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REFERAT

Projektets malsattning ar att kartera forekomsten av Legionella i vattensystem
och inomhusinstallationer i utvalda svenska kommuner, samt relatera
forekomsten till typ av ravatten, vattenbehandling, vattnets kemiska
sammanséttning, material i ledningar och armatur, temperatur och typ och
utférande av varmvattenberedare. Kliniska uppféljningar omfattas inte av
projektramen. Understkningen avser bilda ett underlag fér Boverkets
stallningstagande géllande varmvattentemperaturer i fastigheter, samt bilda
bas for provtagnings- och metodanvisningar, och allmént 6ka kunskapen om
Legionellas forekomst i svenska vattensystem.

Under 1992 har provtagning skett i 13 kommuner, med totalt knappt 1000
analyserade prover. Legionella pneumophila aterfanns i 15% av proven.
Andra Legionella arter aterfanns inte. | kallvattnet var frekvens positiva
prover lagre (4%) &n i varmvatten (25%), liksom halterna Legionella.
Vattensystem forsorjda fran konstgjord infiltration gav den lagsta
fyndfrekvensen; yt- och biandvatten gav en ndgot hogre. En tillvaxt i det
allmanna vattenledningsnatet kunde inte konstateras, inte heller nagon direkt
korrelation till vattnets sammanséattning eller vattenbehandlingen pa
vattenverken.

Inom fastigheter 0kade frekvensen Legionella-positiva prover med
varmvattensystemets komplexitet, dér en- och flerfamiljsfastigheter hade l&gst
antal positiva prover (7 resp 8%.). Legionella pavisades i alla
varmvattenberedare med utgdende temperatur under 50 °C; i alla stora
varmvattenberedare (>1000 1) utan cirkulation, oberoende av utgaende
temperatur, och i efterfoljande ledningsnat om temperaturen 1ag under 50 °C,
&ven om temperaturen i beredaren var 60 °C. Dessutom utgor biandtankar
efter beredaren en risk om inte l1&gst 60 °C och en cirkulation kan garanteras.
Vissa material i inomhusinstallationer gynnar tillvaxten av Legionella. Detta
galler bl a vissa duschslangmaterial och packningsmaterial.

Legionella pavisas bast med konventionell odling. Snabba
screeningundersdkningar kan géras med monoklonala antiroppar eller PCR-
metodik. Totalhalt heterotrofa bakterier kan inte anvéndas som
Substitutionsparameter.

I Byggforskningsradets rapportserie redovisar
forskaren sitt anslagsprojekt. Publiceringen
innebar inte att radet tagit stallning till
asikter, slutsatser och resultat.
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1. Forord

| Sverige har tidigare inga systematiska studier gjorts for att kartlagga forekomsten av
Legionella spp. i olika svenska vattensystem. Denna grupp av bakterier har
uppmarksammats internationellt i samband med aerosolsmitta fran
luftkonditioneringsanldggningar och vattensystem. Sjukdomsfall har forekommit framst
hos nedsatta individer pa sjukhus, men ocksa bland andra exponerade personer t.ex. pa
storre hotellanldggningar, vid anvéndning av luftfoktare och i bubbelpooler. | Sverige har
ett antal sjukdomsfall framst pa sjukhus, satts i samband med forekomst av Legionella i
vattensystem.

Underlag om férekomst och tillvéxt av Legionella i svenska vattensystem och byggnader
har efterfragats av centrala myndigheter som t.ex. Boverket, som inom sitt ansvarsomrade
har att tillse att de tekniska installationer som finns i byggnader inte skall gynna tillvaxt av
potentiellt skadliga mikroorganismer. Detta efterfragas ocksa av installatérer och VA-
branchen. Speciellt har energibesparingskrav lett till olika tekniska l6sningar med syfte att
sénka varmvattentemperaturen i fastigheter, men som samtidigt gynnar tillvéxten av
mikroorganismer. Dessutom introduceras olika material, som kan leda till tillvéxt av
mikroorganismer.

Foreliggande ettariga intensivstudie har darfor initierats av Boverket i samarbete med
Vattensektionen vid Statens bakteriologiska laboratorium (SBL), dér ocksa studien
utforts. Finansiellt stod for studiens genomférande har erhallits framst av
Byggforskningsradet (BFR), men aven fran VA-FORSK (Vatten och
Avloppsverksforeningen).

Till projektet har en referensgrupp varit knuten, bestdende av Bertil Nystrom (Huddinge
sjukhus), Nina Dawidovitz (BFR), Svend Frederiksen (LTH), Nils Lindblad (VAV),
Anders Lindberg (SOS), Ewa Rydén (Boverket) och Hakan Wahren (Livsmedelsverket).

Det praktiska arbetet har letts av PhD Regine Szewzyk (SBL), med laborativ hjalp av
laboratorieassistenterna Annette Abrahamsson och Britt-Marie Jorgensen-Burman.
Vardefull hjalp med serologisk typning har ocksa erhallits fran Birgit Larsson (SBL). |
metodutvérdering med PCR har ocksa medverkat Fil Dr Sven Léfdahl och lab. kand.
Ingela Blomén. | arbetet géllande forekomst av atypiska mykobakterier har deltagit
laborator Gunilla Kéllenius, Dr Med Sei Sven Hoffner och laboratorieassistent Erik
Hoffman.

Vi vill ocksa speciellt tacka alla berérda kommuner och sjukhus for all hjalp och
beredvillighet att delta i projektet.

Stockholm, februari 1993

Thor Axel Stenstrém Regine Szewzyk
Fil Dr, Chefsmikrobiolog PhD, Mikrobiolog
Vatten- och sterilkontrollsektionen

Statens bakteriologisk laboratorium (SBL)






2. Sammanfattning

Ar 1976 insjuknade ca 200 personer i en svar lunginflammation efter att ha deltagit i ett
méte pa ett hotell i Philadelphia. Efter mer en ett halvar kunde den tidigare okéande
bakterie som orsakat sjukdomen isoleras. Bakterien kallades Legionellapnetmophila och
hade troligen spritts via hotellets ventilationsanldggning Harefter har ett stort antal typer
av Legionellapneumophila isolerats och dessutom ett flertal nérbesléktade arter (se vidare
3.1). Legionellabakterier kan ge upphov till tva typer av sjukdomar, Legionarssjukan och
Pontiacfeber. Den forra ar en kraftig lunginflammation, den senare ger mer
influensaliknande symptom. Smittan sker genom inandning av Legione/la-halim vatten
(aerosolsmitta), men inte fran person till person och inte heller via dricksvatten. Efter 1976
har ett stort antal utbrott &gt rum i flera lander. Manga har haft vattenkylda
luftkonditioneringssystem som kalla men spridning har ocksa i manga fall skett via
bubbelpooler och via tapp- och duschvatten. | Sverige registreras arligen ca 40 sporadiska
fall av konfirmerad Legionarssjuka. Det verkliga antalet tros vara minst 10 ganger hogre.
Tre storre utbrott har intréffat i Sverige och dessutom flera mindre ansamlingar av fall,
framst pa sjukhus. | flera fall av dessa misstanks vattensystemet vara orsaken (se vidare
3.2). Legionella kan forekomma naturligt i vatten, dar den véxer i association med andra
mikroorganismer. Tillvéxten sker huvudsakligen i temperaturintervallet 20-45 °C. Material
i installationer kan gynna tillvaxten. Kemiska faktorers inverkan pa tillvaxten har
diskuterats (se vidare 3.3). Olika desinfektions- och saneringsatgarder har tillampats i
varmvattensystem, varav temperaturhdjning &r den mest effektiva (se vidare 3.4.).
Legionella kan detekteras fran miljon pa olika sétt, dels med odling, dels med mikroskopi
och dels med genetiska metoder (se vidare 4.)

Da vi i Sverige inte haft bakgrundsinformation angaende den naturliga forekomsten av
Legionella i svenska vattensystem har man bl a fran Boverkets och VAVs sida ansett det
angelaget med en karterande undersokning. Malsattningen med projektet ar darfor att
undersoka forekomsten av Legionella i utvalda svenska vattensystem och
inomhusinstallationer och relatera forekomsten till vattentyp, vattenbehandling,
vattentemperatur samt typ av varmvattenberedare och i forekommande fall till material i
fastigheter och armatur. Undersékningen syftar darfor till att 6ka kunskapen om
Legionellas naturliga forekomst i vattensystem. Kliniska uppféljningar ingdr inte i
projektet. Dessutom syfftar undersdékningen till att bilda underlag for stallningstaganden
gallande varmvattentemperaturer, och i forekommande fall material i fastigheter, samt
bilda bas for provtagningar, metoder och eventuella saneringsatgarder.

Provtagningen har under 1992 skett i 13 stider representerande 17 vattenverk. Dessa ar
valda sé att bade ytvatten- och grundvattenverk &r representerade, samt ocksa skilda
vattenrenings- och desinfektionsmetoder. Provtagning har skett vid vattenverken, i
ledningsnat och i varmvattensystem av utvalda fastigheter. Fastigheter har valts sa att de
skall representera bade enfamiljshus och storre byggnader, speciellt sjukhus. Information
har insamlats med avseende pa vattenverkens tekniska funktion och teknisk information
fran fastigheterna, speciellt varmvattensystem och beredare. Utvalda kompletterande
mikrobiologiska och kemiska analyser ar ocksa utforda (vidare se 5.).



Legionella fanns i totalt 15% av analyserande prover (totalt 940), dar férekomsten i
varmvatten dominerade (vidare se 6.2 ). Inga positiva odlingsfynd fanns i utgadende vatten
fran vattenverken, men Legionella fanns i 11 av de 13 analyserade tillhérande
ledningssystemen. Halterna varierade fran ett fatal bakterier till Gver 30.000/100 ml
analyserat prov. Av de flertal arter av Legionella som férekommer kunde endast
L.pneumophila pavisas. Fynden av dessa representerade ett flertal olika serogrupper eller
serogruppskombinationer, med 3,6 som det vanligaste fyndet. | de fatal kallvattenprover
som var positiva (4%) erholls en korrelation med stigande kallvattentemperatur. Da
Legionella fanns i kallvattnet férekom den ocksa vanligen i anslutande
varmvatteninstallationer, men i hogre halter. En tendens till fler fynd fanns under var och
host, och fler fynd gjordes i system forsorjda med ytvatten och biandvatten &n i
grundvattensystem. System med konstgjord infiltration gav den l&gsta fyndfrekvensen.
Klorerade vatten, framst ytvatten, gav en ndgot hogre fyndfrekvens (férekomsten
diskuteras vidare 9.1 -9,4 ).

Legionella pavisades i 25 % av understkta varmvattenprov (vidare se 6.2.3 ). |
varmvattnet var fyndfrekvensen hogre i stora byggnader som t.ex. sjukhus (57%). Bara ett
fatal positiva prov fanns i en- och flerfamiljshus (7 respektive 8%). En nagot hogre
procentandel fanns i aldre fastigheter (byggar fore 1900) och fastigheter byggda efter
1969. Ingen korrelation kunde ses med vattenomséattningen i natet, daremot var halterna
hogre i installationer inom fastigheterna, som duschar, som anvéndes séllan. Ingen
korrelation kunde aterfinnas med avstand till vattenverk eller till material in till
fastigheterna. Vattnets pH-vérde (inom undersokt intervall 7-9), eller hardhet 1-10 tyska
grader, eller jarnhalter mellan 0.01-0.8 mg/I tycktes inte inverka pa forekomsten av
Legionella. Ett ndgot hogre antal positiva prov fanns i system forsorjda med fjarrvarme.
Typen av varmvattenberedare inverkade pa forekomsten av Legionella Speciellt i storre
beredare, dar varmeskiktning férekom och i system med laga varmvattentemperaturer
(under 50°C) var bade fyndfrekvensen och halterna hogre. Varmvattentemperaturerna bor
darfor inte vara lagre an 50°C vid tappstéllena kombinerat med lagst 60 °C ut fran
varmvattenberedare. Géllande material i installationer skedde ibland en tillvéxt i duscharna.
Detta gallde dock inte generellt. Speciellt kan ndmnas att tillvaxt i manga fall skedde pa
packningar i tappvatteninstallationer, och ibland pa de plastslangmaterial som anvandes i
duschar. Forekomsten av Legionella i fastigheter diskuteras under 9.5.

I manga fall skedde ocksa en generell tillvaxt av bakterier i varmvattnet (se vidare 6.1).
Halterna var har hogre an i motsvarande kallvattenprov. Medianhalterna i varmvattnet lag
pa 6ver 1.000 heterotrofa bakterier per ml. Generellt utgor dock detta varde bara en liten
del, under 1% av de verkliga halterna bakterier i vattnet (métt genom avrakning i
mikroskop). Okade totalhalter bakterier korrelerar dock inte med férekomsten av
Legionella. I unders6kningen kunde ocksa visas att atypiska mykobakterier, dar den
hygieniska signifikansen inte ar kénd, forekom i dver 40% av kallvattenproven och 60%
av undersokta varmvattenprov (se 6,4).

Inom projektet har ocksa en utvardering gjorts av odling med avseende pa Legionella i
forhallande till direktpdvisande med mono- och polyklonala antikroppar, samt med PCR-
metodik (se vidare 6.3.). Polyklonala antikroppar lampar sig inte for detektion av
Legionella i vattenprover, medan daremot bade anvandning av snabbmetodik som



monoklonala antikroppar och PCR metodik pa nuvarande stadium kan komplettera, men
inte ersitta odling av Legionella fran vattenprover.

Konklusioner:
1) Legionella var allméant forekommande i understkta svenska vattensystem
2) Bara en art, Legionellapneumophila, pavisades.

3) I kallvatten: 13g andel positiva prov (4%), laga halter av Legionella (26+49 cfu/100 ml,
hogsta vérde 200 cfu/100 ml).

4) | varmvatten: hogre andel positiva prov (25%), hogre halter av Legionella (110413233
cfu/100 ml, hogsta varde 30.000 cfu/100 ml).

5) Ingen korrelation pavisades mellan antal heterotrofa bakterier (2d eller 7d) och antal
Legionella. Antalet heterotrofa bakterier kan alltsa inte anvandas som substitutions-
parameter for Legionella.

6) Legionella pavisades i bade fastigheter som forsérjdes med fjarrvarme och fastigheter
som hade el- eller oljepanna i ungefér lika utstrdckning. En systematiskt undersdkning av
olika typer av forradsberedare resp. varmevaxlare och férekomsten av L,egionella vore
Onskevart.

7) Forekomsten av Legionella var inte korrelerat med:
_pH

- hérdhet (tyska grader)

- jarnkoncentration

- koncentration fritt eller totalt klor

- avstand av fastigheten fran vattenverk

- material i servisledningen till fastigheter

- vattenomséttning i kallvattenledningsnatet

- val av desinfektionsmedel pa vattenverk

8) Parameter som paverkade férekomsten av Legionella pa vattenverkssida:

a) typ av ravatten, konstgjord infiltration

Den lagsta procentandelen Legionella-positiva prov pavisades i grundvattenverk med
konstgjord infiltration.

9) Parametrar som paverkade forekomsten av Legionella pa fastighetssida

a) Komplexitet av varmvattensystem

De flesta Legionella-positiva varmvattenprov fanns i stora varmvattenkomplex , som pa
sjukhus (57% positiva prov) och pa hotell (3 av 2 positiva), i mindre utstrackning i storre
kommunala byggnader (13-23%) och bara fa positiva prov pavisades i en- och
flerfamiljshus (7 resp. 8%).



b) Temperatur i varmvattenberedare

Legionella pavisades i alla varmvattenberedare med utgadende temperatur under 50°C.

c) Volym av forradsberedare

Legionella pavisades i alla stora varmvattenberedare (> 1000 1) utan vattencirkulation
oberoende av utgéende varmvattentemperatur. Detta berodde troligen pa termisk
skiktning i beredaren med lag temperatur vid botten. Ansamling av utféllningar pa botten
av de flesta understkta beredare forstarkte sikert denna effekt.

d) Lagtemperatur i varmvattenledningsystem

Aven om temperaturen i beredaren var 60 °C pavisades Legionella i duscharna om
temperaturen lag under 50 °C.

e) Tvastegiga uppvarmningssystem eller kallvatteninblandning efter uppvarmning

I alla system som inneh6ll ett steg dér vattnet med temperaturer under 60 °C férvarades i
en tank pavisades Legionella, dven om vattnet varmdes till Gver 60 °C i sista
uppvarmningssteg. Biandtankar efter beredare bor inte anvéndas om inte total
omblandning kan garanteras till temperaturer av minst 60°C.

f) Material i inomhusinstallationer

Tillvaxt observerades sarskild pd vissa packningar och nagra duschslangar.

Systematiska undersdkningar av materialkomponenter rekommenderas.

Punkter b)-e) understktes systematiskt bara pa sjukhus och ett hotell

9) Snabba screeningundersokningar kan géras med monoklonala antikroppar och PCR-
metodik. Dessa kan dock inte ersétta en odling av Legionella for narvarande.

10) Generell odling av Legionella ifran vatten rekommenderas inte beroende av
bakteriens lokala forekomst i fastigheter och vid tappstéllen. Provtagningen ar dock
motiverad vid utvardering av olika tekniska system och i utbrottsammanhang.



3. Bakgrund

3.1. Taxonomi

Legionellabakterier &r Gram-negativa stavar, 0.3-0.9 gm i diameter och 2-3 gm langa. De
forekommer under vissa miljobetingelser som langa filament med en langd av upp till 20
gm. Hittills har 6ver 30 arter med ca. 50 serotyper beskrivits (se t. ex. Brenner et al.,
1985, Bercovier et al., 1986, Benson et al., 1991, Thacker et al., 1992, Verma et al.,
1992). Den mest vanliga arten &r Legionellapneumophila. Alla Legionellaarter &r slakt
med varandra pa genniva och hor till y-gruppen av proteobakterierna (bestamt med RNA-
sekvensering, Fry et al., 1991). Alla Legionellaarter &r potentiellt patogena i
djurexperiment, men man har hittills bara satt 16 arter i samband med sjukdom hos
maénniska. De mest kénda ar Legionellapneumophila serogrupp 1,. L.micdadei,

L. bozemanii ochZ. longbeachae

For att undergruppera Legionella pneumophila serogrupp 1 har man sammanstéllt en
internationell panel av 8 olika monoklonala antikroppar (Joly et al., 1986). Med hjélp av
dessa far man olika serosubtyper som heter Olga, Pontiac, Bellingham etc. Subtypen
Pontiac hittar man oftare i sjukdomssammanhang, an Olga och Bellingham (Watkins et al,
1980, Struelens et al., 1992).

