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Sammendrag

| denne masteroppgaven har formalet veert a kildespore fekal forurensning i to omrader i
nordre del av Kviteseidvatn.

1. Sundkilen - en delvis adskilt innsjgdel av Kviteseidvatn i nordgst, hvor avlgpet til

Kviteseid kloakkrenseanlegg fgres ut pa ca. 20 m.
2. Straumen —omradet nordvest i Kviteseidvatn hvor vassdraget mulig kan forurenses av
sigevann fra Litveit kloakkslam-komposteringsanlegg.

Det vil kunne vaere mulig a spore fekal pavirkning ogsa ved vannkjemiske analyser, som en
gkning i konsentrasjoner av blant annet fosfor, nitrogen og lett nedbrytbart organisk stoff.
Ogsa forhgyede konsentrasjoner av tungmetaller vil kunne vaere indikasjon pa en slik
forurensning. Sikreste indikasjon pa fekal forurensning er a analysere pa bakteriell fekal
forurensing fra varmblodige dyr, som pavisning av indikatorbakterien Escherichia coli (E.coli). |
denne masteroppgaven er det benyttet en relativt ny molekylzerbiologisk metode, Real-Time
Quantitative Polymer Chain Reaction (qPCR), som gj@r det mulig & kunne spore kilden til den
fekale forurensningen. Primersett med genetiske markgrer avledet fra vertsspesifikke
Bacteroidales 16s rRNA gensekvenser som malgruppe ble brukt til & finne fekal forurensning
fra generell Bacteroidales, menneske, drgvtygger, hest, hund og gris.
Underspkelsene kan ikke utelukke at de klart hgyere konsentrasjonene av Total-N, Total-P,
Na* og CI', samt de gjennomgaende hgyere tungmetallkonsentrasjonene i Sundkilen i noen
grad kan skyldes utslipp fra Kviteseid renseanlegg, mens det ikke lot seg gjgre a dokumentere
kjemisk spor av fekal forurensning i sigevannet fra Litveit pa vannkvaliteten i

hovedvassdraget, nedstrgms influensomradet (Straumen).



Av de 36 prgvene som ble tatt i perioden august-oktober 2022 ble det pavist fekal
forurensning giennom hurtigmetoden Colilert®-18 Quanti-Tray® og Colilert®-18 Quanti-
Tray®/2000 i 23 av prgvene.

Kontaminering fra generell Bacteroidales, menneske, drgvtygger og hund ble pavist i
varierende grad. Pa stasjon B utenfor Kviteseid renseanlegg ble det pavist kontaminering fra
menneske under alle tre prgvetakninger, noe som indikerer at anlegget var en kilde til fekal
forurensning under prgvetakningsperioden. Det antas ikke at Litveit slamhandteringsanlegg
forarsaket fekal forurensning i vassdraget, men det anbefales a ta flere prgver for a gjgre en

endelig konklusjon da feilkilder kan ha forarsaket falsk-negative resultater.



Abstract

The purpose of this master thesis has been to track microbial sources of fecal contamination
in two areas within the northern parts of Kviteseidvatn.

1. Sundkilen - a relatively separated part of Kviteseidvatn in the northeast, where the

drainage of Kviteseid sewage treatment plant leads out about 20 m.
2. Straumen —area northwest of Kviteseidvatn where the lake possibly can be
contaminated by leachate from Litveit sewage sludge treatment plant.

It is possible to trace fecal contamination with water chemical analysis, like an increase of
phosphorus, nitrogen and easily degradable organic matter. Increased values of heavy metals
can also be an indicator of fecal contamination. Although, the most accurate way to trace
fecal contamination is to analyse for bacteria from warm blooded animals, like the indicator
bacteria Escherichia coli (E.coli). This master thesis have used a relatively new method within
molecular biology, Real-Time Quantitative Polymer Chain Reaction (gPCR), which makes it
possible to track the source of fecal contamination. Primers that target genetic markers
strained from host specific Bacteroidales 16s rRNA sequences have been used to find fecal
contamination from general Bacteroidales, human, ruminant, horse, dog and pig.
The investigations cannot exclude that the higher concentrations of Total-N, Total-P, Na*, CI
and heavy metals in Sundkilen in some degrees were influenced by Kviteseid sewage
treatment plant, while it was not documented any chemical traces of fecal contamination in
the leachate from Litveit sewage sludge treatment plant on the water quality downstream the
influence area (Straumen).
23 out of 36 samples taken August-October 2022 were fecal contaminated, analysed through

