelseinstituttet: forsker Vidar Lund (prosjektleder), seniorrddgiver Jens Erik Pettersen,
forskningssjef Dominique A. Caugant og sjefingenier Wenche Fonahn, avdelingsdirekter
Ingeborg Aaberge og undertegnede.

Fra Unilabs Telelab AS: seniorradgiver Eirik Ask og overingenior Ase Nyszter.

En stor takk rettes til de anleggene som har deltatt i prosjektet og som gjorde denne
kartleggingen mulig, og til Gérel Allestam, Smittskyttsinstitutet, og Viggo Waagen, Borregaard
Industries, som har kommentert rapporten.

Oslo, februar 2011

Truls Krogh
avdelingsdirektor
Avdeling for vannhygiene
Folkehelseinstituttet



Innhold

L0 ] 20 3
1. SAMMENDRARG........coiiiiiirrr e e e e s e s e e e s s e s s me e e s s s s sme e e s s s s sme e e s s s s amn e e s ssssnmeeessesmneesssssannenssnnnnnes 5
0 = N €1 0 7
K T 8
4. LITT OM SYKDOM OG SMITTEMATER .......coiiieeeceeeerceae e cae e eaeses e sse e ssesae e s snesesaeenas 8
5. LITT OM VEKSTVILKAR FOR LEGIONELLABAKTERIER..........ccocevrrirererernenereraeseeesasens 9
6. ORGANISERING OG DELTAGELSE ........oooiiiiirrererere e ees e e e e s sms e e mne e e 10
7. GJENNOMF@GRING .......cooiiiiiiiiiercerre e ess s e s ess s e e e s s sss e s es s nn e e s ae s mn e e e e s s snnn e e eassanneeeeassnnneenan 10
8. ANLEGGSBESKRIVELSER ...........oeiiiiiieireee e reccere s mr e s e mm e e e 12
8.1 GENERELT ...ittiiieeeitteie e e e ettt e e ekttt e e e ettt e e e e amtt e e e e e e s be e e e e e aaste e e e e e ambaeeeeeanbeeeeeeansbeeeeeeansaneeaeans 12
8.2 KOMMUNALE AVLBPSANLEGG ......utveeeeeittiieeeeatteteaeaautteeeasaastseeeesanstaeeeesansseeeesaansseeeessnsseeeeesans 13
8.3 MEIERIER ... tteieee ettt e ettt e ekttt e e e ettt e e e e s att et e e e e s te e e e e e et be e e e e e anEae e e e e e anbeeeeeeanteeeeeearaneeaeaas 14
8.4 PETROKJEMISK INDUSTRI ...tttttetiutitteeeaattteeeeeatteteaesansseeeassastseeeesastneeeesansseeeessanssseesssnssseeeesans 16
8.5 TREFOREDLING ...cetuttttteeitttteeeeatteeeaeeaatteeeeeaamteeeeeeasteeeaesanbeeeeeeaantaeeeeeasteeeaesansaneeeeaansaneaanns 17
8.6 ANNEN INDUSTRI. ¢ tutttteeeittteeaesattteeaeaautteeeeesastteeaeeasteeeaesanseeeeeeaantaeeeesastseeaesansseeeesaanseneeeaans 18
9. ANALYSEMETODER ......coiiiiciieeiiecmeeeeessmee e s s s ssme e e s ssssmme e s s s s smne e e s s me e e s sessmme e e s sessmneeesssnnnnnes 20
9.1 DYRKINGSMETODE ....cceetiutttteeeiatteteeeeatteeaeeaasteeeaesaastaeeeeeaseeeaeeaanseeeaeeaasbaeeeeaansbeeeeeaanneeeeseannens 20
9.2 MOLEKYL/ZERBIOLOGISKE METODER......cutttetitttteeeeittetaeeaasteeeaesasteeaeaaanseeeeesanstseeessannseeesssnnnees 21
9.2.1 Kvantitativ realtime-PCR bestemmelse av Legionella pneumophila.......................... 21

9.2.2 Artsbestemmelse av Legionellaliknende kolonier ved sekvensering av
LA I a0 A A e 1Y o 1= 23
9.2.3 SEKVENSDASEIT LYPING ..ottt ettt a e e e e e e e e e e e e aaaans 23
10. ANALYSERESULTATER........c oo r e e s s e e e e s e e mn e eas 24
10.17 OVERSIKT OVER FUNN . ..cttttttttteetitttteeeatteeeeesaateeteassasteeeeaesaseseeeesanssseeeesanssseeeesanssneeesannsseeens 24
10.2 DISKUSJON AV ANALYSERESULTATENE FOR HVER BRANSUE .....coieiiiiiiieeiiiiieeessnnieeeeessnnneeeens 28
11. GRUNNLAG FOR VIRKSOMHETENES VIDERE OPPFOLGING............cccociirrricmreerennnes 31
I T 1= == PSPPSR 31
11.2 INNHOLDET | EN RISIKOVURDERING ...ceetiuttttteeiiutteteaeaaieeeeeesaansseeeesassseeessassseeessanssseeessansseees 32
11.3 FORBYGGENDE TILTAK .ttetuttttteetuteeeeesaauteeeeesanteseeasaanssseeeeaanssseeesanssseeaesanssseeessanssneeessnnsseeens 32
11.4 KOMMENTARER ANGAENDE DEN ENKELTE BRANSUE ....ccvtiiiiiiiiiiesiiieeeeesaineeeeesannneeeaesnnnnneeens 33
REFERANSER ... crr e e s e s e e e s e s s s e s s e e e e s mne e s e me e e e e e mne e e s eesnmneeennnns 35
VEDLEGG 1 RETNINGSLINJER FOR PRGVETAKING .......coooiiiiieeecere e 36
VEDLEGG 2 FOLGESKJEMA ........oooieiicccire e sesmre e s s s e e e s s s me e s s sme e s s smmn e s e mnn e e s nnnnns 37
VEDLEGG 3 REGISTRERINGSSKJEMA (DATA SKRIVES | DE GRA FELTENE) ................. 38

VEDLEGG 4 KARTLEGGING AV LEGIONELLAFOREKOMST | LUFTEDE BIOLOGISKE
RENSEANLEGG - SAMTLIGE DATA OM DET ENKELTE ANLEGG (RAPPORTERT I
HENHOLD TIL VEDLEGG 3) ...cooiiiiiiiiiiiiiiieiniinse s sss s sn s s sas s s anssssane s 39

VEDLEGG 5 OVERSIKT OVER ANALYSERESULTATER FRA KVANTITATIV REALTIME
PCR-ANALYSER.....oo it nn e 43



Sammendrag

I Norge har det vart registrert tre utbrudd av legionaersykdom som med stor sannsynlighet er
forarsaket av et biologisk renseanlegg. Det finnes imidlertid flere eksempler fra utlandet hvor
utbrudd er knyttet til biodammer.

Erfaringer fra treforedlingsindustrien viser at legionellabakterier kan opptre i store
konsentrasjoner i luftede biologiske renseanlegg som renser prosessavlep fra denne bransjen.
Luftede biologiske renseanlegg benyttes til rensing av prosessavlep ogsa fra annen industri og
til rensing av kommunalt avlgpsvann. Kunnskapen om forekomst av legionellabakterier i
luftede biologiske anlegg er begrenset. Som grunnlag for prioritering av arbeidet med
forebygging av legionellasmitte, var det enskelig & gjennomfere en kvalitativ og kvantitativ
undersokelse av forekomst av Legionella i luftede biologiske renseanlegg for behandling av
ulike typer avlgpsvann.

Legionellabakterier forekommer i naturen. Det er til na beskrevet 56 arter av Legionella og over
70 undergrupper (serogrupper). Ikke alle artene er kjent for & gi sykdom hos mennesker. De
fleste registrerte sykdomstilfellene har veert forarsaket av Legionella pneumophila, serogruppe
1, men ogsd andre serogrupper og arter kan veere sykdomsfremkallende.

Prosjektet har vaert et samarbeid mellom Folkehelseinstituttet og Unilabs Telelab AS, med
forstnevnte som prosjektleder. Prosjektet ble startet i samrad med Statens forurensningstilsyn
(nd Klima- og forurensningsdirektoratet).

Totalt 33 anlegg, fordelt pa 5 bransjer, har deltatt i prosjektet.
Kommunale avlgpsrenseanlegg: 8

Meierier: 8

Petrokjemisk industri: 9

Treforedlingsindustri: 4

Annen industri: 4

Antall deltagere og anleggenes geografiske spredning anses som tilfredsstillende for & ivareta
prosjektets mal.