Andra metoder for att differentiera och identifiera olika Legionellaarter inkluderar analys
av fettsyremonster, ubiquinoner och proteiner (Ehret et al., 1987, Nalik et al., 1992).
Serogrupperingen, och de andra ovan namnda metoderna, baseras pa ytstrukturer hos
Legionella. Man kan ocksa gora en uppdelning pa genniva med nyare molekylarbiologiska
metoder (Bender et al., 1990, Saunders et al., 1990, Harrison et al., 1990, Ott et al.,
1991). Metoderna baseras pa en systematisk uppdelning av hela Legionella-UMA DNA.-
bitarna separeras pa en gel med olika metoder och jamférs antingen direkt eller efter
hybridisering med kdnda DNA- eller RNA-bitar som &r markerade med férg eller
radioaktivt. Resultaten av dessa metoder visar att Legionellabakterier som tillhor olika
serogrupper kan vara lika pa genniva (Harrison et al., 1990, Harrison et al., 1992,
Saunders et al., 1992) och motsatsen, att olika monster hittas pa genniva inom en och
samma serogrupp (Luck et al., 1991).

3.2. Epidemiologisk bakgrund

Ar 1976 upptradde ovanligt manga lunginflammationer i Philadelphia. Det visade sig att
alla som insjuknat hade bott pa ett hotell och deltagit i ett mote med dldre amerikanska
krigsveteraner (legionérer). Sammanlagt insjuknade ca. 200 personer och 30 av dessa dog
(Fraser et al., 1977). Sjukdomen kallades for "Legionérssjukan™. Ingen av de vanliga
bakterier som orsakar lunginflammation kunde isoleras fran patienterna. Detta ledde till
manga spekulationer, inklusive sabotage och forgiftning. Det tog ett halvar innan den
bakterie som orsakat infektionerna isolerades. Bakterien kallades Legionella pneumophila



Det visade sig att Legionella hade mycket speciella néringskrav och darfor inte vuxit fram
pa dittills kanda agarmedier.

3,2.1. Sjukdomsbilder

De tva mest vanliga sjukdomar som orsakas av Legionellabakterier ar Legionarssjukan och
Pontiacfeber. Smittan sker genom inandning av Legionella-haltigt vatten (aerosolsmitta).
Dessa sjukdomar sprids inte mellan ménniskor. Spridning via dricksvatten sker inte heller.
Legionarssjukan &r en typ av lunginflammation, med hég feber, frossa, huvudvark och
muskelsmartor, atféljda av torrhosta, andningssvarigheter och lungsymptom.
Inkubationstiden &r i regel 3-6, ibland upp till 10 dagar. Dédligheten ligger mellan 5 % och
80 % beroende pa kansligheten hos de personer som drabbas och om ratt
antibiotikabehandling anvénds direkt Legiondrssjukan ar en anméalningspliktig
sjukdom (se EPID aktuell, Nr. 4 1991 for kriterier som leder till anmalan).

Pontiacfeber liknar en influensa med hdg feber. Inkubationstiden &r mellan fyra timmar
och tre dagar. Inga dodsfall har rapporterats. Symptomen som observerades vid ett utbrott
i Lochgoilhead, Scotland var lika men inte identiska med symptomen vid Pontiacfeber.
Smittagens var L. micdadei. Sjukdomen kallades ocksa Lochgoilheadfeber (Goldberg et
al., 1989).

Forutom Legionérssjukan och Pontiacfeber har det i sallsynta fall rapporterats
sarinfektioner hos nyopererade patienter som tvattats med kranvatten samt infektioner hos
patienter med magsond som fick "dricka" kranvatten (Kilborn et al., 1992, Arnouts et al.,
1991).

3.2.2. Smittkallor och fall

Kéllan for Legionella i det forsta utbrottet av Legionérssjukan 1976 i Philadelphia antas
vara luftkonditioneringssystemet pa hotellet. Sedan dess har manga stora utbrott dels med
Legionarssjukan och dels med Pontiacfeber gt rum i manga lander och flera hade
kyltorn/luftkonditionering som kalla. Ett av de mest uppmérksammade nyare utbrotten
agde rum 1985 pa Staffords sjukhuset, England dar 101 personer insjuknade och 28 av
dem dog. Internationellt sett star bubbelpooler pa andra platsen som kalla for Legionella i
utbrottsammanhang. Ett av de storsta utbrotten dgde rum 1988 i Lochgoilhead, Scotland,
dar 170 personer insjuknade i Pontiacfeber pa grund av en otillrackligt desinfekterad
bubbelpool. Det forsta utbrottet dar kranvatten misstanktes som smittkalla hande pa ett
sjukhus in Oxford, England (Tobin et al., 1980). Sedan dess har manga, sarskilt
nosokomiala (pa sjukhus), utbrott intraffat med kranvatten som bevisad smittkalla
(Wadowsky et al., 1982, Kallings och Kallings, 1983, Halablab et al., 1990, Breiman et al.,
1990, Stout et al., 1992). | de flesta sporadiska fall av Legionarssjukan misstanks ocksa
duschar som kallan (Stout et al., 1991). Andra smittkallor som har beskrivits inkluderar
planteringsjord i Australien (Steele et al., 1990 a,b) och varma kéllor i Portugal (Verissimo
et al., 1991).

Systematisk diagnostik av Legionella borjade i Sverige ar 1978. Sedan dess har 20-40
sporadiska fall av konfirmerad Legionarssjuka anmalts till SBL varje ar (Kallings och
Kallings, 1983). Det verkliga antalet fall tros vara minst 10 ganger hogre. | en



intensivstudie hade 5 % av alla samhallsférvarvade pneumonier Legionella som orsak och
10 % av dem som kréavde intensiward (Ortqvist et al., 1990). Liknande procentandel har
angivits fran andra lander (Aubertin et al., 1987, Lode et al., 1987, Torres et al., 1991) |
andra studier var procentandelen &ven hogre (Reboull et al., 1992, Bates et al., 1992). Tre
storre utbrott hande i Sverige under 1978-1992, tva samhéllsforvarvade och ett
nosokomialt. De tva samhallsforvarvade utbrotten skedde 1979 i Vasteras med 68 fall
(Bernander et al., 1990) och 1981 i Malmé med 10 fall (Kallings och Kallings, 1983). Det
nosokomiala utbrottet skedde 1990/91 i Varnamo med minst 65 fall. Mindre nosokomiala
utbrott har ocksa forekommit (Wilczek et al., 1987). Under 1992 skedde ett misstankt
utbrott med Pontiacfeber med en bubbelpool som smittkélla. Féljande arter och serotyper
av Legionella har pavisats fran patienter med diagnosticerad legionellos i Sverige: L.
pneumophila serogrupp 1, eller 3, eller 5, eller 6, eller 8, L. micdadei, L. hozemanii
serogrupp 1 eller 2, L. longbeachae serogrupp 2 (Kallings och Larsson, 1990).

I Sverige hade bara det forsta utbrottet 1979 i Vasteras ett kyltorn som missténkt
smittkalla (Bernander et al., 1990 ). | alla andra utbrott och i de flesta sporadiska fallen var
det bevisligen eller missténkt tappvattensystemet som var smittké&llan.

3.3. Ekologisk bakgrund
3.3.1. Naturliga vattentakter

Legionellabakterier ar vanliga sotvattenbakterier. De har pavisats med olika metoder i
manga undersokta naturliga s6tvattendrag (Fliermans et al., 1979, Colbourne et al., 1988)
fast i mycket laga koncentrationer. Sarskild i uppvarmda naturliga vatten hittar man
odlingsbara Legionellabakterier (Tison et al., 1983, Campbell et al., 1984, Bornstein et al.,
1989). Inga odlingsbara Legionellabakterier har hittills hittats i marina miljéer, dock har
man pavisat dem med immunofluorescens (Ortiz-Roque et al., 1987), Legionellabakterier
har en bra formaga att 6verleva i kallvatten i manga méanader (Paszko-Kolva et al., 1992).
Legionellabakterier har daremot inte fomagan att tillvaxa i vatten i renkultur (Lee et al.,
1991). Det har dock visat sig att Legionella véaxer i vatten i biandkultur med andra
vattenbakterier (Stout et al., 1985, Yee och Wadowsky, 1982), cyanobakterier (Tison et
al., 1980, Pope et al., 1982) och alger (Pope et al., 1982).

Legionella kan &ven foroka sig inuti amdbor och andra protozoer som tar upp bakterier i
néringsvakuoler (Anand et al., 1983, Rowbotham, 1986, Harfoch Monteil, 1988, Fields et
al., 1989, Smith-Sommerville et al., 1991). Legionellabakterier som sitter inom amdbor,
och sarskild inom cystor av amaébor, ar skyddade mot daliga miljoférhallanden.

Ingen smitta har rapporteras fran naturliga vattentakter, forutom fran varma kallor i
Portugal.

3.3.2. Tekniska system

| tekniska vattensystem kan Legionella véaxa till hdga antal och kan utgdra en héalsorisk om
aerosolbildning kan ske och kénsliga personer utsatts for aerosoler.



Det ar sarskild tva orsaker som leder till att Legionella tillvaxer i vattensystemen:
temperatur och material.

Manga andra parametrars inverkan pa tillvaxten av Legionella har undersokts med
varierande resultat (3.2.3.)

3.3.2 L.Temperatur

Legionellabakteriers optimala tillvéxttemperatur &r 37 °C. De forokar sig bra mellan 20 °C
och 42-45 °C (Wadowsky et al., 1985, Schulze-Rdbbecke et al., 1987, Yee och
Wadowsky, 1982). Aven vid lagre temperaturer kan en mycket Iangsamt tillvaxt ske om
naringsforhallandena dr goda. Over 50 °C dér Legionellabakterier inom négra timmar,
6ver 60°C inom nagra minuter, och éver 70 °C inom nagra sekunder (Sanden et al., 1989,
Schulze-Robbecke et al., 1987). | manga varmvattensystem har hela vattenvolymen eller
delar av vattensystemet en temperatur som underskrider 45 °C och kan darmed gynna en
tillvéxt av Legionella.

I en stor studie om forekomsten av Legionella i sjukhus och hotell i Tyskland och i en
studie av enfamiljshus i USA pavisades temperaturen som enda faktor med signifikant
inflytande pa férekomsten am Legionella (Habicht och Mdller, 1988, Lee et al., 1988,
Stout et al., 1992) .

3,3,2,2,Material

Vissa material i vattenledningssystem eller armaturer har visat sig stimulera tillvaxten av
Legionella, t. ex. vissa gummimaterial samt vissa plastmaterial baserade pa PVC och PE
samt naturgummi (West et al., 1989, Schoenen et al., 1988, Bezanson et al., 1992).
Mjukgorare fran plastmaterial kan anvandas som kolkalla av manga bakterier och kan
darmed ocksa bidra till tillvaxten av Legionella. Legionella ar for sin tillvaxt i vatten
beroende av andra mikroorganismer (3.1.) och hittas darfor ofta i biofilmer pa material,
dar manga olika mikroorganismer samlas i nara kontakt (Colbourne och Dennis, 1988,
Wright et al., 1989). Systematiska undersokningar av olika materials paverkan pa
tillvéxten av Legionella ar dock bristfalliga. 1 var undersokning hade vi flera fall dar
Legionella vaxte pa en typ av packning och kontaminerade hela duschsystemet darifran
(62.5).

Nya kopparledningar daremot hammar tillvéxten av Legionella. Effekten forsvinner dock
om ledningar &r aldre an 5 ar (Habicht och Maller, 1988).

3.3.2.3.Andra parametrar

jarn

Legionellabakterier &r beroende av jérn i ganska héga koncentrationer ndr man odlar dem
(Jones och Herbert, 1979, Reeves et &', 1981). Det har visat sig i tillvxtexperiment med
Legionella i kranvatten att jarn i koncentrationer mellan 1-5 mg/l gav en stimulerande
effekt, hogre jarnkoncentrationer, 10-100 mg/l, hade en hammande effekt pa Legionellas
tillvaxt (States et al., 1985). | en annan studie med Legionella i vatten fran
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varmvattenberedare gav 5-50 mg/l en stimulering och koncentrationer dver 50 mg/l en
h&mning (States et al., 1987). Dessa htga jarnkoncentrationer forekommer dock séllan i
dricksvatten. | systematiska undersokningar av férekomsten av Legionella pa sjukhus och
hotell i Tyskland undersoktes ocksa korrelation mellan jarnhalten och frekvensen av
Legionella-positiva prov (Habicht och Miiller, 1988). Det kunde inte pavisas ett statistisk
signifikant samband mellan jarnkoncentrationen och Legionellaférekomsten. En hdgre
procentandel positiva prov hittades dock vid jdrnkoncentrationer éverstigande 0.1 mg/l.
Varmvattenberedare med hogre jarnkoncentration hade hdgre antal Legionellabakterier
(Botzenhart et al., 1986).

andra metaller

Manga metaller (kalcium, magnesium, vanadin, zink) hade en positiv effekt pa Legionellas
tillvéxt i ett definierat medium (Reeves et al., 1981). | tillvaxtstudier med Legionella i
tappvatten har det visats att manga andra metaller (aluminium, kadmium, koppar, bly, och
mangan) inte hade nagon stor effekt pa Legionella i laga koncentrationer och hammade
Legionella i koncentrationer dverstigande 10 mg/l (States et al., 1985). Zink hade en
positiv effekt pa Legionellas tillvaxt i ldga koncentrationer och hammade i koncentrationer
over 10 mg/l. Kalium stimulerade tillvéxten av Legionella i koncentrationer éver 1 mg/l
(States et al., 1985).

pH

Legionella vaxer i tappvatten inom ett brett pH-omrade (5.5-9 2). Ingen tillvaxt har
observerats under 5 och éver 10,5 (Wadowsky et al., 1985). Legionella véxer bast i vatten
med pH-varden omkring och strax under 7.1 kyltornvatten fanns den hdgsta tillvaxten vid
pH-vérden mellan 6.9 och 7.3 (States et al., 1987). Mycket mindre tillvéxt observerades
6ver pH 7.3. Fler Legionella-positiva prov vid laga pH-varde (6.0-7.0) pavisades i en stor
korrelationsstudie i Tyskland jamfort med pH-varden dver 7.0 (Habicht och Mller,

1988). Skillnaderna var dock inte signifikanta.

hardhet

Hdg tillvaxt av Legionella pavisades i kyltornvatten med en koncentration av
kalciumkarbonat under 100 mg/I. Over 200 mg/l upptradde néstan ingen véxt alls (States
et al., 1987).

syre
Legionella vaxer inte under anaeroba forhallanden (Wadowsky et al., 1985). Laga
syrehalter gynnar dock tillvéxten (Mauchline et al., 1992), men Legionella kan dven véxa
under syreméttnad (Wadowsky et al., 1985).

organiskt material

Lagre antal Legionella-positiva prov i vatten med 1dg COD-halt (chemical oxygen
demand, under 5 mg KMnC*/1) pavisades i en screeningundersokning i Tyskland (Habicht
och Miiller, 1988). Motsatsen hittades i en understkning av kyltorn i Finland. | prov med
Iag halt av naringsamnen pavisades mer Legionella (Kusnetsov et al., 1993).
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totalantal bakterier

I prov med hdga totalantalsvarden pavisades lagre procentandel Legionella-positiva prov
an i prov med laga totalantalsvarden. Denna korrelation har pavisats i varmvatten pa
sjukhus och hotell (Habicht och Muller, 1988) och i kyltornvatten (Kusnetsov et al.,
1993).

3.4. Desinfektion och saneringsatgarder

3.4.1. Klor

Legionella &r mindre ké&nslig mot fritt klor &n Escherichia coli (Kuchta et al., 1983).
Under standardforhallanden med pH 7.6, 21 °C och 0.1 mg/I fritt klor behévdes 30-60
minuter for en 99.9 % avdddning av resuspenderade Legionella fran odlingsmedium vid
laboratorieforsok (Kuchta et al., 1983). Legionellabakterier som &r adapterade till vatten
ar daven mindre kansliga an de som odlats pa laboratoriet (Kuchta et al., 1985). Kloramin
&r effektivare i avdddning av Legionellabakterier jamfort med Escherichia coli (Cuncliffe
et al., 1990). | tekniska system finns Legionella ofta i biofilmer pa ytor av olika material.
Biofilmer skyddar bakterier fran manga desinfektionsmedel, darbland klor (LeChevallier et
al., 1988). Nar Legionellabakterier ar inneslutna i amobor ar de ocksa mer skyddade
(Kilvington och Price, 1990) och man har experimentellt visat att halter pa 6ver 50 mg/l
fritt klor behovs for avdddning a\ Legionella i amdbor (Kilvington och Price, 1990).
Detta innebdr att chockklorering av vattensystem (vanligvis med 2-6 mg/l) vanligen bara
kan anvandas som en akut atgard mot Legionella, i de flesta fall utan Iangtidsverkan, da
Legionella i biofilmer och amébor inte avdddas (Pankhurst et al., 1990, Makin och Hart,
1990). Antalet Legionellabakterier i ett konstgjort vattenledningssystem reducerades med
5 logenheter inom 5 timmar med 4-6 mg/fritt klor (Muraca et al., 1987)

3.4.2. Jod

Det finns fa studier dar effekten av jod som desinfektionsmedel mot Legionella
undersokts. Jodid var mycket effektivare mot Legionella an klor i vatten och 2 ganger sa
effektivt mot Legionella i biofilmer (Cargill et al., 1992). Filter med jod som aktiv
substans har visat sig vara effektivt mot Legionella i laboratorieexperiment (Sanden et al.,
1992, egna studier). Problemet i vara studier var dock att jodid slapptes ut till vattnet fran
filtret, tidvis i hoga koncentrationer. Inga studier i tekniska system &r gjorda.

34.3. TIV

Legionella ar ganska kénslig mot UV-ljus jamfort med andra bakterier. En reduktion av
antal levande Legionellabakterier med 4 log observerades inom 10 min. (Knudson, 1985).
Legionella har dock ett mycket effektivt fotoreaktiveringssystem (Knudson, 1985). Darfor
skall inga transparenta slangar anvandas efter UV-behandling av vatten. | manga tekniska
system har UV-utrustningar anvénts for desinfektion av vattensystem mot Legionella, med
varierande resultat (Muraca et al., 1987, Farr et al., 1988, Muraca et al., 1990, Schulze-
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Rdbbecke et al., 1990, Yamamoto et al., 1991, egna undersdkningar) delvis i kombination
med hojd vattentemperatur (Struelens et al., 1992). Férdelen med UV 4r att det inte
tillfors ndgot damne till vattnet. Det har visat sig att sjalva placeringen av UV-utrustningen i
systemet ar mycket viktigt for att undvika tillvéxt av Legionella. UV-utrustningen ska sitta
sé nara tappstallet som majligt och stillastdende vatten skall undvikas efter UV-
utrustningen da faran for atervéxt har visat sig vara stor.