Colilert®-18 Quanti-Tray® and Colilert®-18 Quanti-Tray®/2000. Contamination from general



Bacteroidales, human, ruminant and dog was proven in variable degrees. Station B outside
Kviteseid sewage treatment plant had fecal contamination from human at all three samplings,
which indicates that the treatment plant was a source of fecal contamination during the
sampling period. It is assumed that Litveit sewage sludge treatment plant did not influence
Kviteseidvatn, but it is recommended to take more samples do make a final conclusion due to

sources of error that may have caused false-negative results.
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Innledning

Rent drikkevann er et fundamentalt krav for god helse. Ifglge menneskerettserklaeringen
(1948) skal alle mennesker ha tilgang til rent drikkevann. Pa tross av dette dgr det ca. 829 000
mennesker i utviklingsland (LLMIC-land) hvert ar grunnet manglende tilgang til
saniteertjenester og rent drikkevann (WHO, 2022). Urbanisering og befolkningsvekst i LLMIC-
land har forbigdtt utvikling av infrastruktur (Wang et al., 2022). Manglende renselgsninger for
avlgp bidrar til fekal forurensning av miljget og gker risiko for eksponering av sykdommer

( Ngure et al., 2014; Robb et al, 2017).

| 2018 ble det estimert at befolkning i urbane byer ville gke med 68% innen 2050 (United
Nations, 2018). Rask befolkningsvekst sammen med klimautfordringer skaper globale
bekymringer knyttet til drikkevannskvalitet og rensekapasitet i kommende ar (IPCC, 2023; Ma
et al., 2022; Moreira og Bondelind, 2017). Ifglge Chang et al (2020) vil gkende intensitet av
ekstremveer , som for eksempel tgrke eller nedbgr, kombinert med hgyere temperaturer true
drikkevannskvalitet i overflatevann. En undersgkelse fra 2022 papeker at ekstremveer i form
av oversvgmmelse vil ha en hgyere negativ innvirkning pa vannkvalitet enn tgrke, med en

signifikant pavirkning pa LLMIC-land (Zou et al., 2022).

| Norge er det lovfestede krav til drikkevannskvalitet gjennom forskrift om vannforsyning og
drikkevann (2016) med blant annet 0 antall/100 ml som grenseverdi for Escherichia coli
(E.coli) og intestinale enterokokker. Badevannskvalitet blir delt inn i ulike grupper, fra “ikke
akseptabel™ til “god’, med minimum 4 prgvetakninger gjennom sesongen (Tabell 1) (EU’s

badevannsdirektiv, 2006; Statens helsetilsyn, 1994).



Tabell 1. Vannkvalitetsnormer for friluftsbad i Norge. (Hentet fra: www.fhi.no)

Parameter God Mindre Ikke akseptabel | Anbefalt
god ) provetakings-
hyppighet,
minimum *
Mikrobiologiske:
Termotolerante koliforme < 100 100-1000 | > 1000 én gang pr. uke
bakterier/100 ml
Fekale streptokokker/100 ml < 100 100-1000 | > 1000 én gang pr. uke
Fysisk-kjemiske
pH ferskvann 5,0-9,0
pH  saltvann 7,0-8,3
Fargetall ferskvann Z 25 ok
Fargetall saltvann ikke fastsatt
Siktedyp, m >2 1-2 <1 to ganger pr.
mnd.
Turbiditet, FTU & 2 2-5 > 5
Temperatur, °C ek

Selv om Norge har lovfestede krav til vannkvalitet i drikke- og badevann har det ved flere
tilfeller blitt pavist grenseoverskridende mengder tarmbakterier i bade drikkevann og
badevann ( Boger, 2019; Draegni, 2022; NTB, 2018; Oskarsen, 2021).