Det er gjennomfert fire praveomganger fordelt over ett ar, henholdsvis i juni, august/september
og november 2009, og i april 2010. Pravene er tatt fra den aktive fasen i luftebassengene. Det
ble tatt to parallelle praver, den ene ble sendt til Unilabs Telelab for dyrking, og den andre til
Folkehelseinstituttet for kvantitativ PCR-analyse. Dyrkningsprever fra Unilabs Telelab ble ogsa
sendt inn til Folkehelseinstituttet for genotyping. Opplysninger om renseanleggene er rapportert
elektronisk til Folkehelseinstituttet, og driftsdata er rapportert i forbindelse med hver
proveomgang. Det er stor variasjon mellom anleggene bade hva gjelder utforming og sterrelse,
fra apne utenders bassenger med areal pa over 1000 m” til innendeors totalt tildekkede anlegg pa
10 — 50 m”. De fleste anleggene er av type aktivslam, dvs. bassenger der bakteriekulturen
sirkulerer fritt i bassengene ved luftinnblasing. De gvrige benytter biofilmprosesser der
biofilmen sitter fast pa et medium, de fleste av typen “moving bed”. P4 grunn av stor variasjon i
omfang og kvalitet av innrapporterte data i forbindelse med hver proaveomgang, og det
begrensede antallet prover, er det ikke tilstrekkelig informasjon til & foreta statistiske analyser
av sammenhenger mellom tekniske forhold og legionellaforekomst.

Legionella dyrkningsanalyse ble utfert av Unilabs Telelab i henhold til ISO 11731:1998.



Som del av prosjektet ble det ogsa pravet ut en kvantitativ bestemmelsesmetode basert pa sakalt
PCR-teknikk, ved hjelp av et kommersielt tilgjengelig test-kit. Ved tradisjonell dyrking
bestemmes bare levende, dyrkbare bakterier. Ved PCR-teknikk péavises bade levende dyrkbare
bakterier, levende ikke-dyrkbare bakterier, samt dede bakterier.

I de kommunale renseanleggene ble det med dyrking kun pévist legionellabakterier ved ett av
de atte anleggene. Ved hjelp av PCR-teknikk ble det imidlertid pavist L. pneumophila i fem av
anleggene, dog i lave konsentrasjoner.

I provene fra de dtte meierianleggene ble det ikke i noen av anleggene pavist
legionellabakterier ved dyrking. Ved tre anlegg ble det pavist L. pneumophila ved PCR-teknikk,
men i meget lave konsentrasjoner.

I de petrokjemiske anleggene ble det bade ved dyrking og PCR-teknikk pavist L. pneumophila
i seks av de ni anleggene, og i til dels haye konsentrasjoner.

I anleggene tilknyttet treforedlingsindustri ble det pavist legionellabakterier i tre av fire
anlegg, med L .pneumophila som dominerende art. Med PCR-teknikk ble L.pneumophila pavist
i alle anleggene.

I de fire anleggene tilknyttet annen industri ble det heller ikke pavist legionellabakterier ved
dyrking, men det ble pavist L. preumophila i lave konsentrasjoner med PCR-teknikk i tre
anlegg.

Det anbefales at anleggene gjennomferer en vurdering av eksponeringsrisikoen. Utgangspunktet
for en risikovurdering er anleggets potensial for & fremme oppvekst av legionellabakterier. En
vurdering av dette potensialet ber omfatte bdde en vurdering av om forutsetningene for
legionellavekst synes & vaere til stede, og dokumenterte erfaringer i form av analyser. Dernest
ma det vurderes hvilke hendelser som kan tenkes & medfere at mennesker blir eksponert for
legionellainfiserte acrosoler, bade pa bedriftsomradet og utenfor.

Som hovedregel anbefales bruk av andedrettsvern ved arbeid i tilknytning til biologiske
renseanlegg med mindre eksponeringsrisikoen er neglisjerbar.



1. Bakgrunn

Det har veert registrert tre utbrudd av legionaersykdom i Norge, i Sarpsborg-/Fredrikstadomradet
i Ostfold, som med stor sannsynlighet er forarsaket av et biologisk renseanlegg. I mai 2005 ble
103 personer diagnostisert med legionarsykdom, hvorav 10 dede. I november samme ar ble det
pavist tre nye tilfeller av legionaersykdom i samme omréade, med samme legionellastamme som
forarsaket utbruddet i mai. I 2008 ble fem personer diagnostisert, hvorav to dede.

1 2005 ble det konkludert med at et skrubberanlegg ved Borregaard Industries var smittekilden.
Forsvarets forskningsinstitutt (FFI) og Borregaard Industries har i ettertid sannsynliggjort at det
biologiske renseanlegget ved fabrikken var den viktigste arsaken til smittespredningen. Uansett
hva som var spredningsveien for utbruddet, om det var legionellainfiserte acrosoler spredt
gjennom luft via skrubberanlegget eller annen aerosoldannelse basert pa elvevann nedstrems
utslippet i Glomma, er det enighet om at legionellene opprinnelig stammet fra det biologiske
renseanlegget.

Etter granskning av mulige arsaker til utbruddet i 2008 ble det konkludert med at det Iuftede
biologiske renseanlegget for prosessavlgpsvann ved Borregaard Industries pé en eller annen
mate matte vere involvert i smittespredningen. Denne overveiende sannsynlige
arsakssammenhengen medferte at Statens forurensningstilsyn (nd Klima- og
forurensningsdirektoratet) ga Borregaard dispensasjon fra utslippskravet, og de luftede
biodammene ble stengt.

De tre nevnte utbruddene i Ostfold er de eneste kjente tilfellene i Norge der legionellasmitte er
knyttet til biologisk rensing av avlgpsvann. Som vist i det etterfolgende finnes det imidlertid
flere eksempler pa slike sammenhenger fra utlandet.

Danmark 1997. Naringsmiddelindustri. Fem tilfeller av Pontiacfeber. Smittet i forbindelse med
arbeid ved slamfortykker ved renseanlegget. (Gregersen et al. 1999)

USA 2000. Neringsmiddelindustri (sukkerproduksjon). 15 tilfeller av Pontiacfeber. Smittet i
forbindelse med bruk av renset avlap til heytrykkspyling. (Castor et al. 2005)

Frankrike, 2003/2004. Petrokjemisk industri. 86 tilfeller av legionarsykdom hvorav 18 dade.
Smittekilde var et kjeletarn ved fabrikken. En av konklusjonene fra risikoanalysen var at en
betydelig mengde luftbaren Legionella fra det biologiske renseanlegget kan ha blitt tilfert
kjeletarnet. Spredning over en distanse pa 6 km. (Tran Minh Nhu Nguyen et al. 2006 (Pas-de-
Calais outbreak))

Sverige 2004. Treforedlingsindustri. Ett tilfelle av legionaersykdom. Det biologiske
renseanlegget mulig arsak. Smitteavstand var ca. 100 meter. (Allestam and Langmark, SMI
2007)

Finland 2006. Treforedlingsindustri. To tilfeller av legionaersykdom ved to forskjellige
fabrikker. Begge tilfellene var arbeidsrelatert. Det ene tilfellet skyldtes trolig eksponering for
aerosoler i forbindelse med installasjon av en pumpe i et ettersedimenteringsbasseng etter
biologisk rensing. Det andre tilfellet skyldtes sannsynligvis eksponering for aerosoler fra et
aktivslamanlegg, spredt over en distanse pa ca. 200 meter. (Kusnetsov et al.2010)

Finland 2007. Kjemisk fabrikk. Fem ansatte ble diagnostisert med Pontiacfeber (Ruotsalainen et
al. 2008)



Sverige 2008. Laerindustri. Tre diagnostiserte og ett antatt tilfelle av legionarsykdom.
(Upubliserte data, kommunelege Vistra Gotaland)

Sverige 2010. I september ble det konstatert fem tilfeller av legionaersykdom i Domsjo nordest i
Sverige. Tilfellene ble knyttet til det biologiske renseanlegget ved en treforedlingsbedrift.
Utdrag fra pressemelding: “Orsaken till de fem fallen i Domsjo dr kopplade till den rengéring
som gjordes vid Domsjo Fabrikers bioreningsanldiggning i samband med underhdllsstoppet i
september. DNA-analys av legionellabakterier har bekrdftat att smittan kommer fran
anldggningen. Tva av de smittade deltog i rengéringsarbetet i anldggningen”.

Totalt er 233 personer i seks land registrert smittet med legionellose mellom 1997 og 2010, der
arsaken er knyttet til biologisk rensing.

Erfaringer fra treforedlingsindustrien viser at legionellabakterier kan opptre i store
konsentrasjoner i luftede biologiske renseanlegg som renser prosessavlep fra denne bransjen.
Luftede biologiske renseanlegg benyttes til rensing av prosessavlep ogsé fra annen industri og
til rensing av kommunalt avlep. Kunnskapen om forekomst av legionellabakterier i luftede
biologiske anlegg ved disse er begrenset.

Som grunnlag for prioritering av arbeidet med forebygging av legionellasmitte, var det enskelig
a kartlegge legionellaforekomsten i luftede biologiske renseanlegg i Norge.

2. Mal

A gjennomfore en kvalitativ og kvantitativ undersokelse av forekomst av Legionella i luftede
biologiske renseanlegg for behandling av ulike typer avlgpsvann. Dette gjores ved a kartlegge i
hvilken grad Legionella finnes i slike anlegg, hvilke arter, serogrupper og genotyper av
Legionella det dreier seg om, og i hvilke menger de foreckommer.