3.4.4. Ozon

Ozon ar effektivt for att reducera antalet Legionella in vitro. Antalet Legionellabakterier i
ett konstgjort vattenledningssystem reducerades daremot bara med 5 logenheter inom 5
timmar med 1-2 mg/l ozon (Muraca et al., 1987). Resultat av ozonering i tekniska system
&r bristfélliga. 1 en studie visades en reduktion av Legionella i ozonerat vatten (Edelstein
et al., 1982). Har kan dock inte effekten av ozonering varderas, da liknande reduktion
hittades i kontrollen!

3.4.5. Silver/Koppar

Silver plus koppar ensamt har ingen signifikant effekt pa Legionella. Effekten dkar dock i
samverkan med klorering (Landeen et al., 1989). Bara vid héga klorkoncentrationer (0.4
mg/1 fritt klor) pavisades en statistisk signifikant hamning av Legionella med silver och
koppar. | tekniska system har silver/koppar elektroder mest anvénts i industrivatten och
fritidsanlaggningar och i mindre utstrackning dven prévats pa dricksvatten utomlands.

3.4.6. Kvltornsdesinfektionsmedel

Manga desinfektionsmedel som anvénds i kyltornsammanhang har testats mot Legionella
in vitro (Skaliy et al., 1980, Soracco et al., 1983). Vissa hade ingen effekt, andra var
mycket effektiva. In vivo i kyltornen upptréader dock samma problem som med klorering i
vattensystem, ndmligen amdbor och biofilmbildning som skyddar Legionella mot
desinfektionsmedel (Wright et al., 1991, Barker et al., 1992). Manga 4mnen som varit
mycket effektiva mot suspenderade Legionellabakterier hade darfor ingen effekt in vivo,
andra var aven vid in vivo forsok aktiva (Yamamoto et al., 1991).

3.4.7. Temneraturhdining

Vid 50 °C behéver man ca 80 minuter for en avdddning av 5 log Legionellabakterier. Vid
60 °C ca 5 minuter och vid 70°C bara ca 1 minut for en avdddning av 5 log (Sanden et al.,
1989, Schulze-Robbecke et al., 1987). Temperaturhdjning kan anvandas som akutatgard
for att sanera ett Legionella-hailgt vattensystem men ocksa som langsiktig
preventivatgard (Muraca et al., 1990, Muraca et al., 1987). Fordelen ar att Legionella
avdodas aven i biofilmer och amébor. Som akutatgard rekommenderas en
temperaturhdjning i varmvattenberedare till 70 °C med en spolning av alla tappstéllen i
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minst 10 minuter med minst 60°C varmt vatten. Som preventivatgarder rekommenderas
60 °C i beredaren och en temperatur av lagst 50 °C pa alla tappstallen. I mycket stora
vattensystem kan cirkulationsystem i varmvattenberedare eller vattensystemet vara
nodvandiga for att halla temperaturen hdg i hela systemet och undvika tillvaxt av
Legionella (Schulze-R6bbecke et al., 1990, Hart och Martin, 1991).

4. Detektion av Legionella fran miljoprov

4.1. Odling

Som agarmedium for odling av Legionella anvédnds BCYEa-agar (buffered charcoal yeast
extract agar med a-ketoglutarat, Edelstein, 1981). Mediet &r inte sérskilt selektivt och
manga andra bakterier kan vaxa pa det. Det finns tre olika metoder som anvénds for att
reducera antalet andra bakterier: (i) antibiotika i agarplattorna (Calderon och Dufour,
1984, Bopp et al., 1981), (ii) behandling av provet med en speciell syraldsning (pH 2.2) i 5
minuter (Bopp et al., 1981) och (iii) virmebehandling av provet vid 50 °C i 30 minuter
(Roberts et al., 1987). Legionella & mindre syra- och vdrmekanslig &n de flesta andra
vattenbakterier. Man kan aven kombinera forbehandlingsmetoderna om provet innehéller
mycket hogt antal andra bakterier. Problemet ar dock att antalet Legionellabakterier ocksa
reduceras i viss utstrdckning (Roberts et al., 1987) och att vissa Legionellaarter och
serotyper reduceras mer an andra av behandlingarna till bara nagra fa procent av det
ursprungliga antalet (Mdiller, 1988, Roberts et al., 1987). Darfor rekommenderas alltid att
olika behandlingsmetoder och agarmedier anvénds parallelit.

Om antalet Legionellabakterier férvéntas vara hogt i provet kan man ta ett direktprov och
sprida det, med och utan férbehandlingar, direkt pa plattorna. | de flesta vattenprov
daremot foreligger Legionella i relativt 1aga halter och provet maste koncentreras.
Koncentrering av bakterier fran vattenprov har utforts med centrifugering, filtrering och
fallning med Fe(OH)3 (Miller, 1988) och jamfdrande studier har utférts (Muller, 1988,
Brindle et al., 1987). De flesta forfattare har rekommenderat filtrering som den enklaste
och effektivaste metoden. Detta anges ocksa i standardforslag fran England, Danmark och
ISO. Filtreringsmetodiken utgdr ifrdn att vattenprovet filtreras genom ett filter som sedan
skakas i buffert for att resuspendera bakterierna. Supernatanten sprids sedan pa plattor.
Problemet &r att inte alla Legionellabakterier som sitter pa filtret efter filtreringen skakas
loss fran filtret och darmed gar forlorade i den efterféljande analysen. Manga filtertyper
har darfor testats for basta utbyte av Legionella (Smith et al., 1993).

En ny metodik har utvecklats pa SBLs vattensektion (Szewzyk et al., 1991). Istéllet for att
forsoka skaka loss bakterier fran filtret efter filtreringen laggs hela filtret direkt pa en
agarplatta. Normalt laser man de ofta vitaktiga, opalescenta Legionellakolonierna mot det
svarta agarmediet. Vanemassigt och beroende pa god kontrastverkan underlattas darfor
om svarta filter anvands. Jamfoérande undersdkningar visade ett hdgre utbyte av
Legionella fran vattenprov med denna nya metod (Szewzyk et al., 1991).
Detektionsgransen ar beroende av den undersdkta provvolymen. Praktiskt brukar dock
oftast inte mer &n 500 ml analyseras, dvs detektionsgransen blir 2 cfu/1000 ml.
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4.2. Immunofluorescens

Olika monoklonala och polyklonala antikroppar har anvéants for att detektera olika
Legionellaarter i vattenprov och biofilmer (Fliermans et al., 1981, Bérubé et al., 1989,
Rogers et al., 1992, Lim et al., 1989). Legionella fran kallvattenprov kunde pavisas med
fluorescensinmérkta antikroppar men inte odlas (Fliermans et al., 1981, Lee et al., 1991,
Colbourne et al., 1988). Detta har lett till att man antagit att det finns levande men icke-
kultiverbara Legionellabakterier. En varmechockbehandling har beskrivits som éverfor
dessa vattenanpassade icke-kultiverbara Legionellabakterier till odlingsbara bakterier
(Colbourne et al., 1988). Dessa resultat hade dock inte kunnat upprepas av andra
laboratorier. Darmed aterstar fragan om Legionellabakterier som pavisas med
immunofluorescens &r levande. Ett annat problem med immunofluorescens &r méjliga
korsreaktioner med andra bakterier. Antikropparna som anvénts ar testade mot manga
olika bakteriearter, vilket racker for bedémning av kliniska preparat, dar bara fa
bakterietyper kan forvantas. | detta material &r problem med korsreaktioner minimalt. |
vattenprov daremot finns hundratals olika, ofta icke-odlingsbara bakteriearter som inte &r
testade. S&rskilt med polyklonala antikroppar &r faran for korsreaktioner stor.
Monoklonala antikroppar som bara pavisar en speciell ytstruktur ar mycket mer specifika
och farre korsreaktioner observeras. Denna hoga specificitet kan daremot ocksa leda till
problem vid detektion av vattenanpassade Legionellabakterier. Det har visat sig att i
manga vattenprov dar man kunde odla Legionellabakterier kunde de inte pavisas med
monoklonala antikroppar, men daremot med polyklonala antikroppar (Vickers et al.,
1990). Vattenanpassade Legionellabakterier uttrycker tydligen andra ytstrukturer &n de
som véxer pa laboratoriemedier.

En klar fordel med immunofluorescens ar dock att resultatet foreligger efter nagra timmar,
jamfort med 2-10 dagar for odlingen. Den ar darfor sarskilt [amplig for en snabb
oversiktlig undersokning av smittkallor i utbrottsammanhang. P4 grund av de ovan niamda
problemen med immunofluorescens skall dock alltid en odling av Legionella utféras
parallellt.

Monoklonala antikroppar kan ocksa anvandas till verifiering av isolerade misstankta
Legionella kolonier efter odling.

4.3. Molekylarbiologiska metoder
43.1. PCR

Med PCR (polymerase chain reaction) metodik ar det teoretisk magjligt att pavisa en enda
cell av Legionella i vatten d&ven om manga andra bakterier &r narvarande och
Legionellabakterierna inte &r odlingshara. Metodiken baseras pa att man "fangar upp" en
DNADbit som &r typisk for Legionella ur en blandning av andra DNAbitar. Denna bit
mangfaldigas med enzymatiska reaktioner till s hog koncentration att den kan pévisas |
praktiken har alla hittills utvecklade metoder dock en légre pvisningsgréns &n 100 celler
per ml. Anda har PCR metodiken anvants med framgéang for detektion av Legionella i
vatten (Bauern et al., 1990, Bej et al., 1991). | manga vattenprov som var odlingsnegativa
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pa grund av 6vervaxt med andra bakterier kunde Legionella pavisas med PCR (Bauern et
al., 1990). 1 flera fall misslyckades dock PCR metodiken att pavisa dven odlingsbara
Legionellabakterier i vattenprov. Detta tros beror pa att vissa &mne i vattnet hammar den
enzymatiska PCR reaktionen, som t. ex. jdrn och humussyror.

P& SBL har en PCR metod utvecklats som ar mycket kansligare &n alla andra hittills
anvanda metoder och kan detektera | cell i 100 ml vatten dven om manga andra bakterier
ar narvarande. Utvérdering av denna metod pagar.

4.3.2. RNA-;sonder

Med hjalp av fluorescensinmarkta RNA-sonder kan enstaka bakterier pavisas in situ, aven
i tjocka biofilmer av andra bakterier (Manz et al., subm., Szewzyk et al., subm.). Sonder
for Legionella &r under arbete. Med hjélp av dessa kommer man att kunna pavisa enstaka
Legionellabakterier och kolonier pa ytor av material och folja utvecklingen till biofilmer
samt studerar faktorer som bidrar till kolonisering.

Bild 1. Legionellapneumophila detekterad med immunofluorescens i mikroskopet
(fotograferat av Birgit Larsson, SBL).
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Bild 2: Vaxt av Legionella pneumophila pa agarplattor respektive svarta filter efter 6
dygns inkubation

Bild 3: Kolonier av Legionella pneumophila pa en svart membranfilter efter 4 dygns
inkubation (pil = ej Legionella)
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5. Projektupplaggning

5.1. Malsattning

Malséttningen med de utférda undersokningarna ar att systematiskt kartera
Legionellaférekomsten i vattensystem och inomhusinstallationer, samt att relatera denna
forekomst till (a) vattentyp, vattenbehandling och vattnets kemiska sammansattning (b)
material i ledningar och armaturer, (c) vattentemperatur och (d) typ och utférande av
varmvattenberedare.

Undersdkningen avses:

- bilda ett underlag till Boverkets stéllningstagande géllande varmvattentemperatur i
fastigheter

- identifiera eventuella material som kan ha en tillvaxtbeframjande effekt for Legionella

- bilda bas for enhetliga provtagningsanvisningar och metodanvisningar

- bilda bas for eventuella saneringsanvisningar

- 6ka kunskapen om risk for Legionellainfektion kontra naturlig forekomst i vattensystem

Eventuella kliniska uppféljningsundersokningar omfattas inte av projektramen.

5.2. Utférda undersékningar
5.2.1. Projektets upplaggning och nlanerinp

Forekomsten av Legionella undersoktes i ledningsnét anslutna till vattenverk som
tillampar olika behandlings- och desinfektionsrutiner (5.2.2.). F6ljande kategorier av
vattenverk ingick i undersékningen:

- Ytvattenverk

- Grundvattenverk utan konstgjord infiltration

- Grundvattenverk med konstgjord infiltration

- Vattenverk med blandat ravatten (blandning av grundvatten med och utan konstgjord
infiltration).

Proven togs vid det inkommande vattnet till vattenverken, mellan olika behandlingssteg
och pa utgaende vatten fran vattenverken, i kallvatten pa det tillhrande ledningsnatet, och
i varmvatten pa det tillhérande ledningsnatet i sma och stora byggnader. | manga stader
har sjukhuset det mest komplexa vattensystemet. Darfor togs sarskild hénsyn till
provtagningar pa sjukhus.

Tva till tio prov togs pa vattenverk och ca. 40 prov i tillhrande nét och byggnader.
Parallellt med Legionellaanalysen bestdmdes andra mikrobiologiska och kemiska
vattenparametrar (5.2.3 ).
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Till alla bertrda vattenverk skickades information om projektet samt en
provtagningsanvisning inklusive ett frageformular for en kort beskrivning av
vattensystemet (5.2.4.). Sjukhusen kontaktades separat. Saval hygienavdelningen som
tekniska avdelningen fick information om projektet samt en speciell provtagningsanvisning
inklusive ett frageformular om varmvattensystemet (5.2.5.).

5.2.2. Urval av vattenverk

Vattenverk valdes med hansyn till ravattenkalla, olika behandlingssteg,
desinfektionsmetoder, och geografiskt lage. Malsattningen var att undersoka flera
vattenverk av varje typ i olika delar av landet. Vattenverk i 20 stder valdes ut och
kontaktades. Foljande 17 vattenverk i 13 st&der var beredda att delta i undersdkningen:

Stockholm Lovon
Gorvaln
Goteborg Lackarebéck
Alelyckan
Falun Falun
Gavle Satra
Abyvallen
Halmstad Sennan, Sondrum, Dettan osv.
Malmo Vomb
Bulltofta
Ostersund Ostersund
Sundsvall Vivstanas, Gronsta
Norrkdping Borg
Jonkdping Haggeberg (2 prov Ryd)
Umed Forslunda
Karlstad Sérmoverket
Nykdping Oxelésund

5,2,3. Kemiska och mikrobiologiska provtagningsparametrar
5.2,3,1Legionella

Halten av Legionellabakterier bestdmdes med odling, mikroskopiskt med monoklonala och
polyklonala antikroppar samt, pa utvalda prov, med PCR-teknik. En kénslig odlingsmetod
har utvecklats pa SBL som baseras pa filtrering av vattenprov genom svarta membranfilter
som laggs direkt pa agarplattor efter filtreringen (Szewzyk et al., 1991). Denna metod
anvéandes i kombination med en syrabehandling av proven for att reducera antalet andra
bakterier. Till alla prov anvéndes BCYE-agar plattor utan eller med (MWY) antibiotika
(se 4.1), Detektionsgransen vid odling l1ag pa ! koloni-bildande enhet (cfu) per 500 ml. De
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monoklonala antikropparna (MONOS) &r framstéllda av Genetic Systems. Som
polyklonala antikroppar anvandes antikroppar framstallda pa SBL (Birgit Larsson) till
serotypning av Legionella med agglutinationstest. De polyklonala antikropparna var
riktade emot L. pneumophila serogrupp 1, L. pneumophila andra serogrupper och andra
arter av Legionella Tva olika PCR-tekniker jamfordes i projektet Den ena &r Perkin

Elmers nya testkit och den andra ar en mycket kansligare PCR-test som utvecklats pd SBL

(bakteriologiska avdelningen, Sven Lofdahl) Pa grund av tidsbrist kunde PCR-
undersokning bara goras pa nagra utvalda prov.

5.2.3.2.Andra bakterier

Totalantal bakterier

Antalet andra bakterier i vattnet bestamdes med den vanliga odlingsmetodiken pa
jéstpeptonagar med avlésning efter 2dygn (2d) och 7dygn (7d) (ingjutningsmetoden, SS
02 81 79). Plattorna fran kallvattenprov inkuberades vid 20 °C och fran varmvattenprov
vid 35 °C. Parallellt bestamdes i manga prov den totala halten av bakterier med
acridinorange-fargning och epifluorescens.

Mykobakterier

I samarbete med Tuberkulossektionen pa SBL gjordes filtreringar av vattenprov for
mykobakterieanalys. Odling, avlasning och typbestdmning av isolerade mykobakterier
utfordes vid Tuberkulossektionen.

Enterobacteriaceae (sérskild Enterobacter)

I samarbete med sjukhushygieniska avdelningen pa SBL (Lars Burman) undersoktes
forekomsten av Enterobacteriaceae i vatten pa neonatalavdelningarna pa sjukhus for ev.
samband med fynd hos barnen

5.2.3.3.Né&ringsamnen i vattnet

Koncentrationen av latt assimilerbara kolforeningar i vattnet (AOC) bestamdes pa nagra
utvalda prov.

5.2.3.4.Kemiska parametrar

Foljande kemiska parametrar bestamdes pa vattenverk:

_pH

- jarnhalt

- hérdhet
- klor (fri, total)
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5.2.4. Tekniska narametrar i fastigheter

Till alla fastigheter dar provtagning var planerad skickades en provtagningsanvisning
(Bilaga 1) samt ett frageformular om utformningen av varmvattensystemet med sarskild
hé&nsyn till temperaturen, typ av varmvattenberedare, och material i systemet (Bilaga 2).
Tyvérr var svaren pd manga frageformular ofullstandiga.

Till fastigheter med Legionella-positiva prov skickades en ny provanvisning vid férnyat
provtagningen (omprov) (Bilaga 3).