Oralt inntak av fekalt forurenset vann er ikke ngdvendigvis helsefarlig, men noen typer
bakterier kan veere sykdomsfremkallende. Et eksempel er enterohemoragiske E.coli (EHEC),
som kan forarsake blodig diaré og hemolytisk-uremisk syndrom med nyresvikt
(Folkehelseinstituttet, 2010; Morabito, 2014).

For a kunne minimere helserisikoen knyttet til tarmbakterier i vann er det viktig a ha

kunnskap om ulike fekale kilder og andre prosesser som kan pavirke forurensningen.

Fekal forurensning med human opprinnelse kan komme fra brudd eller overlgp pa
ledningsnettet, utslipp fra kommunale renseanlegg, mangel pa toalett ved offentlige
badestrender (Mgre-Nytt, 2018), avlgpsslam eller utslipp fra spredt bosetning med

mangelfulle renselgsninger (Paruch et al., 2017).
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Basert pd 66 studier fra drikkevannsbarne sykdomsutbrudd i perioden 2000-2014 skal utslipp
av avlgpsvann ha vaert hovedarsaken til fekal forurensning av overflatevann i Europa, Nord-
Amerika og New Zealand (Moreira & Bondelind, 2017).

lkke-human opprinnelse kan komme fra alle slags typer dyr, og forurensningen kan
forekomme fra for eksempel fugl i strandsoner, rotter i kloakksystem eller avrenning fra

jordbruksomrader (Paruch et al., 2017; Uusi-Kdmppa & Heinonen-Tanski, 2008).

Geografi, veerforhold, feltkapasitet, stgrrelse pa nedbgrfelt og terrengtype har mye a si for
avrenningsgraden til en innsjg (COWI, 2015). Ulik grad av bebyggelse, jordbruksomrader,
husdyrtetthet og aktiviteter i nedbgrfelt vil kunne pavirke sannsynligheten av fekal
forurensning i en resipient. For a minimere fekal forurensning av overflatevann kan man gjgre
tiltak, men det kan vaere kostbart, tidskrevende og unyttig hvis man ikke vet kilden til den

aktuelle forurensningen.

Miljg-DNA (eDNA) blir brukt i gkende grad i undersgkelser av vann fordi det er en sensitiv,
kostnadsbesparende og ikke-invaderende metode (Kumar et al., 2020; Murakami et al.,
2019). DNA-fragmenter fra for eksempel har, hud, jord, avfgring og vann kan brukes til a
detektere malgrupper som ulike dyrearter, parasitter eller patogene bakterier (Oredalen et
al., 2022; Paruch et al.,, 2017; Verstraete et al., 2014). eDNA med Real-Time quantitative
polymerase chain reaction (qPCR) har blitt brukt til fekal kildesporing i flere land (Foley et al.,
2009; Kauppinen et al., 2019; Nshimyimana et al., 2017; Nguyen et al., 2018), inkludert Norge

hvor den fgrste studien ble utgitt i 2017 (Paruch et al., 2017).
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| motsetning til tradisjonell overvakning av overflatevann med fekale indikatorbakterier som
E.coli eller intestinale enterokokker (Byappanahalli et al., 2012; Paruch og Mahlum, 2012),
kan man med fekal kildesporing detektere hvilken art den aktuelle forurensningen kommer

fra.

Ved deteksjon av E.coli i overflatevann kan man konkludere med tilstedeveerelse av fersk fekal
forurensning fordi denne bakteriegruppen lever i tarmsystem og formerer seg normalt ikke i
miljget utenfor (Paruch og Mahlum, 2012). E.coli har derimot darlig vertsspesifikke
egenskaper og er derfor ikke godt egnet til fekal kildesporing (Paruch og Paruch, 2022). Blant
mange utprgvde genetiske markgrer til fekal kildesporing i vann er vertsspesifikke genetiske
markgrer avledet fra Bacteroidales 16S rRNA gensekvenser en av de mest utbredte metodene
(Paruch et al., 2017). Med analysemetoden gPCR kan man detektere og kvantifisere (Klymus
et al., 2019) fekal forurensning, og skille det fra menneske og ulike dyrearter som hest, ku, og

gris (Paruch et al, 2017).