3. Litt om sykdom og smittemater

Legionellabakterien gir hovedsakelig to sykdomsbilder: Legionarsykdom som er en alvorlig
lungebetennelse, og Pontiacfeber som vanligvis gir en mild, influensaliknende sykdom uten
lungebetennelse. Fellesbetegnelse for begge sykdommene er legionellose. Inkubasjonstiden for
legionarsykdom er 2-10 dager, vanligvis 5-6 dager. For Pontiacfeber er inkubasjonstiden fra
noen timer til 6 dager (vanligvis 3 dager). Mange som blir utsatt for legionellabakterier, utvikler
milde eller ingen symptomer.

Legionarsykdom kan initialt gi hodepine, muskelsmerter og slapphet. I lopet av fa dager
utvikles hay feber, tarrhoste og andre lungebetennelsessymptomer. Magesmerter og diaré kan
forekomme. Laboratoriepraver kan vise nedsatt nyrefunksjon. Legionarsykdommen kan ha et
alvorlig forlep med en betydelig dadelighet hos eldre og immunsvekkede (opptil 30 %).
Rapportert dedelighet i land i Europa er i gjennomsnitt 5-6 %.

Pontiacfeber gir vanligvis en influensaliknende sykdom med feber, hodepine, muskelsmerter og
tretthet, som oftest ikke trenger behandling. Symptomene ved Pontiacfeber varer vanligvis 2-5
dager.



Legionellabakteriene smitter ved at de pustes ned i lungene via legionellainfiserte aerosoler.
Unntaket er sengeliggende pasienter som kan bli smittet ved at de far infisert veeske i
”vrangstrupen” og ned i lungene.

I motsetning til nar bakteriene forarsaker Pontiacfeber, blir sjelden friske mennesker med et
intakt immunapparat smittet med legionarsykdom av legionellabakterier. Anerkjente
risikofaktorer for legionersykdom er kjonn og alder (spesielt menn over 55 ar), royking,
alkoholisme, alvorlig underliggende sykdom, immunsupprimering (nedsettelse av
immunsystemets virkning ved behandling) og immunsvikt. Pontiacfeber rammer like gjerne
unge, friske som gamle og syke mennesker. Attakkraten (andel smittede som blir syke) for
legion@rsykdom antas & vere 0,1-5 % (hayest for personer i risikogruppene), mens attakkraten
for Pontiacfeber er hay, over 90 %.

Det er de samme legionellaartene som kan forarsake bade legionarsykdom og Pontiacfeber,
men man vet ikke arsaken til at legionellabakteriene noen ganger gir legionarsykdom, og andre
ganger Pontiacfeber.

4. Litt om vekstvilkar for legionellabakterier

Legionellabakterier forekommer i naturen. Man mé regne med at de kan finnes over alt i
overflatevann og i jordsmonn, men konsentrasjonen er gjennomgéaende lav. Typisk sterrelse pa
bakterien er 2-6 x 0,5 um. Det er til na beskrevet 56 arter av Legionella og over 70
undergrupper (serogrupper).

Ikke alle artene er kjent for & gi sykdom hos mennesker. De fleste registrerte sykdomstilfellene
har veert forarsaket av Legionella pneumophila, serogruppe 1, men ogséa andre serogrupper og
arter kan vare sykdomsfremkallende.

En rekke faktorer innvirker pa vekstforholdene for legionellabakterien:

e Legionellabakterier vokser best ved temperaturer mellom 20 og 50 °C. Ved
temperaturer under 20 °C er formeringen begrenset. Erfaringer tilsier at i
vannsystemer der temperaturen er over 60 °C vil legionellabakteriene ikke etablere
seg eller vokse.

e Et svakt surt milje med pH-verdi 6-7 regnes for & veere mest gunstig for vekst av
legionellabakteriene. De vokser ikke ved pH-verdi under 3 eller over 10. Det er
imidlertid pavist legionellabakterier i veeskesystemer bade ved pH-verdier over 10
og under 3.

e Natriumsalter i konsentrasjoner over 1,5 % virker hemmende pé vekst av
legionellabakterier, og dette er antakelig grunnen til at legioneller ikke trives i
sjevann, men de kan overleve i sjgvann i en viss tid.

e Legionellabakteriene vokser helst i en biofilm sammen med andre organismer som
finnes i vannsystemer, som protozoer, cyanobakterier og andre bakterier. En
etablert biofilm pa vanneksponerte flater eller i frie vannmasser som i et
aktivslamanlegg, er neermest en forutsetning for a fa etablert en aktiv vekst av
legioneller. Legioneller finnes derfor ikke blant de forste bakteriene som etablerer
seg ndr en biofilm bygges opp. Under naturlige forhold har legionellabakteriene
bare veert funnet i sameksistens med andre mikroorganismer, og intracellulert i
protozoer.
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De viktigste risikofaktorene for oppvekst er vaeskens temperatur og bakterienes tilgang til
neringsstoffer. I et anlegg vil omfanget av begroing (biofilm), bunnfall, slamansamlinger,
kalkavleiringer og korrosjonsprodukter som kan bidra til bakterie- og amebevekst, vere av stor
betydning ved vurdering av risiko for legionellavekst. Legionellabakterier méa ha tilgang pa
oksygen, de trives derfor ikke under anaerobe (anoksiske) forhold.

Sammensetningen/dominansen av de forskjellige artene av legionellabakterier vil kunne variere
i samme anlegg over tid.

I samme typer anlegg kan det vaere individuelle forskjeller som gjor at vekstbetingelsene er
forskjellige. Erfaringer fra andre anlegg kan derfor ikke brukes direkte.

5. Organisering og deltagelse

Prosjektet har vaert et samarbeid mellom Folkehelseinstituttet og Unilabs Telelab AS, med
forstnevnte som prosjektleder. Prosjektet ble startet i samrad med Statens forurensningstilsyn
(nd Klima- og forurensningsdirektoratet).

Statens forurensningstilsyn og Norsk Industri har bidratt med oversikter over industribransjer
med luftet biologisk avlepsrensing. TINE sentralt og Norsk Vann har bistatt med & skaffe
oversikt over potensielle deltagere fra henholdsvis meierier og kommunale avlgpsrenseanlegg.

For & 4 med flest mulig anlegg ble prosjektkostnadene holdt lavest mulig. Arbeidet ble utfort til
selvkost. Prosjektkostnadene, kr 15 000,- per anlegg, har dekket materialutgifter til analyser og
utsendelse av proveflasker.

Totalt 33 anlegg har deltatt i prosjektet. Fordelingen mellom ulike bransjer er slik:

» Kommunale avlgpsrenseanlegg: 8 av 10 forespurte
e Meierier: 8 av totalt 16 anlegg

e Petrokjemisk industri: Samtlige av de 9 forespurte

e Treforedlingsindustri: Samtlige av de 4 forespurte

e Annen industri: 4 av 6 forespurte

Antall deltagere og anleggenes geografiske spredning anses som tilfredsstillende for & ivareta
prosjektets mal.

6. Gjennomfoering

Den praktiske gjennomferingen kan oppsummeres som folger.

1. Det er gjennomfert fire proaveomganger fordelt over ett ar, henholdsvis i juni,
august/september og november 2009, og i april 2010.

2. Prevene er tatt fra den aktive fasen i luftebassengene av anleggenes eget personell i
henhold til retningslinjer for prevetaking, se vedlegg 1. Det ble tatt to parallelle prover,
den ene ble sendt til Unilabs Telelab AS og den andre til Folkehelseinstituttet, ekspress
over natt, vedlagt folgeskjema for prover, se vedlegg 2.



11

Unilabs Telelab AS har analysert provene ved dyrking. Isolatene er artsbestemt og
serotypet.

Isolerte legionellakolonier ble sendt fra Unilabs Telelab AS til Folkehelseinstituttet for
artsbestemmelse med molekylare metoder og videre genotyping av Legionella
pneumophila i henhold til metode anbefalt av European Working Group for Legionella
Infections (EWGLI).

Den andre proven som ble sendt direkte til Folkehelseinstituttet, ble analysert ved hjelp av
PCR-teknikk.

Opplysninger om renseanleggene er rapportert elektronisk til Folkehelseinstituttet i
henhold til utsendt registreringsskjema, se vedlegg 3. Driftsdata er rapportert i forbindelse
med hver proveomgang.

Etter hver proveomgang er analyseresultatene sendt deltagerne i prosjektet elektronisk,
med en kort kommentar.
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7. Anleggsbeskrivelser

7.1 Generelt

Det er stor variasjon mellom anleggene bade hva gjelder utforming og sterrelse, fra apne
utendors bassenger med areal pa over 1000 m” til innendeors totalt tildekkede anlegg pa 10 — 50
m?, som illustrert med nedenstiende bilder.

De fleste anleggene er av type aktivslam, dvs. bassenger der bakteriekulturen sirkulerer fritt i
bassengene ved luftinnblasing. De gvrige benytter biofilmprosesser der biofilmen sitter fast pa
et medium. Bortsett fra ett kommunalt anlegg som benytter biofilter, er biofilmprosessene av
type “moving bed”, der biofilmen sitter pa elementer av polyetylen som sirkulerer i reaktorene.

For mange av anleggene er det biologiske trinnet kombinert med mekanisk og kjemisk rensing.
Det kjemiske trinnet kan enten vere foran eller etter det biologiske trinnet. Flere av anleggene,
spesielt de som fjerner nitrogen, kombinerer anaerob (anoksisk) og aerob (luftet) biologisk
behandling.