5.2.5. Tekniska parametrar i siukhus

Till hygienavdelningen och tekniska avdelningen pa alla berérda sjukhus skickades en
provtagningsanvisning (Bilaga 4) samt ett frageformular om utformning av
varmvattensystemet med sérskild h&nsyn till temperaturen, typ av varmvattenberedare, och
material i systemet (Bilaga 5).

6. Resultat av projektet

6.1. Totalantal bakterier
6.1.1. Utgdende fran vattenverk

Utgdende vatten fran vattenverken hade Iaga halter heterotrofa bakterier (fig. 4). Endast i
ett prov lag vardena for 2d resp. 7d bakterier dver gransvarden (10 cfii/ml vid desinficerat
utgdende vatten, 100 cfu/ml 2d, 5000 cfli/ml 7d, SLV FS 1989:30). | detta prov pavisades
100.000 cfu/ml 2d resp. 7d bakterier. Detta prov kan ha kontaminerats vid provtagningen.
Medelvérdet for 2d heterotrofa bakterier av alla 6vriga prov var 2+ 3 cfu/ml med
minimivéardet 0 och maximalvérdet 10. Medelvérdet for 7d heterotrofa bakterier var 50+
110 cfu/ml med minimivérdet 1 och maximalvérdet 500.
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Figure 4: Totalantal heterotrofa bakterier i vattenprov utgéende fran vattenverk (n=22)
efter 2(a) och 7 dygns (b) inkubation. Streck representerar gransvérde (100
resp. 5000 cfu/ml). Grénsvérdet for desinfekterat vatten ar 20 cfu/ml.
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6.L2, Kallvatten i ledningsnétet

Antalet heterotrofa bakterier var i manga fall hdgre an i det utgaende vattnet fran
vattenverken. Detta tyder pa tillvaxt av bakterier under distributionen i ledningssystemen. |
96% resp. 93% av proven lag antalet 2d resp. 7d bakterier under gransvardet (fig. 5).
Minimivarden och maximalvarden for bade 2d och 7d bakterier var 0 och 1.000.000
cfii/ml. Medianvérden for halten 2d resp. 7d heterotrofa bakterier var 1 resp. 80 cfu/ml
(fig. 7). De flesta kallvattenbakterier var alltsa langsamvaxande. Hoga totalantalvarden
pavisades i tva av tre prov fran kallvattenfontaner (11.000 och 1.000.000 resp. 480.000
och 1.000.000 cfu/ml for 2d och 7d bakterier).

1000000

100000

Antal bakterier (cfu/ml)

10000

1000

100

=
o

0 200 400 600 800 1000 O 200 400 600 800
Provnummer Provnummer

Figur 5: Totalantal heterotrofa bakterier i kallvattenprov (n=375) efter 2 (a) och 7 (b)
dygns inkubation. Streck representerar gransvardet (100 rep 5000 cfu/ml).

6.1.3. Varmvatten i varmvattenberedare och duschar

Antalet heterotrofa bakterier i varmvattenproven var i de flesta fall hogre &n i de
tillhérande kallvattenproven (fig. 6). Medianvarden for antal 2d resp. 7d heterotrofa
bakterier var 1200 resp. 2600 cfu/ml (fig. 7), De flesta varmvattenbakterier var alltsa
snabbvaxande. | vattenprov fran varmvattenberedarna var antalet lagre (medianvarde 2
resp. 20 cfu/ml for 2d resp. 7d) &n i tillhdrande duschar (medianvéarde 1000 resp. 2500
cfu/ml for 2d resp. 7d) Temperaturer i varmvattenberedarna var dock ofta héga och
maénga speciella hdgtemperaturanpassade bakterier véaxer inte vid 35 °C. Ofta pavisades
bara en eller fa olika typer av bakterier i varmvatten, medan kallvattnet inneholl en
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blandning av manga olika bakterietyper. | varmvatten skedde tydligen en tillvaxt av
speciellt adapterade bakterier ofta till hdga halter. Bakterietyperna varierade mellan
varmvattensystemen. Vidare undersokning av dessa pagar.
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Figure 6: Totalantal heterotrofa bakterier i varmvattenprov (n=437) efter 2 (a) och 7 (b)
dygns inkubation.
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Figure 7: Sammanfattande jamforelse mellan totalantal heterotrofa bakterier i kallvatten

(k2d, k7d) och varmvattenprov (v2d, v7d). Streck representerar medianvérdet.
Angivna intervaller &r 25-75%, 10-90% och 5-95% av halterna
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6.1.4. Epifluorescens

Antalet bakterier raknat med epifluorescens var hogre an antalet heterotrofa bakterier pa
odlingsplattor. Endast 0.0006-12% i kallvattenprov och 0.015-%-58 % i varmvattenprov
av alla bakterier raknade under mikroskop véxte ut pa plattorna efter 7 dygns inkubation
(fig. 8, n=207, analysen pagar). Ingen korrelation pavisades mellan antalet heterotrofa

bakterier och antalet bakterier raknat med epifluorescens (korrelations-koefficient
r = 0.08),
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Figur 8: Jamforelse mellan totalantal bakterier réknat under mikroskopet med epi-
fluorescens och totalantal hetertrofa bakterier som vaxte pa jastpeptonagar.

6.2. Legionella

Prov togs i 13 stader. Legionella odlings-positiva prov pavisades i 11 stader = 85%.
Andelen Legionella-positiva prov varierade mellan stdderna (0-27 %, Tabell la) och
mellan sjukhus (0-100 %, Tabell Ib).

Totalt analyserades 940 prov i forsta provtagningsomgéangen och 78 sa kallade omprover
pa Legionella-positiva provtagningsplatser for verifiering och narmare undersokning
(6.2.5.).

Av de totalt 940 proven var 397 kallvattenprov, 437 varmvattenprov och 106 "pinnprov".
Dessa togs pa ytor i t. ex. duschslangar med bomullspinne.
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Tabell la: Antal Legionella-negativa och Legionella-positiva prov med odling och
MONOS i varmvatten och (kallvatten) i olika stader

Stad Leg- Leg + MONOS - MONOS +
A 38 (60) 8 (3) 31 (63) 15 (4)
B 22 (34) 2 (3) 18 (39) 6 (10)
Cc 19 (23) 2 (2 14 (19) 7 ()
D 13 (23) 5 (4) 7 (25) 11 (3)
E 14 (23) 2 (1) 15 (25) 1 (ID
F 17 (26) 1 (0) 15 (26) 3 (2
G 14 (21) 4 (1) 13 (23) 5 0)
H 22 (27) 2 (0 23 (29) 1 (0)
| 19 (26) 1 (0) 18 (28) 2 (0)
J 20 (27) 1 (0) 16 (22) 4 (6)
K 16 (24) 1 (0) 16 (23) 1 (0)
L 19 (21) 0 (0) 16 (24) 3 (0)
M 20 (24) 0 (0) 17 (22) 3 (2

Tabell Ib: Antal Legionella-negativa och Legionella-positiva prov med odling och
MONOS i varmvatten och (kallvatten) i sjukhus i olika stader

Stad Leg- Leg + MONOS - MONOS +
A 14 (2) 20(1) 23 (2) 10(1)
B - - - -
c 0 (1) 7 (0) LJ«) 4 (1)
D 2 (80) 13 (1) 7 @ 8 (0)
E 7 @ 10 iQi 17 (3) 0
F 11 ) 6 (11) 15 3 (0)
G 0 (1) 13 (1) 2 () 11 (0)
H 5 (2) 1 (0) 6 (1) 0 (0)
I 12 (11) 0 (0) 10 (1) 1 (0)
J 11 0) 4 (0) 15 (11) 1 (0)
K 2 (0) 5 (0) 7 (0) 0 (0)
L 10 (3) 0 (0) 10 (2) 0 (0)
M _ - R -



Antal Legionella odlings-positiva prov: (n=940)

vattenprov, total 123 av 834 = 15%
pinnprov 9av 106 = 8.5 %
kallvattenprov 15 av 397 = 4%
varmvattenprov 108 av 437 = 25 %
utgdende vatten Oav22= 0%

frén vattenverk

Inte bara antalet positiva prov var hogre i varmvatten an i kallvatten, men ocksa antalet
Legionella bakterier (cfii/lOOml) som pavisades i varmvattenproven (Tabell 2).
Medelvérdet av antalet Legionellabakterier var 26 + 49 resp. 1104 + 3233 cfii/200ml i
positiva kall- resp. varmvattenprov. Hogsta vérdet i kallvatten var 200 du/100 ml och i
varmvatten 30.000 cfu/100 ml.

Tabell 2: Antal Legionella-positiva kall- och varmvattenprov med olika halter av
Legionellabakterier

Antal Legionella (cfu/100ml) 1-9 10-99 100-999  1000-9999  >10000
kallvatten, positiva prov 8 6 1 0 0
varmvatten, positiva prov 26 24 33 23 2

Antal Legionella MONOS-positiva prov (n=907):

vattenprov, total 127 av 696 = 18%
pinnprov 24 av 75 = 32%
kallvattenprov 27 av 389 = 7%
varmvattenprov 100 av 434 = 23 %
utgaende vatten lav22= 5%

fran vattenverk

Fordelningen av positiva prov var likartad i vattenprov med odling och MONOS. | detalj
fanns ddaremot ménga skillnader (6.3 ). | korrelationstudier ingér bara odlings-positiva
prov.

6.2.1. Serogrupper

Med odling pavisades bara en art, Legionellapneumophila. Serotypningen visade att
vattenisolaten av Legionellapneumophila ofta reagerade med mer &n en antiserum. Detta
tyder pa att de samtidigt uttrycker flera olika ytstrukturer som ar typiska for olika
serotyper. Dessa reaktionskombinationer anges med snedstreck.

Foljande serogrupper resp. serogruppskombinationer pavisades:

1, 1/9, 1/10, 3/6, 3/6/12, 4, 4/5, 4/8/10/12/14, 4/8/10/13/14, 5, 5/8, 5/8/10, 8/10/13/14,
8/14, 9, 12, 12/13. Den vanligaste serogruppen var 3/6.

De olika serogrupperna var inte jamt fordelade fran olika stader. | manga stader pavisades
bara en eller tva olika serogrupper (Tabell 3) i kallvatten och varmvatten fran sjukhus och
andra byggnader.

26



Tabell 3: Serogruppférdelning i olika stader

A kv 3/6, 8/10/13/14
w sjukhus 3/6, 3/6/12, 8/10/13/14, 5, (1)
W nét 3/6, 3/6/9, 4, 4/5.
4/8/10/13/14, 4/8/10/12/14
B kallvatten 3/6, 1/9
w sjukhus (3/6, 1/9)
W nat 3/6, 3/6/12, 1/9
C kallvatten 1/10
W sjukhus 1
W nét 1, 1/10, 1/9
D kallvatten 3/6, 8
w sjukhus 3/6, 5/8/10
whnat 51, 36,9
E kallvatten 3/6
W sjukhus 1/9, 1/9/12
W nat 3/6
F kallvatten
W sjukhus 3/6, 3/6/12, 12. 12/13
W nét 8/14
G kallvatten
W sjukhus 3/6
W nét 3/6
H kallvatten
w sjukhus 3/6, 12
W nat 3/6
| kallvatten
W sjukhus
W nat 3/6
J kallvatten
w sjukhus 5
W nat 1
K kallvatten
w sjukhus 3/6
W nat isolat dott
v negativ
> negativ

Serotyper inom parentes: inte pavisad i denna studie men kanda serotyper fran tidigare undersokningar



Serogrupp 3/6 pavisades i manga stader, men stammarna fran olika stader skilde sig pa
genniva. Daremot kunde stammar med serogrupp 3/6 eller 3/6/12 och 12 som ibland
pavisades i ett och samma prov ofta var identiska pa genniva (undersokningar pagar med
olika molekylarbiologiska metoder inom bakteriologiska avdelning, Sven Lofdahl). | vissa
fall hittades inte helt identiska men mycket lika serogruppscluster i varm- och kallvatten
vilket tyder pa expression av olika ytstrukturer under olika miljoforhallanden.

6.2.2. Kallvattenprov

Legionella pavisades med odling i endast 15 kallvattenprov.
Materialet &r for begransat for statistikbearbetning, darfor tas i féljande bara nagra grovre
sammanfattningar upp.

6.2.2.1.Samband med odlines-positiva varmvattenprov

P& 12 av de 15 provtagningsplatserna med positiva kallvattenprov pavisades Legionella
ocksa i varmvattensystemet. Bara i en fastighet pavisades Legionella i kallvatten men inte i
varmvatten.

Tva positiva prov pavisades fran ravattnet till vattenverk (intag samt luktapparat for
rdvatten). Inga odlingsbara Legionellabakterier pavisades i vattenverk mellan olika
behandlingssteg eller i utgdende vatten.

6,2.2.2.Korrelation med vattenprovens temperatur

Fler Legionella-positiva prov hittades med stigande kallvattentemperatur (Tabell 4).

Tabell 4: Antal Legionella-positiva kallvattenprov i olika temperaturomrade

Temp. (°C) 2-5 6-9 10-14 15-19 >20
Antal prov Leg - 5 88 126 60 15
Antal prov Leg + 0 2 6 3 3
% positiva prov 0 2.3 4.5 5 17

6,2.2,3.Korrelation med arstiden

En tendens till fler positiva kallvattenprov visade sig pa varen och hdsten. Inga positiva
prov fanns juli/augusti och november/december (Tabell 5). Skillnaderna kan vara
slumpmassiga, men en méjlig forklaring ar dock en hogre naringshalt i vattnet pa varen
och hosten pa grund av algblomning och darmed bittre tillvaxtmajligheter for Legionella
Ett samband med AOC (latt assimilerbart kol) i vattnet kunde dock inte visas (se
varmvatten 6.2.3.). En annan mojlighet dr ett ekologiskt samband med algpopulationen i
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rdvattnet. Har borde undersokningar av halten géras under en arscykel for att bekrafta
dessa tendenser vid nagra vattenverk.

Tabell 5: Antal Legionella-positiva kallvattenprov, tagna under olika ménader

Ménad Legionella - Legionella + % positiva prov
April 18 0 0
Mayj 44 1 2
Juni 90 3 3
Juli 50 0 0
Augusti 29 0 0
September 55 3 5
Oktober 71 8 10
November 22 0 0
December 1 0 0

6.2,2,4,Korrelation med tvp av ravatten

De flesta positiva kallvattenprov fanns i de ledningsnét dar vattenverket anvénde ytvatten
eller blandat vatten som ravatten (Tabell 6). Blandat vatten ar har ett samlingshegrepp for

en blandning av grundvatten med och utan konstgjord infiltration samt nér vatten

blandades i natet fran vattenverk med olika ravattenkallor. Vattenverk som fatt vatten fran

olika brunnar som blandas i bérjan av nétet inkluderas under grundvattenverk. Bara ett
positivt prov pavisades i natprov fran grundvattenverk utan konstgjord infiltration och

inget positivt prov i vattenverk med konstgjord infiltration. Olika temperaturer i kallvatten

kan uteslutas som forklaring till skillnaderna mellan ravattentyperna da

medeltemperaturerna i kallvattenprov fran vattenverk med olika ravattenkallor var mycket

lika (11 £2, 12+ 4, 12+ 5 och 12 + 4 °C for grundvatten utan , med konstgjord
infiltration, ytvatten och biandvatten).

Tabell 6 Procentandel Legionella-positiva kallvattenprov fran vattenverk som anvénder

olika révatten.

Ravatten Legionella - Legionella + % positiva prov
Grund utan 77 1 1
Grund med 39 0 0
Ytvatten 196 8 4
Blandning 68® 6* 8

# 8 blandat i natet, * 1 blandat i natet
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6.2.25 Korrelation med avstand till vattenverk

Ingen Kkorrelation pavisades mellan andel positiva prov i kallvatten och avstand till
vattenverk (Tabell 7).

Tabell 7. Andel Legionella-positiva kallvattenprov pa provtagningsplatser med olika
avstand till vattenverk

Avstand (km) Legionella - Legionella + % positiva prov
0-9 217 7 3
10-19 82 4 5
20-45 41 2 5

6.2.2 6.Korrelation med klorbehandling i vattenverk

Fler positiva kallvattenprov hittades i ledningsnat fran vattenverk som klorerade (Tabell
8). Dessa var framst ytvattenverk. De vattenverk som inte klorerade inkluderade tva
grundvattenverk utan och ett grundvattenverk med konstgjord infdtration och bara ett
vattenverk med blandat vatten.

Tabell 8: Andel Legionella-positiva kallvattenprov i ledningsndt dér vattenverken
tillimpade klorbehandling respektive ej

Klorering Legionella - Legionella + % positiva prov
Nej 104 1 1
Ja 276 14

6.2.3. Varmvattenprov
Legionella pavisades i 25 % av alla undersokta varmvattenprov d.v.s. i 108 prov.
6,2.3,1,Korrelation med tvp av byggnad

De flesta Legionella-coltwet varmvattenproven fanns i stora varmvattenkomplex, som
sjukhus (57 % positiva prov) och hotell (2 av 3 undersokta). | andra kommunala
byggnader som férvaltningshus, servicehem, skolor och daghem var 23 % av
varmvattenproven positiva (Tabell 9). Fa positiva prover, 7 resp. 8 %, fanns i en- och
flerfamiljshus.
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Tabell 9: Andel Legionella-positiva prov fran duschar i olika byggnader

Legionella Legionella % positiva
Provplats neg. pos. prov
Vattenverk 4 0 -
Enfamiljshus 120 1 8
Flerfamiljshus 82 6 7
Sjukhus 77 79 51
Kommunala byggnader* 34 10 23
FTotell 1 2 -
Annat ** 13 0 0

* forvaltningshus, servicehem, daghem, skolor, simhallar
** pensinstation, reningsverk, fabrik

P& sjukhusen togs flera varmvattenprov fran olika varmvattenberedare och duschar pa

avdelningarna. Darfor sarbehandlas sjukhus i manga av de féljande korrelationsstudierna. |

12 av 14 sjukhus hittades atminstone ett positivt prov (86 % positiva sjukhus). Férutom
vattenprov togs aven pinnprov fran inre ytor av duschslangar och dyl. (6.2.4 ),

6.2.3.2.Korrelation med typ av ravatten

Legionella-positiva varmvattenprov fanns i vattensystem i byggnader som forsérjdes med
grund-, yt- eller biandvatten. Den l&gsta andelen (11 %) positiva prov fanns i vattensystem

som fick grundvatten med konstgjord infiltration , den hogsta (31 %) i vattensystem med
biandvatten (Tabell 10). Utanfor sjukhuset hittades inga Legionella-positivsi prov i
byggnader forsoérjda med grundvatten med konstgjord infiltration (Tabell 11).

| ett vattenverk (G) tillampades ett ozoneringsteg i bérjan av vattenbehandlingen.