I det etterfolgende er det gitt en kort beskrivelse av de enkelte bransjene og noen sentrale
opplysninger om den enkelte virksomhet/anlegg. Anleggsnummer er benyttet som identifikasjon
pa det enkelt anlegg. Av praktiske grunner er det under ”Annen industri” samlet fire anlegg som
ikke har felles bransjebetegnelse. Temperaturene i figurene i dette kapitlet er i hovedsak
gjennomsnittstemperatur for siste maned for provetakingen. For enkelte anlegg eller
provetakingsomganger er gjennomsnittstemperaturen ikke rapportert. I disse tilfellene er
temperaturer som er malt i forbindelse med prevetakingen benyttet.

Skogsindustrierna i Sverige har fatt utfort en undersekelse av sammenhengen mellom
legionellaforekomst og tekniske forhold ved 42 biologiske renseanlegg for treforedlingsindustri



13

(Lindeberg, Extract Informasjon, 2007). Av flere parametere som ble undersekt, ble det bare
konstatert en sammenheng mellom legionellaforekomst og temperatur og oppholdstid i
luftebassengene. Det ble funnet hoye legionellaverdier i anlegg som opererte ved optimal
temperatur for vekst av legionellabakterier (38 +5 °C), og som hadde oppholdstid i
luftebassenget pa over 11 timer.

Pé grunn av stor variasjonen i omfang og kvalitet av innrapporterte data i forbindelse med hver
preoveomgang, og det begrensede antallet prover, er det ikke tilstrekkelig informasjon til & foreta
statistiske analyser av sammenhenger mellom tekniske forhold og legionellaforekomst.
Driftsdataene vil imidlertid bli arkivert med tanke pa at de kan komme til nytte senere dersom
ny kunnskap omkring sammenhenger aktualiserer dette. P& bakgrunn av erfaringene fra svensk
treforedlingsindustri, er rapporterte verdier om avlgpsvannets oppholdstid i luftebassenget og
temperatur trukket ut og presentert for hver bransje. Rapporterte data om slamalder, som er et
uttrykk for den totale tid en slamfnokk befinner seg i et aktivslamsystem, og slamkonsentrasjon,
som er et uttrykk for konsentrasjonen av mikroorganismer, er ogsé presentert.

7.2 Kommunale avlgpsanlegg

Anleggene er lokalisert i Ser-Norge, de fleste pa Ostlandet. De behandler avlep fra
husholdninger og neringsvirksomhet som har utslipp til det kommunale avlgpsledningsnettet.
Ett av anleggene har hay organisk belastning pga naeringsmiddelindustri, og ett har hoyt
ammoniuminnhold.

Fem av anleggene har nitrogenfjerning, hvorav fire benytter Kaldnes moving bed. To av
anleggene benytter aktivslam, mens ett benytter biofilter.

Typiske temperaturer i det aerobe biotrinnet er mellom 7 og 15 °C, avhengig av érstid. Hoyeste
registrerte temperatur er 16 °C og laveste 5,3 °C, se figur 7.1.

Kommunale anlegg

——1-8-2 5 %8 %11 14 —+——21 - 25

Temperatur

Preveomgang

Figur 7.1 Registrerte temperaturer i biotrinnet — kommunale anlegg
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7.4 Petrokjemisk industri

Anleggene ligger spredt over hele landet, de fleste langs kysten. Type produksjon fremgar av
tabell 7.3.

For ett av anleggene er det ikke gitt informasjon om type anlegg. Ett av anleggene er Kaldnes
moving bed-prosess, de ovrige er aktivslamanlegg. Ett anlegg har nitrogenfjerning.

Typiske temperaturer i det aerobe biotrinnet er mellom 25 og 35 °C. Hoyeste registrerte
temperatur er 36 °C og laveste 15 °C, se figur 7.3.

Petrokjemisk industri

|—0—6—-—10 15 —%—22 — %23 —8—26 —+— 29 30 32

Temperatur

Preveomgang

Figur 7.3 Registrerte temperaturer i biotrinnet — petrokjemisk industri

Noen nekkeltall om anleggene fremgar av tabell 7.3. Registrerte pH-verdier ligger mellom 6,5
0g 9,1.
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8. Analysemetoder

Prevene ble undersakt ved hjelp av dyrkingsmetode og molekylerbiologiske metoder. Ved
tradisjonell dyrking bestemmes bare levende, dyrkbare bakterier. Ved molekylarbiologiske
metoder (PCR-teknikk) pavises bade levende dyrkbare bakterier, levende ikke-dyrkbare
bakterier, samt dede bakterier. Analysemetodene supplerer derfor hverandre pa en god mate nar
en prove skal bedemmes.

I denne undersgkelsen bestemmes ved dyrking bade Legionella pneumophila og ulike andre
legionellaarter, sakalte Legionella species (Legionella sp.). Ved den anvendte metode for
kvantitativ realtime PCR bestemmes utelukkende Legionella pneumophila.

Alle kvantitative bestemmelser inneholder en kjede av handlinger fra prevetaking til analyse, og
hvert av trinnene er beheftet med usikkerhet. Selve pravetakingen i biodammen innebaerer
unegyaktighet fordi man bare tar ut et sveert lite volum i forhold til det totale bassengvolumet.
Noe usikkerhet ma altsé paregnes selv om uttaksprosedyren skal sikre representative prover.

8.1 Dyrkingsmetode

Legionella dyrkingsanalyse ble utfert i henhold til ISO 11731:1998 ved Unilabs Telelab AS.
Denne analysen paviser levende, dyrkbare legionellabakterier. GVPC agar og BCYE agar ble
benyttet. Agarskalene er produsert ved Unilabs Telelab AS. Skalene er kontrollert for sterilitet
og vekstegenskaper.

Prover fra biologiske renseanlegg er krevende & analysere pga et hoyt og mangfoldig innhold av
bakterier. Selv om prevene syre- og varmebehandles og dyrkes pé selektive dyrkingsmedier
(medier med tilsetninger som skal fremme vekst av legionellabakterier og hindre mest mulig
oppvekst av andre bakterier), er det fortsatt mye bakgrunnsflora. Det vil si andre bakterier enn
Legionella som ogsa vokser opp pa dyrkingsskalene, og gir overgrodde dyrkingsskaler. Pravene
ble derfor fortynnet, og den fortynningen som erfaringsmessig ville kunne leses av, er benyttet
til & angi deteksjonsgrense. Dette forer til hoye deteksjonsgrenser som vil variere med mengde
bakgrunnsflora i prevene fra de ulike anleggene. For & kunne pévise legionellabakterier ma
disse veere i sa hoy konsentrasjon at de ikke fortynnes bort ndr man fortynner prevene pga
bakgrunnsfloraen. Det er viktig & vare klar over at det derfor kan vare legionellabakterier til
stede i et heyt antall nar deteksjonsgrensen er hey. For eksempel dersom deteksjonsgrensen er
100 000 cfu/liter kan det veere 10 000 cfu/liter med legionellabakterier i preven som ikke
pavises.

Svarene fra dyrkningsprevene er angitt som det antall legionellabakterier som pavises (cfu/liter)
eller som ”Ikke pavist”, det vil si under deteksjongrensen.

Selv om prevesvarene tallfestes er det viktig & veere klar over at tallene ma sees pa som et
estimat. Legionella dyrkningsanalyse er en semikvantitiv analyse. Erfaringsmessig vil
usikkerheten kunne veare opp mot + 1logyo (en tierpotens).

Isolerte legionellbakterier ble ved hjelp av en Legionella Latex agglutinajonstest (Oxoid) videre
artsbestemt. Denne testen identifiserer Legionella pneumophila serogr. 1, Legionella
pneumophila serogr. 2-14 og en samlegruppe av 7 patogene arter (Legionella longbeachae 1 og
2, Legionella bozemanii 10g 2, Legionella dumoffii, Legionella gormanii, Legionella jordanis,
Legionella micdadei, Legionella anis). Det ble plukket tre representative kolonier av hver
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kolonitype med lik morfologi (basert pa utseende, fluorescens etc.). Koloniene ble sendt videre
fra Unilabs Telelab AS til Folkehelseinstituttet for genotyping (forklares naermere under
avsnittet om molekylarbiologiske metoder.)

8.2 Molekylaerbiologiske metoder

8.2.1 Kvantitativ realtime-PCR bestemmelse av Legionella pneumophila
Innledning

Som del av prosjektet ble det provd ut en kvantitativ bestemmelsesmetode basert pa sakalt PCR-
teknikk (”Polymerase Chain Reaction”) ved hjelp av et kommersielt tilgjengelig test-kit. Dette
arbeidet ble utfort ved Folkehelseinstituttet. Analyser kan utferes raskere med en slik metode
enn med dyrking, man har ogsa mulighet til & bestemme bakterier spesifikt og i lave
konsentrasjoner.

Kort om metoden

Med PCR-metoder er det mulig & pavise og kvantifisere deler av bakteriers arvestoff. Arvestoft,
DNA, finnes inne i alle bakterieceller, og alle arter har spesifikke omrader (gener) som skiller
dem fra andre arter. Ved PCR-teknikk benyttes en spesiell kjemisk reaksjonscocktail” til &
“klippe ut” og kopiere deler av bakteriens DNA gjennom flere termiske reaksjonssykluser. Nar
DNA-bitene er kopiert opp i et tilstrekkelig antall, vil de kunne pavises ved hjelp av
fluorescerende stoffer. Reaksjonsforlapet kan folges for mange prover samtidig.

Resultatene oppgis som genomiske enheter per liter (GU/I). Siden man analyserer pa
gener/DNA-biter som er spesifikke for den bakterien som skal bestemmes, vil ikke malingene
forstyrres av andre tilstedevearende bakterier.

Forut for analysen ma det tillages et rent DNA-ekstrakt av praven. PCR-teknikken er folsom for
ulike forurensninger som kan hemme (inhibere) reaksjonen, derfor ma alle prever gjennom en
flertrinns renseprosess. Enkelte ganger vil det ikke lykkes a fjerne inhiberende forbindelser, og
reaksjonen blir ufullstendig.

Utforelse

Prevene fra biodammene ble konservert samme eller pafelgende dag som de ankom
laboratoriet. Det ble pipettert ut 1500 pl som ble overfort fil Eppendorfrer. Hvert ror ble
sentrifugert i 10 minutter ved hey hastighet, slik at det dannet seg en pellet av sedimentert stoff i
bunnen av reret. Mesteparten av bakterieinnholdet blir felt ut sammen med annet partikulaert
materiale. Supernatanten (vaeskefasen) ble fjernet, og det ble tilsatt konserverende buffer til
pelleten i roret. Provene ble deretter oppbevart ved -20 °C.

DNA fra prevene ble isolert ved & lysere (’sprenge”) bakteriecellene med lysosym, proteinase
K, og SDS-lgsning ved 65 °C i 15 minutter. Lesningen ble renset med NaCl/CTAB og det ble
utfort faseseparasjon med kloroform/isoamylalkohol. DNA ble oppkonsentrert med
isopropanolfelling ved -20 °C, og utfelt DNA ble renset med 70 % etanol. DNA-pelletene ble
resuspendert i 100 pl TE-buffer. De rensede DNA-ekstraktene ble oppbevart i fryser.

Til PCR-analysene ble det tatt ut 10 pl DNA-ekstrakt. Hver prove ble analysert to ganger.
Konsentrasjonen av DNA i ekstraktene ble malt spektofotometrisk (“nano drop™) for &
kontrollere at provene inneholder DNA.
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Pavisningsgrensen synes 4 ligge i omradet 10°-10* GU/1i de fleste provene. For de provene hvor
det ble pavist Legionella pneumophila i lave konsentrasjoner i den ene analyseomgangen, men
ikke i den andre analyseomgang, ble funnene betegnet som usikre.

I noen prover er det imidlertid gjort signifikante, lave funn, hvilket betyr at lave verdier er blitt
bekreftet i de to parallellene fra samme prave.

Provene fra de anleggene som har hayest konsentrasjon av Legionella pneumophila faller i to
kategorier. Signifikant pavisning i ca halvparten av prevene forekommer i
konsentrasjonsomradet 10*-10° GU/I. Signifikant pavisning i alle prover forekommer i
konsentrasjonsomrédet 10*-10* GU/L.

8.2.2 Artsbestemmelse av Legionellaliknende kolonier ved sekvensering av 16S
rRNA-genet
Artsbestemmelse av bakterier kan gjores ved hjelp av DNA-sekvensering av utvalgte 16S
rRNA-genfragmenter (et omrade av arvestoffet som er spesifikt for & identifisere en spesiell
bakterie). Ved & sammenlikne DNA-sekvensene av dette genet (“arveanlegget™) med tilsvarende
sekvenser fra andre bakteriearter, som det finnes informasjon om i ulike nasjonale og
internasjonale databaser, kan vanligvis arten (eller den mest beslektede arten) bestemmes. Dette
fremkommer som prosentvis likhet mellom de sekvensene av arveanlegg som ble funnet i
proven, og det som finnes i databasen.

8.2.3 Sekvensbasert typing

Genotyping, for eksempel multi-lokus sekvenstyping (MLST) basert pa 7 husholdningsgener”,
egner seg bl.a. for & identifisere ulike ”genetiske stammer” ("varianter”) innen samme
bakterieart. Dette gjores ved & bestemme DNA-sekvensen til enkelte spesifikke DNA-
fragmenter ("omrader”) som er oppkonsentrert fra flere deler av bakterienes arvestoff. DNA-
sekvensene vil gi informasjon om bakterienes identitet (sekvenstype (ST)), og kan benyttes til
smitteoppsporing ved et eventuelt utbrudd.
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9. Analyseresultater

9.1 Oversikt over funn

Nedenfor folger en tabell som oppsummerer alle mikrobiologiske funn, sortert etter anlegg
(anleggsnummer).

Tabell 9.1 Bransjevis sammenstilling av analyseresultater

Forklaring:

qPCR = Kvantitativ realtime PCR, ip = ikke pavist, L.sp. = Legionella species, LP = Legionella pneumophila,
E+03, E+04, E+05 etc. betyr henholdsvis 1000, 10 000, 100 000 etc.
Bransje: KR = Kommunalt avlopsrenseanlegg

ME = Meierier

Anleggs-
nr.

@ 0 0 oo 1 g g ga N N N N =

N N N NN = a4 4 A A A A a
O = =~ O O A DN DN B A 44 a4

Bransje

KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR

Prove-
omg.

N

A 0N

= h W0 N

A~ 0N

= h O N A O N =2 b ODN

A 0N

Al = Annen industri

Dyrking Art/sero-
Cfull gruppe

Usikkert funn

PK = Petrokjemisk industri TF = Treforedlingsindustri

FUNN

Deteksjons- 16S - identifisering
grense

vidyrking

Cfull

1,0E+05
1,0E+05
1,0E+05
1,0E+05
1,0E+05
1,0E+06
1,0E+05
1,0E+05
1,0E+04
1,0E+05
1,0E+04
1,0E+04
1,0E+05
1,0E+06
1,0E+06
1,0E+06
1,0E+06
1,0E+05
1,0E+05
1,0E+04
1,0E+06
1,0E+06
1,0E+06
1,0E+05
1,0E+06
1,0E+06
1,0E+06
1,0E+06
1,0E+05

qPCR
LP,
GU/I

5,56E+04
ip
9,3E+04

9,0E+03
ip
ip
2,0E+04
2,5E+03
5,6E+03
8,0E+03
ip
ip
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Anleggs- Bransje Prgve- FUNN
ar. omg. Dyrking Art/sero- Deteksjons-  16S - identifisering qPCR
Cfu/l gruppe grense LP,
v/dyrking GU/I
Cfull
25 KR 2 ip 1,0E+04 5,0E+03
25 KR 3 LP 1,0E+05 LP gr2-14 1,0E+05 L.pneumophila.(100 %)  1,5E+04
25 KR 4 ip 1,0E+05 8,5E+03
4 ME 1 ip 1,0E+06 ip
4 ME 2 ip 1,0E+07 ip
4 ME 3 ip 1,0E+06 ip
4 ME 4 ip 1,0E+06 ip
9 ME 1 ip 1,0E+06 ip
9 ME 2 ip 1,0E+06 ip
9 ME 3 ip 1,0E+06 ip
9 ME 4 ip 1,0E+07 ip
12 ME 1 ip 1,0E+06 1,0E+04
12 ME 2 ip 1,0E+06 2,0E+03
12 ME 3 ip 1,0E+05 1,0E+04
12 ME 4 ip 1,0E+07 ip
16 ME 1 ip 1,0E+06 ip
16 ME 2 ip 1,0E+06 ip
16 ME 3 ip 1,0E+07 ip
16 ME 4 ip 1,0E+06 ip
17 ME 1 ip 1,0E+06 2,0E+04
17 ME 2 ip 1,0E+05 1,5E+05
17 ME 3 ip 1,0E+05 2,5E+04
17 ME 4 ip 1,0E+05 ip
24 ME 1 ip 1,0E+05 ip
24 ME 2 ip 1,0E+05 ip
24 ME 3 ip 1,0E+06 ip
24 ME 4 ip 1,0E+05 ip
28 ME 1 ip 1,0E+06 6,0E+03
28 ME 2 ip 1,0E+05 ip
28 ME 3 ip 1,0E+07 ip
28 ME 4 ip 1,0E+06 ip
33 ME 3 ip 1,0E+06 ip
33 ME 4 ip 1,0E+06 ip
6 PK 1 L.sp.1,1E+09 L.sp 7 pat., 1,0E+05 L.gormanii/ 1,5E+06
LP gr2-14 L.pneumophila (97 %)
6 PK 2 L.sp. 2E+07 L.sp 7 pat. 1,0E+05 L. pneumophila/ 3,5E+06
L.gormanii (97 %);
L.pneumophila/
L.parisiensis (98 %)
6 PK 3 L.sp. 5E+06 L.sp. 7 pat. 1,0E+06 2,0E+07
6 PK 4 ip 1,0E+05 1,0E+07
10 PK 1 LP 1,0E+07 LP gr 1 1,0E+05 L.pneumophila (100 %)  3,0E+06
10 PK 2 LP 9,0E+07 Kryssreak. LP  1,0E+06 L.pneumophila (100 %) 8,0E+06
gr.1 og 2-14.