Legionella pavisades i 4 av 18 prov i ledningsnatet samt pa sjukhuset.

Tabell 10: Andel Legionella-posiXwa. prov fran varmvatten i fastigheter (inklusive

sjukhus) korrelerat med typ av rdvatten

Ravatten Legionella neg. Legionella pos. % positiva prov
Grund utan 61 17 22
Grund med 51 6 11
Ytvatten 165 61 27
Blandning S4# " 24 31

# 8 blandat i nétet, * 1 blandat i natet
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Tabell 11: Andel Legionella-positiva prov fran duschvatten i fastigheter (exklusive
sjukhus) korrelerat med typ av ravatten

Réavatten Legionella neg. Legionella pos. % positiva prov
Grund utan 48 6 1
Grund med 29 0 0
Ytvatten 127 17 12
Blandning 50# 11

#8 blandat i nétet, * 1 blandat i natet

6.2.3.3.Korrelation med fastighetens byggar

Sjukhus undantogs fran korrelationsanalysen eftersom ombyggnader pagar hela tiden.

I enfamiljshus fanns Legionella -positiva prov bara bland hus byggda fore ar 1900 och
efter 1969. Inga positiva prov pavisades i enfamiljshus byggda mellan 1900 och 1969
(Tabell 12), En mojlig forklaring till hégre procentandel positiva prov i hus byggda efter
1969 ar installation av varmepumpanlaggningar, dvs. lagtemperatursystem, pa 70-talet.
Hogre procentandel i mycket gamla hus kan beror pa gamla ledningar med avlagringar
som gynnar tillvéxten av mikroorganismer.

Da det totala antalet varmvattenprov sammanfordes eller inom gruppen andra
fastighetstyper som t ex. flerfamiljshus hittades ingen sadan korrelation (Tabell 12).

Tabell 12: Andel Legionella-positiva prov fran varmvatten i fastigheter med avseende pé
byggar. | Tabellen anges varden sammanlagt for alla byggnader utom sjukhus
samt vérden for bara enfamiljshus eller flerfamiljshus.

Byggar 1800- 1900- 1930- 1950- 1970- 1980-
1899 1929 1949 1969 1979 1992
alla neg. 1 19 16 82 64 54
utan pos. 2 0 4 5 10 6
sjukhus % pos. - 0 20 6 14 10
enfamilj  neg. 1 12 9 30 43 19
pos. 2 0 0 0 6 3
% pos. - 0 0 0 1 14
flerfamilj  neg. 0 5 7 40 7 16
pos. 0 0 2 2 2 0

32



62.3.4. Korrelation med avstand till vattenverk

Ingen korrelation pavisades mellan avstand till fastigheten eller sjukhus fran vattenverket
och procentandel positiva prov (Tabell 13,14, korrelationskoefficient mellan antal
Legionella och avstand till vattenverk r = -0.02).

Tabell 13 :Andel Legionella-pos\\wa prov pa provtagningsplatser med olika avstand till
vattenverk (exklusive sjukhus)

Avstand (km) Legionella - Legionella + % positiva prov
0-9 120 16 12
10-19 72 8 10
20-45 39 4 9

Tabell 14 :Andel Legiowe//a-positiva prov pa provtagningsplatser med olika avstand till
vattenverk (inklusive sjukhus)

Avstand (km) Legionella - Legionella + % positiva prov
0-9 135 48 26

10-19 110 29 21

20-45 39 4 9

6.2.3.5. Korrelation med vattenomséttning

Provtagningen utfordes da sa var mojligt inom omraden med bade bra och dalig
vattenomséttning i ledningsnétet fran varje vattenverk. | de flesta vattensystem fanns inget
samband mellan vattenomsattningen och antal Legionella positiva prov i omradet. | stad D
t. ex. pavisades i ett vattenverksnat 3 (av 7) positiva prov i omraden med bra
vattenomséttning och 2 (av 7) positiva prov i omraden med délig vattenomséattning. Bara i
stad C hittades 2 positiva prov frdn en och samma gata i ett omrade med dalig
vattenomsattning. | stad A togs prov i fastigheter direkt pa andpunkterna i ledningsnatet. |
2 av 5 hittades Legionella i l1aga antal.

6.2.3.6. Korrelation med material i systemet
Ledningsmaterial till fastigheten
Ingen skillnad i antal positiva prov hittades mellan fastigheter som hade plast (PE, PVC,

PEL, PEM, PEH), koppar eller jarn (segjarn, gjutjarn, forzinkat stal) i servisledningen
(Tabell 15).
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Tabell 15: Andel Legionella-positiva prov i fastigheter (exklusive sjukhus) med olika
ledningsmaterial i servisledningen.

Material Legionella - Legionella + % positiv
plast 86 10 10
jarn 70 7 10
koppar 28 2 7

Material inom fastigheten

Inomhus hade 98 % av fastigheterna kopparledningar. Duschhuvuden och duschslangarna
var i 97 % av alla fall av plast. Omproven pa duschslangar fran fastigheter dar Legionella
hade pavisats i hoga halter i duschvattnet visade en tillvaxt av Legionella pa insidan av
slangarna och sarskilt pa vissa typer av packningar (6.2.5 ). Fler undersokningar under val
definierade forhallanden behdvs.

6231 Korrelation med kemiska parametrar

pH:

Ingen korrelation mellan pH och andel positiva prov pavisades inom det normala pH-
omradet (7-8.9) for vatten i sjukhus eller andra fastigheter (korrelationskoefficient mellan
antal Legionella och pH: r = -0.02). Over pH 9 analyserades 35 prov, varav 1 positivt och
i pH intervallet 6-6.9 fanns bara ett positivt prov (Tabell 16,17).

Tabell 16: Andel Legionella-positiva prov fran varmvatten i fastigheter (exklusive
sjukhus) relaterat till pH.

pH Legionella Legionella % positiva prov
neg. pos.

6-6.9 0 i

7-7.9 60 8 12

8-8.9 153 15 9

9-10 16 1 6

Tabell 17: Andel Legionella-positiva prov fran varmvatten i fastigheter (inklusive
sjukhus) relaterat till pH.

pH Legionella Legionella % positiva prov
neg. pos.

6-6.9 0 i

7-7.9 73 23 24

8-8.9 190 57 23

9-10 17 1 6
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Hardhet (°dH):

Ingen korrelation pavisades mellan hardhet och andel Legio?iella positiva prov i
vattenprov med 1-6.9 °dH (korrelationskoefficient mellan antal Legionella och héardhet: r
=-0.05). Bara 20% av proven hade hardare vatten, varav 10 positiva prov av 70
analyserade (Tabell 18,19).

Tabell 18: Andel Legionella-positiva prov fran varmvatten i fastigheter (exklusive
sjukhus) relaterat till hardhet.

°dH Legionella Legionella % positiva prov
neg. pos.

1-39 73 9 11

4-6.9 48 7 13

7-9.9 10 3 23

> 10 17 1 6

Tabell 19: Andel Legionella-positiva prov frn varmvatten i fastigheter (inklusive
sjukhus) relaterat till hardhet.

°dH Legionella Legionella % positiv
neg. pos.

1-3.9 79 27 25

4-6.9 79 41 34

7-9.9 14 3 18

> 10 19 3 14

Jarn (mg/ml):

Inga Legionella pavisades i vatten utanfor sjukhus med jarnhalter under 0.01 mg/l (Tabell
20). P& sjukhus daremot fanns Legionella i 11 av 42 vattenprov med jarnhalter under 0.01
mg/l (Tabell 21). | vattenprover med jérnhalter 6ver 0.01 och under 0.8 mg/l fanns ingen
korrelation mellan jarnhalten och antal Legionella positiva prov. Bara 3 vattenprov hade
jarnhalter éver 0.8 mg/l, darav inget positivt. Korrelationskoefficient mellan antal
Legionella och jarnkoncentration: r = - 0.01.

Tabell 20: Andel Legionella-positiva prov fran varmvatten i fastigheter (exklusive
sjukhus) relaterat till jArnkoncentrationen.

Legionella Legionella % positiva prov
Jarn neg. pos.
<0.01 24 0 0
0.01-0.029 101 15 13
0.03-0.049 32 5 14
0.05-0.099 51 4 7
0.1-0.8 28 3 11
>0.8 2 0 -
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Tabell 21: Andel Legionella-positiva prov fran varmvatten i fastigheter (inklusive
sjukhus) relaterat till jarnkoncentrationen.

Legionella Legionella % positiva prov
Jarn neg. pos.

<0.01 31 h 26
0.01-0.029 114 49 30
0.03-0.049 44 12 21
0.05-0.099 67 13 16
0.1-0.8 31 3 9

>0.8 3 0 -

Klor:
a) Klorering pa vattenverk

Flera positiva prov (13% resp. 27%) hittades i fastigheter och sjukhus férsérjda med

vatten fran vattenverk som klorerade (Tabell 22,23) jamfort med fastigheter forsorjda av
vattenverk som inte klorerade (6% resp. 17.5 % pos). Vattenverk som inte klorerade var
2 grundvattenverk med och 1 utan konstgjord infiltration som hade fa Legionella positiva
prov (se Tabell 5), Bara ! vattenverk med blandat vatten hade ingen klorering och inget av

ytvattenverken.

Den klorférening som anvéndes till kloreringen hade inget samband med halten av positiva

prov i fastigheter i de tillh6rande néten (Tabell 24).

Tabell 22: Andel Legione//a-positiva prov fran varmvatten i fastigheter (exklusive
sjukhus) dar vattenverken tilldmpade kloreringen respektive ej.

Klorering Legionella Legionella % positiva prov
neg. pos.

- klor 74 5 6

+ klor 180 24 13

Tabell 23: Andel Legionella-positiva prov fran varmvatten i fastigheter (inklusive
sjukhus) dér vattenverken tilldmpade kloreringen respektive ej.

Klorering Legionella Legionella % positiva prov
neg. pos.

- klor 99 21 175

+ klor 232 87 27
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b) Klorkoncentration i vattenprovet

I vattenprover med koncentrationer av fritt klor 6verstigande 0.04 mg/l eller totalt klor
overstigande 0.06 mg/l pavisades inga Legionellabakterier (Tabell 25-28). Bara ca. 5 % av
varmvattenproven lag dock i detta intervall. Inga skillnader i procentandel positiva prov
pavisades vid lagre klorhalter varken i sjukhus eller i andra fastigheter (Tabell 25-28).
KorrelationskoefFicient mellan antal Legionella och klorkoncentration: r = -0.07 och -0.04
for fritt resp. totalt klor.

Tabell 25: Andel Legionella-positiva prov fran varmvatten i fastigheter (exklusive
sjukhus) relaterat till koncentrationen fritt klor.

Klor Legionella Legionella % positiva prov
(mg/1) neg. pos.

0 123 17 12
0.01-0.019 44 3 6
0.02-0.029 20 1 5
0.03-0.039 7 0 0

>0.04 3 0 0

Tabell 26: Andel Legionella-positiva prov fran varmvatten i fastigheter (inklusive
sjukhus) relaterat till koncentrationen fritt klor.

Klor Legionella Legionella % positiva prov
(mg/l) neg. pos.

0 158 68 30
0.01-0.019 44 5 10
0.02-0.029 22 8 26
0.03-0.039 7 3 -

>0.04 11 0 0

Tabell 27: Andel Legionella-positiva prov fran varmvatten i fastigheter (exklusive
sjukhus) relaterat till koncentrationen totalt klor.

Klor Legionella Legionella % positiva prov
(mg/1) neg. pos.

0 91 8 8
0.01-0.019 6 1 -
0.02-0.029 34 5 13
0.03-0.039 19 1 5
0.04-0.059 8 1 -
0.06-0.2 7 0 0
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Tabell 28: Andel Legionella-posiXiva prov fran varmvatten i fastigheter (inklusive
sjukhus) relaterat till koncentrationen totalt klor.

Klor Legionella Legionella % positiva prov
(mg1) neg. pos.

0 124 37 23
0.01-0.019 6 6 50
0.02-0.029 34 9 21
0.03-0.039 22 13 36
0.04-0.059 28 14 33
0.06-0.2 7 0 0
6.2.3.8. Korrelation med AOC

Ingen skillnad konstaterades i AOC-halt mellan negativa och positiva Legionellaprov (50 -
80 pg acetat/l), (utvardering pagar).

6.2.3.9. Korrelation med andra bakterier

Totalantal heterotrofa bakterier

Antalet Legionella-positiva prov avtog med stigande halter av 2d eller 7d heterotrofa
bakterier i vattenproven (Tabell 29,30). Detta berodde inte pa metodsvarigheter dvs mer
dvervaxt med andra bakterier pa odlingsplattor. Aven fran vattenprov med l&ga halter
heterotrofa bakterier fanns svaravlasta plattor med vaxt av manga andra bakterier och
tvartom fanns det renkulturer av Legionella pa plattor fran vattenprov med hoga
totalantal, framst beroende pa florans antibiotikakanslighet. Det fanns dock inget samband
mellan antalet Legionellabakterier och totalantalet heterotrofa bakterier (r = -0.02 och
0.00 for 2d resp. 7d total antal).

Totalantal bakterier raknad med epifluorescens

Ingen korrelation pavisades mellan antalet Legionella och totalantalet bakterier
(r=-0.03).
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6.2.3.10 Samband med fjarrvérme

Legionella positiva prov hittades i 33 % av proven fran fastigheter (inkl. sjukhus) med
fjarrvarmesystem men bara i 14 % av proven fran fastigheter (inkl. sjukhus) utan
fjarrvérme (Tabell 31).

Tabell 31: Andel Legionella-positiva prov fran varmvatten i fastigheter (inklusive
sjukhus) som foérsorjdes med fjarrvérme respektive ej.

Legionella Legionella % positiva prov
Varmesystem neg. pos.
Fjarrvarme 167 81 33
Ej fjarrvarme 164 27 14

Né&r man tittar narmare pa fordelning i olika typer av byggnader (Tabell 32) s ser man att
det var i kommunala byggnader (servicehem, simhallar, daghem, skolor) och hotell som
man hittade flera positiva prov i fjarrvdrmesystem &n i varmvattensystem med oljepanna
eller elvarme. Det fanns dock inte manga undersokta byggnader av varje typ. | prover fran
flerfamiljshus och sjukhus, dar manga fler prov ar tagna ar andelen positiva prov lika med
och utan fjarrvarme. | de 20 undersokta enfamiljshusen med fjarrvarme pavisades inga
Legionella.

Tabell 32: Andel Legionella-positiva prov fran varmvatten i olika fastigheter som
forsorjdes med fjarrvarme respektive gj.

Provplats Fjarrvarme Ej fjarrvarme
Leg - Leg + % Leg- Leg + %

positiv positiv

Vattenverk 2 0 0 2 0 0

Enfamiljshus 20 0 0 100 1 9

Flerfamiljshus 63 5 7 19 1 5

Sjukhus 63 66 52 14 13 48

Kommunala 16 8 33 18 2 10

byggnader*

Hotell 0 2 - 1 0 -

Annat** 2 0 - 9 0 -

* forvaltningshus, servicehem, daghem, skolor, simhallar
** pensinstation, reningsverk, fabrik
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6.2.3.11 Samband med typ av varmvattensystem

Fa uppgifter kunde samlas in om varmvattensystem i flerfamiljshus, skolor, daghem och
dyl. Nagra enfamiljshusagare daremot gav mycket mer uppgifter om vattensystemet
(Tabell 33,34). Nagot samband mellan volym och temperatur hos varmvattenberedare och
forekomsten av Legionella kunde i andra fastigheter &n sjukhus inte pavisas. Aven i tva
system dar beredaretemperaturen angivits till 40-49 °C pavisades inga Legionella i
systemet. Dessa fynd star i motsats till en studie som gjorts med fastigheter med
varmepumpanléggningar (jordvarmehus) dér férekomsten av Legionella var kopplade till
lagtemperatur,

I en stad (F) undersoktes tre av de fyra fastigheterna som forsorjdes med fjarrvdrme och
dar Legionella pavisades i systemet. | alla system fanns det en typ av varmevaxlare med
packningar. En jamfoérande uppfdljningsundersdkning med helsvetsade varmevéxlare och
varmevaxlare med packningar vore dnskevérd.

Tabell 33: Andel Legionella-positiva prov fran duschvatten i enfamiljshus med olika
vattentemperatur i varmvattenberedaren.

Temperatur i varm vattenbered are (°C)

40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99
Leg - 2 19 43 17 8 1
Leg. + 0 3 2 2 1 0

Tabell 34: Andel Legionella-positiva prov fran duschvatten i enfamiljshus med olika
volym av varmvattenberedaren

Voly m av varmvattenbereda re (1)
10-99 100-199  200-299  300-399  400-499  500-599
Leg. - 10 23 30 17 3 4
Leg. + 1 2 3 2 0 0

6,2,3.12,Samband med typ av varmvattensystem-siukhus och hotell

Legionella pavisades i 15 av 29 varmvattenberedare. 'Dax Legionella fanns i
varmvattenberedare pavisades de i de flesta fall ocksa i tillhérande duschar. |
varmvattensystem dar inga Legionella pavisades i varmvattenberedare var risken for
tillvéxt i duscharna lagre.

Uppgifter om typ av, och temperatur i, varmvattenberedare samt temperatur i
ledningsnétet och fynd av Legionella & sammanfattade i Tabell 35.

De olika typerna av varmvattenberedare kan sammanforas till féljande 5 grupper:

Enkla forrddsheredare, enkla genomstromningssystem, flerstegiga system, forradssystem
med blandning, genomstrémningssystem med blandning (fig. 9).
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Figur 9: Principfigurer av de olika typer av varmvattenberedaresytem pa sjukhus och
hotell, w = varmvatten, kv = kallvatten. Provtagningspunkter : 1 ingaende

kallvatten, 2 utgaende varmvatten, 3 misstankta kallaste stalle(n) i
varmvattenberedaresystem.

I. Forradsberedare (med olika uppvarmningsarter)
a) varmeslinga i beredare, b) dubbelmantlad beredare, c) beredare med extern

uppvarmning (varmevaxlare)

kv

Il. Genomstrémningsberedare (hér plattvarmevéaxlare)

fjarr-
varme

fjarr-
varme



111. Tvastegiga system (temperatur: VV1 < VV2)

Forrads-

eller

1 genomstrémnings-
beredare

Steg 1

W1

Forrads-

eller

genomstromnings- 2
beredare

Steg 2

1V. System med blandning (temperatur: VV1 > VV2)

Forrads-
eller
Genomstromnings-

1 beredare

-------- fy-a VV2

ibland forvaras
W2 i tank
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6.2.3.12.1.  Enkla forradsberedare

Forradsberedare var den mest vanliga typen av varmvattenberedare pa sjukhus. Ca. halften
av alla undersdkta varmvattenberedare var av denna typ med volymer mellan 60-7000 1. 1
7 av 13 vanliga forradsberedaresystem pavisades Legionella bakterier redan i sjélva
beredaren och i 6 fall var ocksa tillhérande duschar positiva for Legionella. | ett system
pavisades Legionella i beredaren, men inte i duschar och i bara ett system péavisades
Legionella i duschar men inte i varmvattenberedare. Detta visar att tillvéxten av
Legionella i de flesta fallen skedde redan i sjilva varmvattenberedaren och som en féljd av
detta ocksa i duscharna. Faktorer som var kopplade till tillvaxten av Legionella var
temperaturen i beredaren och/eller i varmvattensystem till duschar, och beredarens volym.
I alla fall dar temperaturen i utgaende vatten fran beredaren underskred 50 °C pévisades
Legionella, oberoende av beredarens storlek. I vissa fall underskred den uppmétta
temperaturen den installda temperaturen med 10 °C. | alla beredare som hade en volym av
1000 { eller mer pavisades Legionellabakterier oberoende av temperaturen i utgaende
varmvatten. Detta var sakert pa grund av skiktning i beredaren som ledde till laga
temperaturer i botten och ddrmed goda tillvaxtmajligheter for Legionella (se t. ex. wb !
pa sjukhus 7 eller wb 3 pa sjukhus 13). Ansamling av mycket utfallningar pa botten av
den flesta undersokta forradsberedare forstarkte sakert denna effekt. 1 sma
forradsberedare med volymer < 500 1 och temperaturer > 50 °C pavisades inga eller bara
enstaka Legionellabakterier. Anda kunde Legionella véxa till i anslutna varmvattensystem
om temperaturen i natet sjonk under 50°C (se t. ex. whb 2 pa sjukhus 1).

Tva varmvattenberedare beskrevs som varmevaxlare med forradstank. Temperaturen var
60 °C och volymen 2000 resp. 4000 1. Inga Legionella pavisades i dessa system, varken i
beredaren eller i anslutna duschar.

En forradsberedare (beredare 2 pa sjukhus 13) fick 90 °C hett vatten fran ett
varmevéxlaresystem pa natten. Vattnet svalnade under dagen till ca. 50 °C (métt 58 °C pa
morgonen). Inga Legionellabakterier pavisades i detta varmvattensystem.

Sjukhus nr. 3 hade en stor forrddsberedare plus manga sma beredare med 60 ! volym
externt till duscharna (temperatur i varmvattenberedarna var 60 °C). Inga Legionella
pavisades i detta system.

6.2.3.12.2. Enkla genomstrémningssystem

| fyra varmvattensystem varmdes vattnet med enstegiga genomstrémningsberedare till ca.
55 °C. | alla dessa system pavisades Legionella i beredaren och i tillhérande duschar.
Temperaturen i natet var i manga fall 1ag.

6.2.3.12.3.  Tvastegiga system

| tre system varmdes vattnet i tva steg.

Ett system bestod av tva efter varandra installerade varmevéxlare som varmde vattnet till
40 resp. 60 °C. Inga Legionellabakterier pavisades i beredaren eller tillhGrande system.
Temperaturen i systemet var hog (56-61 °C).

| de tva andra systemen forvarades det uppvarmda vattnet fran forsta uppvamningssteget i
forradsberedare. Temperatur pa vattnet i beredarna var 40-45 °C. Héga antal
Legionellabakterier (5000-5.600 cfii/lOOmI) pavisades i dessa beredare. | steg tva
blandades det 40°iga vattnet med hetvatten till en temperatur av 52 resp. 62 °C. | bada
varmvattensystem pavisades Legionella i duscharna.
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6.2.3.12.4. Forradssystem med blandning

| fem system vérmdes vattnet till 50-90-°C och blandades darefter med kallare vatten till
den 6nskade temperaturen (45-62 °C). | nagra system forvarades det varma vattnet, i
andra det blandade vattnet i forradsheredare. Legionella pavisades i 2 av 5
forrddsberedare som hade en temperatur av 50°C resp. 62 °C i utgaende vatten.
Temperaturen pa botten av sist namda beredaren var dock bara 38 °C. | fyra av fem
tillhérande varmvattensystem pavisades Legionella. | tva system med biandtemperaturer
pa 45 resp. 55 °C var temperaturen i manga duschar bara 47 °C.

6.2.3.12.5. Genomstrémningssystem med blandning

Tva genomstromningsberedare varmde vattnet till 80 °C som sedan blandades till 55 °C.
Temperaturen i tillnérande nat var 42-58 °C. Legionella pavisades i en av beredarna och
dess tillhérande nét, men inte i det andra systemet. Inga skillnader mellan systemen har
beskrivits.

I de flesta system var det ingen skillnad i antal Legionella om duschar 1ag néra eller langt
ifrdn varmvattenberedare. En faktor som hade storre betydelse var vattenomséattningen dvs
om duschar anvéndes ofta eller séllan. | de flesta fall var antalet Legionella hogre i séllan
anvénda duschar.

6.2.4. Pinnnrov

Pavisande av Legionella i pinnprov med odling var svart pa grund av att hoga antal andra
bakterier pa odlingsplattor, &ven med antibiotika och syrabehandling, stérde i avlasningen.
Med odling pavisades Legionella darfor bara i 9 av 106 (8 %) prov. Néar Legionella
pavisades med odling i pinnproven fanns i de flesta fall mycket hoga varden av Legionella
i de tillnérande duschvattenproverna. Med MONOS pavisades Legionella i manga fler
pinnprov (24 av 106 = 23 %, se 6.3 ).

6.2,5. Omprov

| fastigheter med hdga antal Legionellabakterier i duschprov gjordes en andra
provtagningsomgang for att bedéma om tillvaxten hade skett i hela varmvattensystemet,
eller bara lokalt i duschen. Ett biandvattenprov togs fran duschen fore spolning och ett
efter 10 min spolning (prov ! resp. 2), samt ett varmvattenprov fran tvattfatet efter
spolning (prov 3). 1 20 % av omproven var antalet Legionellabakterier lika i de tre
provpunkterna, vilket tyder pa att tillvaxten skedde redan i varmvattenberedare och ingen
ytterlig tillvéxt skedde i duschen 1 andra fall (30 %) hittade man Legionella i hdga antal i
prov 1, i 1agre antal i prov 2 och inga Legionella i prov 3. Tillvéxten hade bara skett i
duschen. | de flesta fastigheter (50 %) hittade man en blandning av de tva forra fallen,
tillvaxten skedde alltsa bade i varmvattenberedare och duschen.

Déar hdg tillvaxt hade skett lokalt i duschen undersdktes sjélva duschslangen och
duschhuvudet med avseende pé férekomsten av Legionella. Legionella pavisades med
odling och MONOS pa insidan av slangarna och sarskild pa duschslangtatningar (réda
fibertatningar) som redan vid en separat materialtest hade visat en hog tillvéxt av
Legionella.
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6.3. Metodjamforelse

Parallellt med odlingen av Legionella gjordes ocksa analysen med monoklonala och
polyklonala antikroppar mot Legionellapneumophila i saval vatten som pinnprov samt
PCR pa utvalda vattenprov (PCR pagar).

6.3.1. Pinnnrov

Fréan insidan av duschslangar, duschhuvudet och tatningar pa sjukhus togs totalt 106
pinnprov. Bara i 9 pavisades Legionella med odling (Tabell 36). Med MONOS pavisades
Legionella daremot i 24 pinnprov. | 5 pinnprov dar Legionella pavisades med odling
hittades Legionella inte med MONOS.

Pinnprov &r svaranalyserbara prov med bada metoderna, odling och MONOS. Manga
odlingsplattor var 6vervéaxta med andra bakterier och autofluorescerande flockar gjorde
det svart att avlasa epifluorescenspreparaten med MONOS.

Inga analyser med polyklonala antikroppar utférdes pa pinnproven.

6.3.2. Vattenprov

De flesta kall- och varmvattenprov var negativa med saval odling som MONOS. Med
MONOS pavisades Legionella i flera prov an med odling (Tabell 37,38). Det fanns dock
ocksa prov dar Legionella pavisades med odling men inte med MONOS. Denna skillnad
mellan metoderna leder till att (om man tar odling som referensmetod) specificiteten av
MONOStesten bara var 27 och 45 % i kall- resp. varmvatten, medan sensitiviteten Iag
ndra 90 %. N&r man tar hansyn till att detektionsgransen for MONOStesten ligger pa 20
celler per 100 ml medan man hittar 1 cfu/500ml med odling och exkluderar alla prov som
hade < 20cfu/100ml ligger sensitiviteten av MONOStesten pa 50 och 63 % i kall- resp.
varmvatten. | alla andra MONOS-negativa och odlings-positiva prov lag halten av
Legionellabakterier 6ver detektionsgransen av MONOStesten. Fér MONOS testen
utférdes dock tva centrifugeringssteg dar man sakert forlorade celler.

Vissa vattenprover innehéll hoga antal odlingshara Legionella och var dnda negativa i
MONOS testen. Uttryck av ytstrukturer som behdvs fér MONOS testen kan vara
annorlunda nér Legionellabakterier anpassat sig till vattenmiljon.

Bara nagra fa. av de odlings-negativa och MONOS-positiva proven var svarlasta pa
odlingsplattorna. Man maste alltsd utga ifran att det var icke-odlingsbara
Legionellabakterier som man pavisade med MONOS eller att korsreaktioner forekommer
med andra vattenbakterier.

| de flesta varmvattensystem stod MONOS-positiva och odlings-negativa prov i samband
med andra odlings-positiva varmvattenprov fran samma omrade. | stader med manga
odlings-positiva prov hittade man ocksa manga MONOS-positiva prov dven om inte alla
prov var positiva med bada metoderna (Tabell la, Ib). I stader som hade inga eller bara fa
odlings-positiva prov hittade man ocksa fA MONOS-positiva varmvattenprov. Detta tyder
pa att de MONOS-positiva celler var icke-odlingshara Legionellabakterier.
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| kallvattenprov daremot pavisades Legionella i manga omraden och stader som inte hade
ett enda odlings-positivt prov, varken i varm- eller i kallvatten. Detta kan tyda pa
korsreaktioner med normalt férekommande vattenbakterier.

| prov som var positiva med odling och MONOS &versteg i 20 prov antalet Legionella
med MONOS antalet odlingsbara Legionella och i 34 prov var det tvartom.

Med polyklonala antikroppar hittades Legionella i 35-90 % av proven, beroende pa art
resp. serotyp. Preparaten var mycket svara att avlasa. Manga korsreaktioner observerades
med bakterier som morfologiskt kunde identifieras som icke-Legionellabakterier (t. ex.
Caulobacter). Vi antar darfor att manga positiva fynd av Legionella med polyklonala
antikroppar beror p& korsreaktioner med andra vattenbakterier.

Tabell 36: Metodjamforelse mellan odling (Leg) och direktdetektion av Legionella med
monoklonala antikroppar (MONOS) i pinnprov. Vardena anger antal positiva

prov.
Leg. + Leg. -

MONOS + 4 20 24

MONOS - 5 77 82

9 97 106

Tabell 37: Metodjamforelse mellan odling (Leg) och direktdetektion av Legionella med
monoklonala antikroppar (MONOS) i kallvattenprov. Vardena anger antal
positiva prov.

Leg. + Leg. -
MONOS + 4 23 27
MONOS - 11 350 361
(7prov<20cfu/1 OOml)
15 373 388

Tabell 38: Metodjamférelse mellan odling (Leg) och direktdetektion av Legionella med
monoklonala antikroppar (MONOS) i varmvattenprov. Vérdena anger antal
positiva prov.

Leg. + Leg. -
MONOS + 44 28 72
MONOS - 53 187 240
(27prov<20cfu/l 00ml)
97 215 312
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6.4. Mykobakterier

| 44 % av kallvattenprov och i 61 % av varmvattenprov pavisades mykobakterier. Aven
utgdende vatten fran de flesta vattenverk innehdll mykobakterier (se bilaga 6,
Mykobakterier). | vatten med klorhalter > 0.04 mg/l pavisades inga mykobakterier.
Antalet positiva prov steg med totalantalet heterotrofa bakterier i vatten. Flera arter av
mykobakterier pavisades, i vissa fall t.o.m i samma prov. Karakterisering och typning av
dessa liksom bedémning av fyndens relevans pagar och kommer att rapporteras seperat.

7. Forslag till provtagning for Legionella fran vatten och
installationer

7.1. Provtagningskarl, Transport

Vattenprov tas i sterila polyetylen eller glasflaskor. Flaskornas volym ska vara 500-1000
ml for att mojliggora olika analyser pa laboratoriet. Mindre flaskor eller ror med skruvlock
anvénds till provtagning av pinnprov, sedimentprov o dyl.

Om vattnet ar klorerat anvands flaskor som innehéller kaliumtiosulfat for att neutralisera
kloret. Anvandning av natriumtiosulfat rekommenderas ej, da Legionella ar
natriumkanslig. Proven transporteras till laboratoriet sd snabbt som méjligt utan
nedkylning under 10 °C, skyddade mét varme och solljus.

7.2. Provtagningsplatser
7.21. Allmant

Om man misstanker att Legionella finns i ett system &r det bra att fére provtagningen ga
igenom vattensystemets uppbyggnad med en tekniker som kanner till systemet. S&rskilt
féljande punkter skall iakttas:

- varifran kommer kallvattnet till fastigheten, finns det kallvattentankar

- hur &r varmvattenberedare, varmvattentankar, pumpar o. dyl. placerade

- vilka material ingdr i ledningar, armaturer, duschar osv.

- finns det kyltorn i narheten, varifran kommer vattnet till kyltorn, hur &r det uppbyggt

- kan det finnas en forbindelse mellan kyltornsvatten och vattensystemet i byggnaden

- finns det luftkonditioneringsystem eller luftbefuktare

- finns det avhardningsfilter i systemet
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7.2.2. Kallvatten

Prov tas pa foljande stallen:

- inkommande vatten till byggnaden

- i vattentankar

- i ett eller flera tappstallen som ligger langt ifrdn inkommande vatten, direkt fore
spolning (mat temperaturen) och efter 5-10 min. spolning (mét tills temperaturen &r
konstant). For att verkligen fa bara kallvatten utan inblandning av varmvatten kan det
vara nddvandigt att ta bort armaturer, sérskilt om man har ettgreppsblandare.

7.2.3. Varmvatten

Prov tas pa foljande stallen:

- varmvattenberedare: ingaende kallvatten (1), utgdende varmvatten (2), bottensediment
resp. stallet med den misstankt lagsta temperaturen (3) (se fig. 9, mat temperatur pa alla
stallen). Om utgdende vatten inte ar tillgangligt, tas vatten fran narmaste tappstalle efter
10 min. spolning eller ett prov i anslutning till bottensedimentprovet efter spolning till
konstant temperatur. Om vattnet varms upp i flera steg tas prov aven fran forsta
uppvarmningssteget

-tappstéllen: varmvatten fore och efter spolning till konstant temperatur (notera
temperaturen). Vilj tappstallen som ligger nara resp. langt ifran varmvattenberedare. Ta
sérskild hansyn till tappstéallen som ligger efter avhérdningsfilter.

- duschar: biandvatten ( ca. 40 °C, 6ppna bade varm- och kallvattenkran resp. still
ettgreppsblandare pa mitten) direkt fore spolning och efter 10 min. spolning (mét
temperaturen). Valj duschar som ligger nara resp. langt ifran varmvattenberedaren, samt
duschar som anvénds ofta resp. séllan. Ta sarskild hansyn till duschar som ligger efter
avhardningsfilter

7.2.4. Kvltorn

Obs! Risk for aerosolinandning under provtagningen. Vidta sakerhetsatgarder!

(Anlaggningen far ej generera aerosoler under tiden for provtagning. Om detta ej gar att

undvika bor heltdckande ansiktsmask béras, eller automatisk provtagningsutrustning

anvandas.)

Prov tas pa féljande stallen:

- i huvudtanken

- i ventilen foér det inkommande vattnet i kyltornets bassang

- provtagningskran pa inkommande vatten

- i bassangen langst bort fran inkommande vatten med sarskilt hansyn till ev. bottenslam
och vattenytan.

- vatten som aterkommer fran cirkulationssystem

7.2.5. Andra system

I provtagningen inkluderas ocksa andra aerosolbildande system som fontaner, luftfuktare
och luftkonditioneringssystem.

51



8. Analysmetodik for materialprovningar gallande tillvaxt av
Legionella

Legionella dverlever men véxer inte till i renkultur i vatten. | blandkultur med andra
vattenbakterier kan Legionella daremot vaxa till om naringsforhallandena ar goda. Darfor
maste en materialprévningstest med Legionella ocksa inkludera andra bakterier.

Forslag till materialtestning:

1. Materialen rengdrs genom att tvatta dem i kokande vatten i maximalt I minut. Ingen
sterilisering av materialen skall utféras for att inte &ndra ytegenskaper av och ev.
néringsdmne i materialen. Sterilisering ska bara ske med material som anvénds i steril form
och da enligt tillverkarens anvisning.

2. Materialen laggs i sterila karl som forslutes med material som inte signifikant paverkar
tillvaxten av bakterier (t. ex. silikonproppar). Som kontrollmaterial anvands sterila
glaspérlor eller teflon som inte gynnar tillvéxten av bakterier. Som positiv kontroll anvénds
paraffmvax som ar kant att stimulerar tillvaxten av manga bakterier.

3. Till alla kulturer tillsatter man sa mycket avklorerat, sterilfiltrerat, autoklaverat
kranvatten att forhallandet mellan material och vatten &r ca. 1:10 och i samma proportion
for alla material.

4. Legionella ympas till alla paralleller i en slutkoncentration av ca. 10" bakterier/ml.
Hittills anvandes bara Legionellapneumophila som teststam.

5. Andra vattenbakterier ympas i kulturerna genom att tillsatta vatten fran ytvatten dar det
misstanks finnas manga olika bakterier.