10 PK 3 LP 1,0E+07 LPgr1 1,0E+07 L.pneumophila (100 %)  1,0E+07
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Anleggs- Bransje Prgve- FUNN
ar. omg. Dyrking Art/sero- Deteksjons-  16S - identifisering qPCR
Cfu/l gruppe grense LP,
v/dyrking Gu/l
Cfull
10 PK 4 ip 1,0E+05 7,0E+06
15 PK 1 L.sp. 1,0E+07  L.sp. 1,0E+07 L.sainthelensi/L. 3,0E+04
longbeachae (99 %)
15 PK 2 L.sp 5,4E+07 L.sp. 1,0E+06 L.sainthelensi/L. 8,0E+04
longbeachae (99 %)
15 PK 8 L.sp 3,0E+06 L.sp. to 1,0E+05 L.sainthelensi/L. ip
morfologisk longbeachae (99 %),
ulike arter Neisseriacae (97 %)
15 PK 4 ip 1,0E+05 ip
22 PK 1 ip 1,0E+05 ip
22 PK 2 ip 1,0E+06 ip
22 PK 3 ip 1,0E+06 ip
22 PK 4 ip 1,0E+06 ip
23 PK 1 ip 1,0E+06 ip
23 PK 2 LP 3,2E+06 LP gr2-14 1,0E+05 L.pneumophila (99 %) 8,5E+05
23 PK 3 ip 1,0E+06 1,5E+04
23 PK 4 ip 1,0E+05 ip
26 PK 1 ip 1,0E+07 8,7E+03
26 PK 2 ip 1,0E+06 1,5E+05
26 PK 3 ip 1,0E+07 7,5E+05
26 PK 4 ip 1,0E+06 1,3E+04
29 PK 1 ip 1,0E+05 4,0E+03
29 PK 2 LP 2,6E+06 LPgr1,LPgr 1,0E+05 L.pneumophila (100 %)  1,0E+06
2-14
29 PK 3 ip 1,0E+07 9,0E+04
29 PK 4 ip 1,0E+05 7,0E+03
30 PK 1 ip 1,0E+04 ip
30 PK 2 ip 1,0E+04 ip
30 PK 3 ip 1,0E+05 ip
30 PK 4 ip 1,0E+05 ip
32 PK 1 L.sp 4,5E+08 L.sp. 1,0E+06 Legionella sp (100 %) inhibering
32 PK 2 L.sp. 1,0E+09 L. sp. 1,0E+07 Francisella cantonensis  ip
(98 %); Legionella sp
(100 %)
32 PK 3 ip 1,0E+07 ip
32 PK 4 ip 1,0E+06 ip
13 TF 1 L.sp./LP L.sp. 7 pat., 1,0E+07 L.feeleii (99 %), 6,0E+03
1,0E+08 LP gr 2-14. L.pneumophila (97 %)
13 TF 2 LP 2,0E+07 LP gr2-14 1,0E+06 L.pneumophila (100 %)  2,0E+04
13 TF 3 ip 1,0E+06 3,5E+04
13 TF 4 ip 1,0E+05 6,0E+05
18 TF 1 ip 1,0E+06 ip
18 TF 2 ip 1,0E+06 3,0E+04
18 TF 3 ip 1,0E+05 ip
18 TF 4 ip 1,0E+06 ip
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1 1,0E+06 6,3E+04
19 TF 2 ip 1,0E+05 ip

& L. sp 1,0E+06 L.sp. 7 pat. 1,0E+06 L.bozemanii (99 %)

4 1,0E+06

3 1 1,0E+07

3 A1 2 ip 1,0E+06 ip

3 A1 3 ip 1,0E+06 ip

3 4 1,0E+06 1,7E+05

1 1,0E+09
20 A1 2 ip 1,0E+06 1,0E+05
20 A1 3 ip 1,0E+05 2,7E+04
4 1,0E+07
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var nede pa deteksjonsgrensen for analysen (10°-10* GU/1). Resultatene var noe overraskede pé
bakgrunn av at disse anleggene har gunstig veksttemperatur for bakterier og lett nedbrytbart
organisk stoff, som bakteriene kan leve pa. Det kan imidlertid hende at haye konsentrasjoner av
melkesyrebakterier i meierienes avlgpsvann kan begrense mengden legionellavekst i vannet,
men dette er ikke dokumentert i vare undersekelser.

Proveflaske fra meieri med aktivslam

Petrokjemisk industri

I de petrokjemiske anleggene ble det bade ved dyrking og PCR-teknikk pavist Legionella i seks
av anleggene, men konsentrasjonene og hvilke arter av Legionella som ble pavist, varierte mye
fra prove til prove. I provene fra 4 av de 6 anleggene ble det pavist L. pneumophila ved dyrking.
Variasjonene i konsentrasjon og arter av Legionella kan veare en indikasjon pé variasjoner i
anlegget over tid, men det kan ogsa skyldes det faktum at prevematerialet er vanskelig &
analysere. Selv om L. pneumophila sa ut til & dominere, s indikerte den genetiske
identifiseringen (16S-identifisering) at noen av prevene inneholdt flere ulike legionellaarter.
Resultatene fra dyrkingsprovene viste generelt hoye konsentrasjoner, i intervallet 10°-10° cfu/l,
mens den benyttede PCR-metodikken, som kun paviser L. pneumophila, 13 i intervallet 10* -10®
GU/I. Resultatene fremkommer i tabell 9.1 og tabell 9.2

Proveflaske fra petrokjemisk anlegg Proveflaske fra petrokjemisk anlegg
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Treforedling

Som forventet var de fleste anleggene fra treforedlingsbedrifter positive for Legionella. Tre av
fire anlegg hadde positive legionellafunn ved dyrking. De aller fleste legionellene som ble
pavist var L. pneumophila, men andre legionellaarter som L. bozemanii og L. feeleii ble ogsa
pavist. Konsentrasjonene som ble pavist var relativt haye, og varierte fra 10° til 10® cfu/l.
Resultatene fra PCR-analysene viste at konsentrasjonen av L. pneumophila i prevene utgjer den
storste andelen av legionellabakteriene, med konsentrasjoner i intervallet 10* til 107 GU/I.
Signifikante funn av L. pneumophila ble pavist i alle provene ved to anlegg (10*-10° GU/1). Selv
om vi ikke fant legionellabakterier i alle pravene, bekrefter resultatene at forekomst av
Legionella i til dels heye konsentrasjoner er vanlig i biologiske renseanlegg for
treforedlingsindustri.

Proveflaske fra treforedlingsanlegg Proveflaske fra treforedlingsanlegg
Annen industri

Siden denne gruppen utgjeres av en blanding av ulike typer industrier, ville det vaere naturlig at
man her ville finne storre variasjoner i konsentrasjoner av Legionella enn i de andre gruppene
som er mer homogene. Imidlertid viser resultatene, bade basert pa dyrking og PCR-analyser, et
generelt lavt niva av legionellabakterier. Alle dyrkingsanalysene fra disse anleggene var
negative, det vil si at konsentrasjonen av Legionella var under deteksjonsgrensen (det som kan
pavises) for denne metoden. Resultatene fra PCR-analysene, som generelt sett er mer folsomme
enn dyrkingsmetoden, viser at tre av fire anlegg hadde minst én positiv preve for L.
pneumophila. Funnene 13 i omradet 10*-10° GU/I (se tabell 9.1 og 9.2). De fleste positive
provene stammer fra anlegg med de gunstigste temperaturene for legionellavekst.

Proveflaske fra annen industri med moving bed Proveflaske fra annen industri med aktivslam



10. Grunnlag for virksomhetenes videre oppfolging

10.1 Generelt

Ifolge internkontrollforskriften skal alle virksomheter gjennomfere risikovurderinger som
grunnlag for tiltak for & hindre skade pé helse og milje. Omfanget av en risikovurdering vil
avhenge av anleggets kompleksitet, hvor sannsynlig det er at skader vil kunne oppsta og det
potensielle omfanget av slike skader. Dette betyr at alle virksomheter ma gjennomfere
risikovurderinger med hensyn til mulig legionellasmitte.

Risiko defineres matematisk som sannsynlighet x konsekvens ved bruk av ulike risikotall eller
risikokategorier. Denne formen for risikovurdering kan veare hensiktsmessig for & sammenligne
risikoer og for & fa et inntrykk av hva som representerer en sterre eller mindre risiko ved en
aktivitet. I en risikovurdering som skal danne grunnlag for & forsta hvilke risikoer
legionellabakterier forarsaker, og for & styre aktivitetene for & minimalisere slike risikoer, er
Petroleumstilsynets definisjon et bedre utgangspunkt:

Med risiko forbundet med en aktivitet menes kombinasjonen av mulige fremtidige hendelser og
konsekvenser av disse, og tilhorende usikkerhet.

Utgangspunktet for en risikovurdering er anleggets potensial for & fremme oppvekst av
legionellabakterier. En vurdering av dette potensialet ber omfatte bade en vurdering av om
forutsetningene for legionellavekst synes a vere til stede og dokumenterte erfaringer i form av
analyser. Dernest ma det vurderes hvilke hendelser som kan tenkes & medfere at mennesker blir
eksponert for legionellainfiserte aerosoler, bade pa bedriftsomradet og utenfor. Eksempler pa
slike hendelser er spredning:

e Via aerosoler direkte fra overflaten fra apne bassenger
e Via aerosoler i punktutslipp for oppsamlet luft fra bassengene for lukkede anlegg
e [ forbindelse med vedlikeholdsarbeider

e Ved ”poding” av andre acrosoldannende anlegg der vekstvilkarene for legioneller er til
stede

e Ved aerosoldannende bruk av vassdrag nedstrems utslipp av legionellaholdig avlep
e Ved naturlig aerosoldannelse fra vassdraget

Det vil alltid vere usikkerhet knyttet til risikovurderinger. Usikkerheten kan reduseres ved at
man gjennomferer ulike typer analyser og utredninger, og ved systematisk bruk av erfaring og
ny kunnskap. Risiko er med andre ord ikke statisk, den utvikler seg over tid, blant annet som
folge av aktiviteter og tiltak som gjennomferes, erfaringer som hestes og anvendelse av ny
teknologi.

I drikkevannsforvaltningen benyttes begrepet “hygieniske barrierer”. Begrepet er et uttrykk for
tiltak som skal sikre at vannet er trygt & drikke. Det er krav om at det alltid er minst to
virksomme hygieniske barrierer i et vannforsyningssystem, slik at vannet fortsatt er hygienisk
trygt selv om en av barrierene svikter. En slik tilneerming kan veare hensiktsmessig ogsa nar det
gjelder risikoreduserende tiltak med hensyn til legionella.

I det etterfolgende er det konkretisert hva en risikovurdering ber omfatte og gitt eksempler pa
forebyggende tiltak.

Biodamrapporten ¢ Folkehelseinstituttet og Unilabs Telelab as
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10.2 Innholdet i en risikovurdering

En risikovurdering i forholdet til legionellacksponering innebarer a:

e Identifisere installasjoner som kan innebere risiko for vekst av legionellabakterier.

e Identifisere fra hvilke deler av disse installasjonene det kan bli spredning av
aerosoler som kan inneholde legionellabakterier, enten direkte fra en installasjon
eller indirekte ved infisering av andre aersoldannende innretninger.

e Kartlegge mulige risikoomrader for legionellavekst i aktuelle installasjoner og
vurdere sannsynlighet for legionellaforekomst i disse risikoomradene.

e Vurdere eksponeringspotensialet (alvorlighet) - hvor mange kan bli eksponert for
legionellaforurenset aerosol, og, i den grad det er mulig, om det er utsatte grupper
(gamle, syke, raykere mv.) som kan bli eksponert.

* Beskrive hva som er gjort for & forhindre overfering av legionellabakterier via
aerosol (tekniske tiltak, drifts- og vedlikeholdsrutiner) og eventuelle
beskyttelsestiltak internt (bruk av maske oa.).

e Vurdere behovet for ytterligere risikoreduserende tiltak, bade tekniske endringer,
endringer i drifts- og vedlikeholdsrutiner og rutiner som skal folges ved
sykdomstilfeller, utbrudd eller mistanke om utbrudd.

Rutinene i tilfelle utbrudd eller mistanke om utbrudd ber blant annet beskrive hvem som har
ansvaret for varsling fra/til myndigheter, hvem som har ansvaret for den tekniske oppfelgingen,
for eksempel provetaking og eventuelle forebyggende tiltak, og hvem som internt har
myndighet til eventuelt & stanse driften.

10.3 Forbyggende tiltak

Smitterisiko kan begrenses enten ved a hindre spredning av legionellabakterier eller ved &
beskytte personer som kan bli eksponert for legionellainfiserte aerosoler.

Begrensning av spredningen kan enten gjeores ved & hindre legionellabakterier i & etablere seg,
eller ved a begrense dannelsen av infiserte acrosoler som spres til omgivelsene.

Det er per i dag ikke nok kunnskap om alle faktorer som kan pavirke vekst av legioneller, og
derfor heller ikke om hvordan vekst av legionellabakterier i biologiske renseanlegg kan
begrenses. Vi kan ikke forklare hvorfor disse bakteriene finnes i enkelte anlegg, men ikke i andre.

Det ber derfor fokuseres pa a hindre at legionellabakterier som vokser i det biologiske
renseanlegget forarsaker dannelse av infiserte aerosoler som kan spre smitte. Eksempler pa
aktuelle tiltak for & redusere faren for spredning av infiserte aerosoler:

e Bygge inn luftebasseng med kontrollert avlufting og behandling av utslippet pa en
mate som minimaliserer faren for aerosolspredning.
e Bruke luftere med lav aerosoldannelse.

e Dersom det er fare for at infiserte aerosoler kan pode” andre typer aecrosoldannende
anlegg (kjoletarn, skrubbere) péd eget bedriftsomrade, og i den grad det er mulig ogsa
utenfor bedriftsomradet, serge for forbyggende tiltak ved slike anlegg.

e Desinfisere utslippene bade til luft og til vann
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e Serge for rutiner som minimerer dannelse og spredning av aerosoler ved drifts- og
vedlikeholdsaktiviteter i tilknytning til legionellaholdig prosess-/avlgpsvann
(spyling, vanning oa.).

Man ma ogsé vaere oppmerksom pa at utslipp av legioneller via avlagpet fra et renseanlegg vil
kunne gi betydelige konsentrasjoner i et vassdrag nedstrems utslippet, avhengig av
storrelsesforholdet mellom utslippet og vannferingen i vassdraget. Aersoldannelse direkte fra
vassdraget, for eksempel fra en foss, eller aersoldannende bruk av vassdraget, for eksempel til
vanning, vil da medfere smitterisiko.

For & beskytte personer som kan bli eksponert for legionellaholdige aerosoler, anbefaler
Arbeidstilsynet at man bruker en halv- eller helmaske etter CE-klasse EN143, med filter 1
beskyttelsesklasse P3, som er oppgitt & hindre passasje av virus og bakterier.

Flere anleggseiere har innfort regler om bruk av andedrettsvern. Som eksempel har en av
industrivirksomhetene pabud om bruk av P3 stavmasker for alle som oppholder seg innen 200
meter fra det biologiske anlegget.

Det er verd & papeke at bruk av andedrettsvern ogsa vil beskytte mot smitte av eventuelle andre
sykdomsfremkallende mikrober. For flere anlegg, kanskje spesielt de for rensing av kommunalt
avlagpsvann, er dette en relevant problemstilling.

10.4 Kommentarer angaende den enkelte bransje

Som det fremgér av omtalen av analyseresultater, er negative funn ingen garanti for fraver av
legionellabakterier. Dette skyldes bade at pravene er vanskelige & analysere, og at forekomsten i
et anlegg kan variere over tid.

Nedenfor er det gitt noen vurderinger basert pa analyseresultatene, erfaringer med bransjen og
temperaturen i anleggene.

Kommunale avlgpsrenseanlegg

Temperaturen i anleggene ligger gjennomgdende under 20 °C, som er ansett som nedre grense

for nevneverdig legionellavekst. Det ble likevel pavist legionellabakterier ved dyrkning i ett av
anleggene, og ved PCR-teknikk i ytterligere fire anlegg av de totalt atte undersokte anleggene.

Funnene ligger ner deteksjonsgrensen.

Det foreligger lite informasjon om forekomst av legionellabakterier i kommunale
avlapsrenseanlegg. I en undersgkelse av 17 kommunale biologiske avlgpsrenseanlegg i Finland
ble Legionella pavist i ett av anleggene (Kusnetsov et al. 2009). 1 en nederlandsk undersokelse
ble Legionella spp. pavist i alle de fem undersegkte avlgpsrenseanleggene ved PCR, i
konsentrasjoner pa ca 10° GU/ml (10* GU/I), men ikke i noen av anleggene ved dyrking
(deteksjonsgrenser i omrade 10*-10° cfu/l). Legionella spp. og L. pneumophila ble ogsa pavist
med PCR i luftprover fra tre av de fem undersegkte anleggene, men i sa lave konsentrasjoner
som 0,56-56 GU/m’ luft. Risikoen for legionellasmitte for de ansatte ved de undersokte
avlapsrenseanleggene ble derfor ansett som lav, selv om det ble pavist en hay risiko for smitte
fra andre patogene bakterier, spesielt ved rengjoring/service pa anleggene (Medema et al.2004).

Fordi temperaturen er s vidt lav, var det uventet at vi skulle fa positive funn. Det anbefales &
analysere flere prever over en periode for & fa et bedre grunnlag for & vurdere forekomsten.
Slike undersekelser ber ogsd omfatte innlepet til renseanlegget for & kunne vurdere i hvilken
grad legionellene blir tilfert via rakloakken.
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Det anbefales & benytte andedrettsvern nér arbeiderne kan bli eksponert for aerosoler i renseanlegget.
Dette er en fornuftig beskyttelse som ber benyttes ogsé ved anlegg som ikke har pavist Legionella,
da det vil beskytte mot alle sykdomsfremkallende mikrober (jfr. Medema et al. 2004).