6. Tva ganger i veckan byts 99% av vattnet mot farskt avklorerat, sterilfiltrerat,
autoklaverat kranvatten och antalet Legionellabakterier och totalantalsbakterier bestdms,
7. | kulturer dér Legionella inte vaxer till avtar antalet Legionellabakterier pd grund av
utspadningen. Om Legionellabakterier vaxer &r antalet konstant eller dkar.

8. Testen utfors i 12 veckor.

9. Darefter analyseras dven ytorna av materialen pa férekomsten av Legionella och andra
vattenbakterier bade med odling och mikroskopering.

Slangar med stor diameter med olika materialsammansattning pa ut- och insidan testas i
bitar som forsluts med silikonproppar i ena &nden och anvédndes darefter som flaskorna
ovan. Som kontroll anvandes en flaska som forsluts med en silikonpropp och inkuberades
upp och ned for att efterlikna forséket med slangbitarna.

Begransningar med den nuvarande materiehesten:

1. Kranvatten som anvénds varierar mellan undersékningarna

2. Blandfloran fran ytvatten varierar mellan undersokningarna

3. Det har observerats hamning av Legionella pa grund av tillvéaxt av vissa vattenbakterier
(t. ex. Xanthomonas maltophila) och testen kan darfor ge ett negativt resultat.

Det vore dnskvart att utveckla ett testsystem med:

1. Syntetisk medium istéllet for kranvatten

2. En definierad blandflora i en parallell till naturligt vatten

3. Inkludera en kontroll vid varje provtagning for att upptacka utvecklingen av
Legionella-h&mmande bakterier

52



9. Diskussion

9.1. Férekomst av Legionella i miljon

Legionella isolerades for forsta gangen fran miljéprover 1979. (Morris et al, 1979).

| samband med ett utbrott i Bloomington, USA, isolerades bakterien fran jord och fran ett
naraliggande vattendrag. Harefter har olika arter av Legionella aterfunnits i laga antal fran
manga naturliga miljoer, inkluderande vattendrag, jord och till och med i association med
hogre véxter i tropiska klimat (Fliermans et al., 1979, Colbourne et al., 1988, Steele et al.,
1990 a,b, Oritz-Roque et al., 1987). Indirekt pavisande har ocksa skett fran grundvatten.

I miljén lever Legionella i ndra association med andra bakterier, alger och protozoer.

I manga av de undersokningar som utforts fran miljéprover har inte Legionellabakterierna
kunnat odlas direkt, men istallet pavisats mikroskopiskt med hjalp av fluorescerande
antikroppar. Eftersom de inte kunnat odlas fram har man antagit att Legionella kan 6verga
i en icke odlingsbar fas (Colbourne et al., 1988), vilket visats forekomma for manga andra
bakterier (McKay, 1992, Weichen et al., 1992). Det kan dock i vissa fall ocksa réra sig
om en falsk positiv identifiering, speciellt i de fall man anvént sig av polyklonala
antikroppar, vilket vi visat i denna studie.

I véar undersokning har vi bara aterfunnit Legionella med direktodling i en av de
ravattentakter, ett ytvatten, som undersokts. Av praktiska skal har volymer éver 500 ml
inte analyserats. Avsaknaden av positiva fynd kan naturligtvis bero pa att dessa bakterier
inte finns narvarande eller endast forekommer i mycket laga halter i ravattnet, och darfor
inte fangats upp med de analyserade volymerna. Det kan ocksd sammanhénga med att
bakterierna finns i en icke-odlingsbar form. Undersékningarna med monoklonala
antikroppar visar att bakterierna kan vara nérvarande i 4 av vattentékterna.

Ett fynd av Legionella som maste poangteras var férekomsten i en luktapparat for
sensorisk vattenanalys av ravatten vid ett vattenverk.

9.2. Legionella i vattenverk och vattenbehandling

Inte heller efter de olika stegen i de undersokta vattenverken gjordes nagra fynd av
odlingsbara Legionella. Potentiellt skulle man kunna misstanka en tillvéxt i vattenverkens
langsamfilter, dar en ansamling och tillvéaxt av alger, andra bakterier och hogre organismer
som t.ex. protozoer sker som en del av den naturliga reningen av vattnet. Dessa andra
naturligt forekommande organismer skulle kunna gynna tillvaxten av Legionella. Inga fynd
med odling gjordes dock efter langsamfilter. Med monoklonala antikroppar pavisades
dock Legionella i ett vattenverk efter langsamfiltret. Vid den normala odlingen av
Legionella pa laboratoriemedier har en tillsats av aktivt kol gjorts, framst for att reducera
inverkan av toxiska komponenter pa utvéaxten av Legionella. Man skulle darfor pa
motsvarande satt kunna tanka sig att de aktiva kolfiltren i vattenverken, dar ocksa en
ansamling av andra mikroorganismer sker, skulle kunna vara en gynnsam plats for tillvéxt
av Legionella. Inget i framtagna forsoksresultat visar dock att sa skulle vara fallet.
Legionella pavisades med monoklonala antikroppar i bara ett utgaende vattenprov fran
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vattenverk. Detta 4r mycket lagre an vad som rapporterats fran en amerikansk studie
(Tison och Seidler, 1983).

Vid en jamforelse mellan olika vattenverk och distributionssystem &r det intressant att
notera att en hogre frekvens positiva prover erhallits i verk forsorjda med ytvatten
respektive verk med en blandning av olika ravatten, an i grundvattenverk och verk med
konstgjord infiltration. Detta skulle dels kunna tyda pa att Legionella inte ar vanligt
forekommande i grundvatten, som nagra utlandska studier gor gallande, dels att marken
fungerar som ett effektivt filter bade vad galler avlagsnandet av Legionella och vad galler
avlagsnandet av substanser som kan gynna Legionellas tillvaxt i det efterféljande
ledningssystemet.

Det finns en tendens till en tidsméssig variation géllande fynd av Legionella i kallvatten till
var och host. Materialet ar har dock for begransat for att kunna dra sikra slutsatser av
dessa fynd. En sdsongsvariation skulle kunna sammanh&nga med algblomningar i
ytvattentékter. Vi har dock inte i detta material sett ett samband mellan férekomsten
Legionella i ledningsnéten, och halterna av tillvéxtbefrdmjande &mnen, métt som
assimilerbart organisk kol (AOC). | utléndska studier har man inte heller sett ett samband
mellan férekomst av Legionella och vattnets halt av organiska &mnen (Kusnetsov et al.,
1993). Déremot har en studie visat hogre incidens av Legionérsjuka, speciellt under hdsten
for icke turist-associerade fall (Bhopal och Fallon, 1991).

9.3. Effekt av desinfektion vid vattenverk

Legionella a&r mindre kénslig for klor &n den vanligt anvénda indikatorbakterien,
Escherichia coli, men avdddas trots allt med tiden vid de normala klorhalter som anvands
pa utgdende vatten fran vattenverk. Detta géller de fria bakterierna i vattnet, men inte de
som forekommer som en del av biofilmen pa rorens eller installationernas insida, och inte
heller om de férekommer inne i hdgre organismer som protozoer. | dessa fall krdvs hdga
klorhalter for en avdddning. | denna undersokning &r det intressant att notera att fler
positiva fynd har gjorts i ledningsndt och i byggnader som &r anslutna till system som
tillampar desinfektion, &n i system utan desinfektion. Det finns mer Legionella i ytvatten
&n i grundvatten. Vattenverk som tar ytvatten klorerar oftare &n grundvattenverk. | verk
med desinfektion kan ocksa vattenkvaliten tdnkas variera mer fran tidpunkt till annan.
Dessutom kan man anta att laga halter av desinfektionsmedel ger en svag ytoxidation av
biofilmen vilket kan gynna friséttning av mindre partikelaggregat. Om Legionella
forekommer i dessa biofilmer kan dessa i mindre utstrdckning forekomma i det fria vattnet.
Det bor dock noteras att inga positiva vattenprov erhallits i vatten vid tappstallena, med s&
laga klorhalter som >0.04 mg/I fritt, eller >0.06 mg/I totalt klor. | en utlandsk
undersokning (ej publicerad) har man angett att Legionella inte aterfunnits i system som
tillampar ozonering. Anledningen &r oklar. Ozonering tillampas inte i ngon storre
omfattning vid svenska vattenverk. Endast ett verk med ozonering, dock som ett
forbehandlingssteg och inte for slutlig desinfektion, har ingatt i denna studie. | det
efterféljande ledningsnétet och i anslutna byggnader fanns Legionella.
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9.4. Legionella i det allménna ledningssystemet

Legionella skulle potentiellt kunna véxa till i biofilmen i det allmé&nna ledningssystemet.
Fyndfrekvensen i kallvattennatet har dock generellt varit 1ag (endast i 15 av 397
undersokta prover) och dar fynd gjorts har detta varit i 1aga halter. Det ar darfor inte
troligt att det allmanna ledningssystemet har nagon betydelse for tillvaxten av Legionella.
Detta grundar sig ocksa pa forhallandet att ingen positiv korrelation har erhallits mellan
fyndfrekvens, eller halt av Legionella och avstandet till vattenverket och inte heller till
vattenomséattningen i natet. Bara i tva stader fanns omraden med Iag vattenomséattning som
var korrelerade med en hogre fyndfrekvens av Legionella Inte heller tycks vattnets pH-
varde, inom det intervall som vattnet i svenska ledningssystem vanligen har, inverka pa
férekomsten av Legionella

Gallande vattnets hardhet har huvudsakligen mjuka till medelharda vatten ingatt i denna
undersokning. Ingen korrelation mellan vattnets hardhet i intervallet 1-10 tyska grader har
erhéllits med fyndfrekvens, eller halt av Legionella. | tva verk var hardheten 6ver 10, med
en nagot lagre fyndffekvens. P4 basis av detta kan dock inga generella slutsatser dras. Vid
odling av Legionella har jarnhalten en positiv inverkan. Detta tycks dock inte vara fallet
gdllande jarnhalterna i vattnet i allmén ledning eller i fastigheter i Sverige. Jarnhalterna
som pavisats i svenska vattensystem och sarskilt i fastigheter ar 1aga jamfort med andra
korrelationsstudier. Ingen 6kning av fyndsfrekvens, eller halt kunde noteras i intervallet
mellan <0,01 - 0.8 mg/l. Géllande temperatur i kallvattnet kunde en 6kning av frekvens
positiva prov noteras, dar "kallvattnet" hade en temperatur 6ver 20°C. Detta kan
forekomma, framst under sommar och host, i ledningssystem forsorjda fran ytvatten.
Sadana vatten ar ocksa generellt klassade som "tjanliga med anméarkning" beroende pa en
generellt 6kad tillvéxtmojlighet for mikroorganismer, som kan ge upphov till lukt- och
smakproblem hos vattnet. | fastigheter dar Legionella aterfunnits i kallvatten har vid alla
tillfallen utom ett Legionella ocksa aterfunnits i varmvattnet.

Ledningsmaterialet i det allmanna vattensystemet tycks inte heller ha nagon inverkan,
eftersom andra, for Legionella tillvéxtbeframjande faktorer inte foreligger. Inte heller
kunde vi notera skillnader mellan olika material in till fastigheterna.

9.5. Legionella i fastigheter

Varmvattnet inom fastigheter innehéller Legionella i hogre halter an kallvattnet.
Isoleringsfrekvensen av Legionella i varmvatten var hogst i sjukhus, hotell och stdrre
forvaltningsbyggnader i denna studie. Isoleringsfrekvensen &ar dock inte hogre, utan pa
motsvarande niva, jamfort med vad som rapporterats i utlandska studier , 1 dessa har
mellan 63-70 % av undersokta byggnader varit positiva géllande sjukhus (Habicht och
Miller, 1988, Muller, 1989, Schneitier, 1991, Alary och Joly, 1992). For alderdomshem
finns tva studier, dar isoleringsfrekvensen varit 30 respektive 65% (Habicht och Miuiller,
1988, Schneitler, 1991) och pa hotell har mellan 18-53% positiva prov aterfunnits
(Habicht och Maller, 1988, Muller, 1989). | dessa sammanhang bor papekas att det inte ar
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typen av byggnad som ar det avgdrande, utan troligen frdmst vattensystemets komplexitet,
Ianga uppehallstider och férekomsten av blindror i systemet som mojliggor tillvaxt av
Legionella. Férekomsten i en- och flerfamiljshus var betydligt lagre i denna studie &n i
storre byggnader, men motsvarar ocksa har varden som man funnit i utlandska
undersokningar. Vid en undersokning i Pittsburgh, USA, &terfann man Legionella i 6 av
55 undersokta fastigheter (Lee, et al., 1988) | dessa fastigheter aterfann man Legionella i
vattentankarna i tva fastigheter och i duschhuvuden och kranar i ytterligare fyra. 1 en
annan studie aterfann man Legionella i 69 av 211 understkta fastigheter (Alary och Joly,
1991). | samtliga dessa uppvarmdes vattnet med elektriska varmvattenberedare. Alla
6vriga varmvattenberedare (33 stycken) var negativa. | tvd andra studier fanns Legionella
i 6 % respektive 11% av undersokta fastigheter (Stout et al., 1992, Tiefenbrunner och
Dierich, 1991), | de utlandska studierna aterfinner man framst en korrelation till
temperaturen i varmvattensystemen, och inte i motsvarande grad med andra faktorer.
Detta ar ocksa en erfarenhet som kan dras fran denna undersokning. | en separat
undersdkning som vi har utfért har temperatureffekten inom system med samma typer av
vamvattenberedare, och enhetligt material i ledningar och installationer undersokts. Har
kunde Legionellas forekomst och halt i olika prov och provpunkter direkt korreleras med
temperaturen. | denna studie kunde vi aterfinna Legionella i hoga halter i
temperaturintervallet 20-50°C. Positiva prov, men med laga halter av Legionella, fanns
&ven vid hogre temperaturer. Mer @n 200 prov undersoktes. Géllande temperaturen
sammanhanger alltsa forekomsten av Legionella direkt med temperaturer under 50°C i det
allméanna ledningssystemet. Den foreliggande undersokning visar att forekomsten ocksa
sammanhénger med typ av varmvattenberedare. | sju av 13 undersokta enkla
forrédsberedare pavisades i denna studie, Legionella direkt i sjalva beredaren och i sex av
de efterfoljande systemen. | alla fall dar temperaturen ut fran beredaren var under 50°C
pavisades Legionella oberoende av beredarens storlek. Det maste poangteras att detta &r
uppmatt och jnte installd temperatur. Manga ganger underskred den uppmatta
temperaturen den instéllda, och ibland var temperaturdifferensen dnda upp till 10 °C. | alla
beredare med volymer > 1000 | pavisades Legionella noberoende av temperaturen i
utgéende vatten. Storre enkla forradsberedare kan ge upphov till en temperaturskiktning
med laga temperaturer pa botten vilka kan gynna tillvaxten av Legionella i
bottensedimentet i beredaren. Férekomsten undersoktes ocksa i tvastegiga forradssystem
och forradssystem med blandning. Generellt kan konkluderas att forekomsten av
Legionella i dessa system i forsta hand var beroende av temperaturerna och inte av
systemet per se. System som har forradstankar eller blandning av vatten med lagre
temperatur fore eller efter sjilva beredaren &r en riskfaktor. Aven i en utlandsk studie var
de enda faktorer som korrelerade med Legionella forekomsten pa sjukhus,
varmvattenberedarens volym och alder samt 1ag temperatur vid tappstéllena. |
genomstromningssystem har vi aterfunnit Legionella i 5 av 8 system. Sévil i enkla
genomstromningssystem som i system med blandning har Legionella aterfunnits. En tysk
studie har visat tillvéxt av Legionella i genomstrémmningsberedare om temperaturen
underskred 50 °C (Anonymous, 1989), i en annan studie har det dock pavisats att
forekomsten i genomstromningssystem var lagre an i system med forradsberedare.
(Drumm och Schweilfurth, 1990).

Vi méste poangtera att enbart temperatur 50 °C vid tappstallet inte &r tillrackligt for att
sakerstalla att Legionella &r franvarande fran systemet. Detta maste alltid kopplas med
atminstone 60 °C ut fran beredaren, samt att man har en aterkommande kontroll och
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rengdring av yarmvattenberedarna. | nagra av de undersokta systemen var dessa
temperaturkriterier uppfyllda, men anda fanns Legionella i duscharna. En vidare
systematisk undersokning av olika typer av varmvattenberedare och varmevaxlare i
samarbete med tekniker vore av vérde.

Material i fastigheter kan ge upphov till tillvéxtbeframjning av Legionella. Tidigare har
man visat att mjukgjord PVVC och PE samt naturgummi har beframjat tillvéxt av
Legionella (West et al., 1989, Schoenen et al., 1988, Bezanson et al., 1992). Dessa typer
av material kan inga dels i det allmanna systemet i fastigheter samt &ven i olika typer av
armatur och installationer. | denna studie forekom koppar till évervagande delen i det
allméanna systemet. Detta innebdr alltsa att kopparledningarna inte har nagon allmént
inhiberande verkan pa férekomsten av Legionella. | en tysk studie har man visat att nya
kopparledningar hdmmar tillvéxten av Legionella i vattnet, men att denna effekt férsvinner
efter 5 ar (Habicht och Muller, 1988). Mindre 4n 5% av de i var studie undersokta
fastigheterna var yngre an 5 ar. Dock finns heller inga indikationer pa att koppar skulle
vara tillvaxtbeframjande for Legionella. Som tidigare framhallits har vi i flera system haft
en 6kning av halterna av Legionella i duschproven jamfort med i varmvattenberedarna. Vi
misstanker har en allméan tillvaxtbeframjning pa plastmaterialet i armaturen. Har maste vi
dock papeka att undersokningsmaterialet inte genomgaende uppvisar en enhetlig tillvaxt i
alla duschslangar Darfor ar det av mycket stort vérde att for framtiden systematiskt
undersoka olika material med avseende pa tillverkare, och materialkomponenter och pa
tillvaxt av Legionella men ocksa andra bakterier som kan stimulera tillvaxten av
Legionella. Vi vill sarskilt papeka att sma delar i installationer kan vara tillrackliga for att
ge en generellt hog halt av Legionella i tappvattnet. Detta exemplifieras av en rod
fiberpackning och andra packningar som i flera fall gett upphov till kraftig tillvéxt av
Legionella och hoga halter i efterféljande duschvatten.