Meierier

[ ingen av prevene fra de totalt atte anleggene ble det pavist legionellabakterier ved dyrking.
Ved tre anlegg ble det pavist Legionella pneumophila ved PCR-teknikk, men i meget lave
konsentrasjoner.

At det sa & si gjennomgaende ikke er pavist legionellabakterier, gir grunn til & anta at biologisk
rensing av meieriavlep ikke favoriserer oppvekst av slike bakterier. Temperaturen i samtlige
anlegg ligger i et omrade som er gunstig for legionellavekst. Det ma derfor vaere andre faktorer
ved disse anleggene som hindrer eller begrenser legionellavekst.

Petrokjemisk industri

Det er pavist legionellabakterier i seks av de ni anleggene bade ved dyrking og ved PCR-
metode, i til dels hoye konsentrasjoner.

Temperaturen i luftebassengene ligger i et gunstig omrade for legionellavekst. Av de to
anleggene hvor det ikke er pavist legionellabakterier, verken ved dyrkning eller PCR, opererer
det ene med temperaturer omkring 20 °C. Disse to anleggene behandler avlep fra produksjon av
henholdsvis polyetylen, og etylen/propylen, en annen type produksjon enn de gvrige
petrokjemianleggene, som i hovedsak raffinerer rdolje og prosesserer nordsjogass.

For & gi et bedre grunnlag for risikovurderingene ber det analyseres flere praver over en
periode, og risikovurderingene ber omfatte vurderinger av de problemstillingene som er papekt
tidligere 1 kapitlet.

Det anbefales & benytte andedrettsvern nér arbeiderne kan bli eksponert for acrosoler i
renseanlegget.

Treforedlingsindustri

Det er tidligere dokumentert at legionellabakterier vil kunne vokse i biodammer for rensing av
avlep fra treforedlingsindustri. Det ble ogsé i dette prosjektet funnet til dels hoye verdier i tre av
de fire anleggene. I det fjerde anlegget var dyrkingsresultatene negative, men det ble funnet lave
verdier ved PCR-teknikk i én preove.

Erfaringer har vist at forekomst av Legionella i et anlegg kan variere over tid. Bransjen har vart
kjent med denne problemstillingen i relativt lang tid.

Det anbefales & benytte andedrettsvern nar arbeiderne kan bli eksponert for aerosoler i
renseanlegget.

Annen industri

Disse anleggene har ikke noe til felles hva gjelder produksjon. Det ble ikke pavist
legionellabakterier ved dyrkning ved de fire anleggene, men de ble funnet i lave konsentrasjoner
ved PCR-teknikk i tre anlegg. Det ble gjort flest funn i anleggene med den gunstigste
vanntemperaturen for legionellavekst.

Det anbefales at behovet for bruk av andedrettsvern, og eventuelt uttak av prever for ytterligere
analyser, vurderes ut fra risikoforhold ved det enkelte anlegg.
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Vedlegg 1 Retningslinjer for provetaking

* Det tas ut prever fire ganger (tre ganger i 2009 og en i 2010). Det vil bli gitt
narmere beskjed om prevetakingstidspunkt 1 — 2 uker for provetakingen

* Provene tas pa avtalt provetakingstidspunkt

* Provene tas i begynnelsen av uken (helst mandag) slik at de er hos
analyselaboratoriet senest torsdag morgen

* Provene tas ca /2 - 1 m under overflaten i et omrade av luftebassenget der det er god
omrering. Unnga bakevjer!
* Provene tas samme sted hver gang
e Det tas ut to prever (‘% liters flasker) i hver proaveomgang, som skal analyseres hhv.
ved Unilabs Telelab AS og Folkehelseinstituttet. Det skal benyttes sterile flasker
som mottas fra Unilabs Telelab
e Merk flaskene godt med dato og anleggsnavn
e En flaske skal sendes til Unilabs Telelab, og en skal sendes til Folkehelseinstituttet
» Utfylt folgeskjema legges ved begge flaskene. Behold en kopi selv
* Send provene ekspress over natt, helst som kjelevare (f.eks. i en isoporeske med
kjeoleelementer). Pakk flaskene godt inn sé& de ikke knuses i posten
e Adresser:
Unilabs Telelab AS
Miljemikrobiologi
Stremdaljordet 4
3727 Skien

Nasjonalt folkehelseinstitutt
v/ Vidar Lund

Postboks 4404, Nydalen
0403 Oslo

e Fyll ut Excel registreringsskjema, som er sendt virksomheten per e-post, og send
dette etter hver prevetaking, elektronisk til jens.erik.pettersen@tfhi.no

Kontaktinfo:
Unilabs Telelab AS, avdeling for miljemikrobiologi: tIf 35 50 57 57, miljolab.no@unilabs.com

Nasjonalt folkehelseinstitutt, Avdeling for vannhygiene, v/Vidar Lund tIf. 21 07 64 43, e-post:
vidar.lund@thi.no, eller Jens Erik Pettersen, tlf. 21 07 62 44.



Vedlegg 2 Folgeskjema

Anleggsnavn:

Adresse:

Postnr/sted:

Kontaktpers:

TIf:
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Se eget dokument ”"Veiledning til prevetaking”

Malt pa prevetakings-

tidspunkt
Provetakings- Vann- pH
dato temperatur, °C

NB! Husk:

e A merke praveflaskene
« Afylle ut og sende inn Excel registreringsskjema

Evt. kommentarer/avvik som anses a ha betydning for prgveresultatet:
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Vedlegg 3 Registreringsskjema (data skrives i de gra feltene)

Returneres: jens.erik.pettersen@fhi.no

Formelle data Fyll ut nedenfor

Virksomhets-/anleggsnavn

Org.nr. ihht. Branngysundregistrene

Adresse

Kontaktperson

Telefon

E-postadresse

Data om renseanlegget Fyll ut nedenfor

Beskrivelse av type avlgpsvann/produksjon

Byggear

Luftebassengets areal, m?

Luftebassengets volum, m®

Gjennomsn. oppholdstid i luftebassenget, timer

Gjennomsn. luftinnblasing m*/time

Gj.sn. mengde utlgp fra renseanlegget, m®/time

Utslippssted (type resipient)

Flytskjema over renseprosessene (helst A4-format) og tegning som viser provetakingspunkt,
sendes elektronisk, alternativt per post til Folkehelseinstituttet.

Nedenstaende data rapporteres sa fremt de finnes. | tillegg bes andre relevante analyser
oversendt elektronisk. Alle data oppgis som gjennomsnitt for siste maned for provetaking

Dato for provetaking

Data som registreres i luftebassenget ifm hver Antall

provetaking (gj.sn.siste maned) prover | Gjennomsnittsverdi
Temperatur

pH

Oksygeninnhold, mg O,/

COD, mg/I, inn til luftebasseng

COD, mg/I, ut fra luftebasseng

Tot-N, mg/l, inn til luftebasseng

Tot-N, mg/l, ut fra luftebasseng

Tot-P, mg/l, inn til luftebasseng

Tot-P, mg/l, ut fra luftebasseng

Slamkonsentrasjon, mg/l

Slambelastning, kg COD tilfgrt/kg SS og degn

Slamvolumindeks, mg/g

Slamalder, dagn

Generell beskrivelse av produksjon/endringer i produksjonen eller annet av betydning for
kvaliteten pa avlepsvannet eller preveresultater
















Vedlegg 5 Oversikt over analyseresultater fra kvantitativ
realtime PCR-analyser

Forklaring:

ip = ikke pavist
E+03, E+04, E+05 etc betyr henholdsvis 1000, 10 000, 100 000 etc
Bransje: KR = Kommunalt avlepsrenseanlegg, PK = Petrokjemisk industri,
TF = Treforedlingsindustri, ME = Meierier, AI = Annen industri

Anleggs-
nummer

~N N NN o o o o o g o o b~ B B B W W oW DNDNDNDDNDDND =S a2

Prove-
omg.

A 0N -

A WON = B WODN A WO N = B WODN

A O N =2 b ODN

Bransje

KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
Al

Al

Al

Al

ME
ME
ME
ME
KR
KR
KR
KR
PK
PK
PK
PK
Al

Al

Al

Al

L.pneum (GU/I)
Analyse-
omgang 1

inhibert
ip

ip
1,7E+05

2,1E+06
4,0E+06
1,4E+07
7,5E+05
2,1E+05
3,5E+04
1,4E+04
ip

L.pneum (GU/I)
Analyseomgang 2

1,2E+06
2,8E+06
2,6E+07
1,9E+07
4,9E+04
6,1E+04
8,1E+03

L.pneum (GU/I)
Gjennomsnitt

1,6E+06
3,5E+06
2,0E+07
1,0E+07
1,3E+05
5,0E+04
1,1E+04

Biodamrapporten ¢ Folkehelseinstituttet og Unilabs Telelab as

DNA-
konsentrasjon
ng/ul
14,37
7,08
15,07
26,08
34,84
4,21
34,43
19,29
313,52
202,35
179,65
189,83
32,31
86,84
186,69
29,98
37,95
5,27
7,18
12,51
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