9.6. Arter och serotyper av Legionella.

I denna studie har vi enbart isolerat Legionella pneumophila fran proven. Detta ar ocksa
den art av Legionella som dominerat i andra undersékningar. Bartlett et al, (1983),
aterfann L. pneumophila i 94 % av undersokta isolat, Habicht och Muller, (1988), i 98%
och Tiefenbrunner och Dierich, (1991), i 100% av undersokta isolat.

Den dominerande serogruppen i denna studie var 3,6 (i 54% av isolaten). Serogrupp !
forekom i 21 % och serogrupp 5 i 9% av isolaten. | andra studier har de dominerande
serogrupperna varierat. | manga undersokningar har L. pneumophila serogrupp 1 varit den
enda serogruppen eller dominerat ( Tiefenbrunner och Dierich, 1991, Bezanson et. al.,
1992, Pelaz et al., 1992). | en sammanfattande artikel har olika serogrupper rapporterats,
(Mugglestone och Scott, 1990) dar L. pneumophila serogrupp 1 rapporterats i 25%,
serogrupp 3 i 32% och serogrupp 5 i 17 % av undersokta isolat. Alery och Joly, (1992)
aterfann huvudsakligen serogrupperna 2 och 4.

I véar undersokning har olika serotyper dominerat i olika stader och pa respektive sjukhus.
Aven om samma serotyper aterfunnits i olika stader betyder detta inte att de &r identiska.
Med molekylarbiologiska metoder har vi kunnat visa att t ex serogrupp 3,6 skiljer sig pa
genniva mellan olika stader. Motsatsen géller ocksa. | system dar olika serogrupper
pavisats har dessa ibland visat sig vara lika pa genniva. Detta tyder pa att olika faktorer i
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systemen tycks gynna tillvéxten av visa typer av Legionellapyieumophila. En selektion av
vissa serotyper har ocksa beskrivits ifran andra lander (Marrie et al., 1991, Ott et al.,
1992, Bezanson et al., 1992). Det vore darfor synnerligen vardefullt att for framtiden
unders6ka om detta ar beroende av det selektiva trycket eller beror pa férekomst av olika
stammar i ravattnet. Det vore ocksa vardefullt att med genetiska metoder undersoka om
en korrelation foreligger mellan kliniska isolat och miljdisolat.
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PROVTAGNINGSANVISNING Bilaga |
Vattenundersokning - planerad till tisdag 17/11-92

Tack for att Du staller upp och deltar i vattenundersékningen. Det underlattar
vasentligt for oss att belysa olika aspekter av vattenkvalitén.

Om nagot kommer emellan som gor att Du inte kan ta ut dina vattenprov ar vi
tacksamma om Du meddelar oss detta.

Du tar ett varmvattenprov och ett kallvattenprov. Proven tas ut pd morgonen och tas
med till arbetsplatsen. Proven hamtas dar av Inger eller Kjell.

Gor sa har:

1) Forberedelser pa kvillen- méandag 16/11 (galler bara dusch)

Stall in normal duschtemperatur och spola ca 10 min i duschslangen.

Mat temperaturen och notera denna pa en lapp som bifogas proven.

Stang av och It vattnet std kvar i slangen éver natten.

Om Du har enhandsblandare &t temperaturinstallningen vara kvar till nista morgon,

2) Vatten fran duschslangen - uttas pd morgonen tisdag 17/11
Flaskor: Ix11 glas, steril, for bakterieanalys, fylles till markering 1 liter

1 x 500 ml plast for kemiska undersokningar, fylles 100%.
Oppna kranen pa samma temperaturinstalining som pa kvallen (enhandsblandare)
eller 6ppna bade, kall- och varmvattenkranen (separata kranar).
Fyll genast glasflaskan (forst) och plastflaskan(darefter) med de forsta litrarna som
kommer ur duschslangen. Berdr gj insidan av glasflaskors skruvlock!
Detta prov bestar darmed av uppvarmt vatten som statt i duschslangen éver natt.
Mt sedan maximal temperatur pa foljande sitt:
a) Separata kranar i duschen:
Oppna bara varmvattenkranen i duschen, spola i 5 minuter, mat temperaturen.
Skriv vardet som maximal duschtemperatur pa ffagepappret.
b) Enhandsblandare i duschen
Stall in enhandsblandare p& maximal temperatur, spola i 5 minuter, mét temperaturen.
Skriv vardet som maximal duschtemperatur pa fragepappret.
Mat aven maximal temperatur vid ett tvattfat i narheten av duschen pa samma satt.
Skriv detta vardet som maximal tvattfattemperatur pa fragepappret.
Mérk flaskorna med dusch samt adress och datum.
3) Vatten fran kokets kallvattenkran - uttas pd morgonen tisdag 13/10
Flaskor: 111 glas, steril, for bakterieanalys, fylles till markering 1 liter

1 x 500 ml plast for kemiska undersokningar, fylles till 100%.
Tag bort eventuella silar, slangar och dyl. fran kokets tappkran for kallvatten.
Flambera tappkranens dnde med en tandsticka eller cigarettdndare.
Oppna enbart kallvattenkranen och spola 10 min med mattlig strale.
Fyll sedan utan att rora instéllningarna glasflaskan (forst) och plastflaskan (darefter).
Berdr ¢j insidan av glasflaskors skruvlock!
Mat sedan temperaturen och skriv vardet pa glasflaskan.
Mérk flaskorna med kdk samt adress och datum.
Flaskor forvaras i kyl till avfard till laboratoriet.
Detta prov skall representera vatten in i din fastighet.

4) Forfragan om fastigheters data
Vi ar tacksamma om Du fyller i s& manga uppgifter som méjligt pa det separata
fragepappret till varmvattenundersokningen som utdelas.

Ar nagot oklart gar det bra att ringa -aven mycket sent pa kvallen eller mycket
tidigt pa morgonen- till Regine Szewzyk ( 08-735 1290 eller 08-756 90 67).



Bilaga 2

Fragor till varmvattenundersokning:

Ifylles i samband med provtagningen och bestk

Namn:

Adress:

Telefon:

Enfamiljshus 1 Flerfamiljshus [
Antal personer i huset: i lagenheten:

Byggar av huset:

Senaste reparation av ledningsmaterial i lagenheten ar:

Fjarrvarme? ja 4 nej 1 vetej 1

Egen varmvattenberedare? ja nej [ vet g |:|
omja:
-vilken typ av beredare: Vet gj 3
-volymen av varmvattenberedaren: liter Vet gj
-installd temperatur i beredarens
-varmvattenforrad °C Vet gj D

Temperatur i duschen kvall °C
Maximaltemperatur dusch: °C tvattfat

Material i duscharmaturen: plast 1 koppar [ annat:

Filter inbyggt i vattensystemet? ja nej 1 vetej 1

omja vilket: avhardningsfilter
kolfilter

Vattenledningsmaterial inom huset:
till huset:

Auvstand till vattenverk km
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Bilaga 3
PROVTAGNINGSANVISNING

Vattenunderstkning -Uppféljning

Vi har hittat forhojda véarde av bakterier i ditt duschvatten.

Féljande provtagning ska visa om fordkningen har skett i hela varmsystemet eller
lokalt i din dusch.

Du tar ett varmvattenprov frdn duschen samt ett kall- och ett varmvattenprov fran ett
tvéttfat- Proven tas ut pd morgonen och lamnas samma morgon till............cccc.coocoo......
Om nagot kommer emellan som gor att Du inte kan ta ut dina vattenprov ar vi
tacksamma om Du meddelar oss detta.

Gor sa har:

1) Forberedelser pa kvallen- (galler bara dusch)

Stall in normal duschtemperatur och spola ca 10 min i duschslangen.

Mat temperaturen och notera denna pé en lapp som bifogas proven.

Sténg av och Iat vattnet st& kvar i slangen Gver natten.

Om Du har enhandsblandare &t temperaturinstillningen vara kvar till nista morgon.

2) Vatten ifan duschslangen - uttas p& morgonen
Flaskor: 2x11 glas, steril, for bakterieanalys, fylles till markering 1 liter

a) Oppna kranen pd samma temperaturinstélining som pé kvéllen (enhandsblandare)
eller 6ppna béde, kall- och varmvattenkranen (separata kranar).

Fyll genast £n_glasflaska med det forsta vattnet som kommer nr duschslangen

Detta prov bestar darmed av uppvarmt vatten som statt i duschslangen over natt.
Mark flaskan med dusch a) samt namn och adress.

b) LAt temperaturinstaliningen vara kvar pa vanlig duschtemperatur (35-45 °C) och
spola i 5 minuter.

Fyll sedan utan att rora installningar den andra glasflaskan.

Mark flaskan med dusch b) samt namn och adress.

Detta prov bestar darmed av vanligt duschvatten.

3) Kall- och varmvatten fran tvattfatet i koket
Flaskor: 2x11 glas, steril, for bakterieanalys, fylles till markering 1 liter

Tag bort eventuella silar, slangar eller dyl. frAn kokets kall- och varmvattenkran.

a) Kallvattenprov

Stéll in enhandsblandare pa kallvatten eller 6ppna enbart kallvattenkranen (separata
kranar) och spolai 10 min

Fyll sedan utan att rora installningar en av glasflaskorna.

Mat sedan temperaturen och skriv vérdet pa glasflaskan.

Mérk flaskan med kallvatten/tvéttfat samt adress och datum.

b) Varmvattenprov

Stéll in enhandsblandare pa maximal temperatur, eller éppna bara varmvattenkranen
(separata kranar).

Spola i 5 minuter.

Fyll sedan den andra glasflaskan utan att rora installningarna.

Mt sedan temperaturen och skriv vardet pa glasflaskan.

Mérk flaskan med varmvatten/tvéttfat samt adress och datum.

Detta prov skall representera varmvatten frn varmvattenberedare.

Ar ndgot oklart gar det bra att ringa -aven mycket sent pa kvéllen eller mycket
tidigt pa morgonen - till Regine Szewzyk ( 08-735 1290 eller 08-756 90 67). 70



Bilaga C: Provtagningsanvisning Bilaga 4 (1)

1) Neonatalavdelningen

P& neonatalavdelningen tas tva olika kallvattenprover och ett blandat varm- och kallvattennrov. (Parallellt
med vattenundersokningen skall det ocksé tas prover fran barnen pa neonatalavdelningen. Ansvariga for
denna provtagningen kommer att kontaktas separat)

a) Vatten fran kokets kallvattenkran

Flaskor: 2x11 glas. stenl. for bakterieanalys, fylls till markering 1000 ml.
I x 0.5 1 glas eller plast for kemiska undersokningar, fylls till 100 %.

Oppna enbart kallvattenkranen och fyll genast 111 glasflaskan med det forsta vattnet som kommer ur
kranen.

Detta prov (prov 1) skall representera kallvatten som det anvénds.

Tag darefter bort eventuella silar, slangar och dyl. fran kranen.

Flambera tappkranens &nde med en tandsticka eller cigarettandare.

Oppna enbart kallvattenkranen och spola 10 min. med maéttlig stréle.

Fyll sedan utan att rora instéliningar 1><11 flaskan (forst) och 1 x 0.5 1 flaskan (dérefter).
Detta prov (prov 2) skall representera vatten in till fastigheten.

Mt sedan temperaturen och skriv vardet pa 11 glasflaskan.

b) Biandvatten fran tvattstallet i intensivvards- eller 6vervakningsrum (prov 3)
Flaska: 111 glas, steril, for bakterieanalys, fylls till markering 1000 ml.

Stéll in normal duschtemperatur (30-40 °C).
Fyll genast 11 flaskan utan att rora installningar.
Mat sedan temperaturen och skriv vardet pé flaskan.

2) Varmvattenberedare

Om det finns flera olika varmvattenberedare i systemet provtas en av vatje typ.
Fréan vatje beredare tas tva olika nrover och det behovs:
Flaskor: 2x11 glas, steril, for bakteneanalys. fylls till markering 1000 ml.

a) Varmvatten

Om mgjligt tas ett prov direkt ur beredarens varmvattenforrdd (1x1 1 = prov 4 a-x). Alternativt tas ett prov
fran varmvattenkranen i tappstallet som ligger narmast varmvattenberedare pa foljande satt:

Oppna bara varmvattenkranen.

Spola i 5 min.

Fyll Ix<11 flaskan utan att réra instaliningar.

Mat sedan temperaturen och skriv vardet pa flaskan (prov 4 a-x)

b) Bottenslamm

| de flesta varmvattenberedama samlas avlagringar pa botten som méste témmas ur med jamna mellanrum.
Till detta andamal finns oftast en avtappningskran pa beredaren.

Oppna avtappningskranen och fvll genast 1>11 flaskan med det forsta "vattnet" som kommer ut (prov 5 a-
).
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3) Duschar Bilaga 4

Till provtagningen véljer man duschar som ligger olika langt ifrdn varmvattenberedaren samt duschar med
bra och délig vattenomsattning dvs som anvands ofta resp. sallan.

Frén vaije dusch tas tva olika prover. Ett prov med blandat vann- och kallvatten och ett pinnnrov fran inre
vtor av duschhuvudet och/eller duschslangen (prov 6-x).

Proverna tas ut nd morgonen innan duscharna har anvands.

Till vage dusch behévs:

Flaskor: 2x11 glas, stenl. for bakterieanalys, fylls till markering 1000 ml.

1x 0.5 1 glas eller plast for kemiska undersokningar, fylls till 100 %.
Ror: 1 x 10 ml med skruvlock. sterilt, innehéller 1 ml sterilt vatten.
Bomullsptnnar. stenla

a) Biandvatten

Oppna kranen (enhandsblandare) resp. kranarna (separata varm- och kallvatlenkranar) for att f4 vanlig
duschtemperatur.

Fyll genast 2x11 glasflaskor (forst) och 1 x 0.5 1 flaskan (dérefter) med de forsta litrarna som kommer ur
duschslangen.

Detta prov bestar darmed av uppvarmt vatten som stétt i duschslangen minst éver natt.

Stall enhandsblandare i duschen p& maximal temperatur resp. 6ppna bara varmvattenkranen.

Spola i 5 min.

Mat temperaturen och skriv vardet p& en av ! 1 flaskorna.

Mat aven maximal temperatur pa ett tvattfat i narheten av duschen pa samma sétt. Skriv vardet pa flaskan

inom parentes.

b) Pinnprov

Provet skall tas fran insidan av duschslangen och duschhuvudet.
Skruva loss slangen fran duschhuvudet om mgjligt.

Skrapa av eventuell belaggning pa insidan av slangen och inne i duschhuvudet med bomullspinnama.
Stoppa pinnarna ner i det sterila réret med vatten och stang skruvlocket hart.

4) Andra provtagningsplatser kan blir aktuella i vissa system, t.ex. blandningstank.

5) OBS! Upprepning av provtagningen inom en vecka

Provtagningen pa neonatalavdelmngen (géller bara prov 1 och prov 3) skall upprepas efter 3-6 dagar.
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Bilaga D: Fragor till varmvattenundersokning:

Sjukhus:

Byggar av huset:

Antal rum i huset: antal patienter::

Senaste reparation av ledningsmaterial i huset ar:

Fjarrvarme? ja 4 nej [

Varmvattenberedare:

1 en, central
- typ av beredare:

- volymen av varmvattenberedaren: liter
- installd temperatur i beredarens
varmvattenforrad °C
- vattenblandning sker: 1 central i boljan till..... °C [ décentrai vid tappstallet

1 flera, decentral

- antal beredare:
- placering av beredarna
- typ av beredare:

- volymen av varmvattenberedaren: liter
- installd temperatur i beredarens
varmvattenforrad _________cC
Duschen:
Duschslangen och huvudet 7~ rengdrs 1 Ibyts  med... manaders mellanrum I 1inte
Material i duschslangen: plast n typ: metall i annat:
Material i duschhuvudet: plast I typ: metall | | annat:
Enhandsblandare: i ] Separata kranar |:|
Filter inbyggt i vattensystemet? ja |:| nej |:|
om ja vilket: avhardningsfilter
kolfilter
annat..........c....
Vattenledningsmaterial inom huset:
till huset:
Avstand till vattenverk km

*. Om det finns olika typer av varmvattenberedare, var snall och specificera det separat.
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Bilaga 6 (1)

Mykobakterier i Legionellaprojektet

Kort sammanfattning av preliminéra resultat

Total antal analyserade prov: 140 (34 kallvattenprov och 106 varmvattenprov)

Positiva prov:
Mykobakterier pavisad

i totalt 80 prov= 57%
i 15 kallvattenprov = 44%
i 65 varmvattenprov 61%
i 6 av 7 renvattenprov pé 86%
vattenverk

Mykobakterier i olika byggnader:

Byggnad Mykobakt - Mykobakt + % positiva
Vattenverk 17 15 47
Enfamiljshus 20 25 56
Flerfamiljshus 1 18 62
sjukhus 9 19 68
servicehem 1 2
annat 6 0

Korrelation med andra parametrar:

1 pH
pH Mykobakt - Mykobakt + % positiva
6-6.9 1 0
7-7.9 1 15 58
8-8.9 32 45 58
9-10 4 4
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2.jarn

jarn (mg/l)
<0.01
0.01-0.029
0.03-0.049
0.05-0.099
0.1-10

3) hérdhet

0dH
1-3.9
4-6.9
7-9.9
10-

4) Klor (total)

Klor (mg/1)
0
0.01-0.019
0.02-0.029
0.03-0.039
>0.04

Mykobakt -
8
14
4
14
5

Mykobakt -
4
14
!
7

Mykobakt -
13
0
5
9
13

Mykobakt +
3
27
12
14
9

Mykobakt +
7
19
4
5

Mvkobakt -
21
0
17
2
0

5) Avstand av provtagningsplats fran vattenverket

Avstand (km)

0-9
10-19
20-45

Mykobakt -

36
10
15

6) Legionella positiva prov

Antal Legionellabakterier

Mykobakt

+
% positiva

1-99
3
7
70

Mvkobakt +
50
18
12

100-999 1000-9999

2
4

Bilaga 6 (2)

% positiva
27
66
75
50
62

% positiva
64
58

42

% positiva
62

77
18
0

% positiva
58
64
44

>10.000
2
0
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Bilaga 6 (3)

7) Totalantal bakterier 2d

Antal 2d bakterier (cfii/ml)

Mykobakt 0-9 10-99 100-999 1000-9999 >10000
- 10 8 15 14 6
+ 6 5 16 24 25
% positiva 37 38 52 63 81

8) Totalantal bakterier 7d

Antal 7d bakterier (cfu/ml)

Mykobakt 0-99 100-999 1000-9999 10000- >100000
99999
- 4 19 19 7 1
4- 7 13 22 26 7
% positiva 64 41 54 79
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