Selv om bakteriologiske analyser er den sikreste metoden for a pavise fekal forurensning,
finnes det ogsa andre parametere som kan indikere kontaminering av resipientvann. Kjemiske
parametere som TOC (totalt organisk karbon), fosfor (P), Nitrogen (N) og tungmetaller har
ikke en eksklusiv fekal opprinnelse, men tidligere studier har vist at forhgyede
konsentrasjoner av nevnte parametere i en resipient kan skyldes utslipp av avlgpsvann eller

slam (Geng et al., 2020; Lakshmanan et al., 2014).
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Formalet med denne masteroppgaven har vaert a bruke molekylzaerbiologiske metoder med
vannkjemiske analyser som stgtteparametere for a kildespore mulig fekal forurensning i
Sundkilen og nordre deler av Kviteseidvatn. | Sundkilen var malet 8 dokumentere og
kildespore en eventuell fekal forurensning fra kloakkrenseanlegget neaer Kviteseid sentrum
(St.Bi Figur 2), mens hovedfokus i nordre del av Kviteseidvatn var mulig pavisning og
kildesporing av fekal forurensning fra slamkomposteringsanlegget ved Litveit (Stasjon 1-5 i
Figur 2). | tillegg var intensjonen a kunne kildespore annen fekal forurensning fra mennesker
og ulike typer dyr ved stasjoner utenfor selve neeromradet til de ulike

kloakkhandteringsanleggene.
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Material og metoder

Omradebeskrivelse

Bandak, Straumen, Kviteseidvatn, Sundkilen og Flavatn (Vassdrgsnr. 016.BC1) er regulert
innenfor samme hgydeintervall 72-69,46 moh. (Tabell 2), og har derfor samme hgyde pa
vannspeilet. Det er kun nordre deler av Kviteseidvatn, Strengen og Sundkilen, som inngar i
denne undersgkelsen. Kviteseidvatn er en stor og dyp innsjg (13,34 km?, maks dyp: 201m)
lokalisert i Vestfold og Telemark fylke (Figur 1) med et stort nedbgrsfelt (2983,5 km2), mens
Sundkilen er liten, moderat dyp innsjg (2,5 km?, maks dyp: 40 m) med et relativt lite
nedbgrsfelt (362 km?). Nedbgrsfeltet til Sundkilen ble tilnaermet halvert ifm. overfgring av
vann fra gvre deler av nedbgrsfelt til nabovassdrag i vest ifm. Sundsbarmreguleringen i 1970

(Tabell 2). Dette gjorde at ogsa hydrologisk oppholdstid i Sundkilen gkte fra 0,13 ar til 0,28 ar.

Heydeforskjellen i nedbgrsfeltet til Kviteseid varierer fra 72 til 1720 moh. Skog utgjer 44,3%
av arealet, 38,7% er snaufjell, 9,1% vann, 5,83 myr, 0,12% bre og 0,08% urban bebyggelse.
Hgydeforskjellen i nedbgrfeltet til Sundkilen varierer fra 72 til 1347 moh. Skog utgjer 79,6% av
arealet, 4,79% er snaufjell, 4,89% vann, 3,85 myr, og 0,02% urban bebyggelse (NIVA, u.a).
Middel arstemperatur og nedbgrmengde er hhv 0,32°C og 1026,2 mm. Middel sommer- (mai-
september) og vinter-temperatur (Oktober-April) er hhv 6,37°C og -4,0°C, mens middel
sommer- og vinter-nedbgrsmengde er hhv 438,1 mm og 588,1 mm. Berggrunnen i omradet

rundt stasjonene bestar i hovedsak av ryolitt, granittisk gneis, kvartsitt og basalt (NGU, u.a.).
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Tabell 2. Morfometriske data over aktuelle innsjger i omrddet. Data er i hovedsak hentet fra
NVE Atlas (https://atlas.nve.no/htmi5Viewer/?viewer=nveatlas), i tillegg til * Rognerud et al.

1979 og ? Skulberg, 1969.

| Nedbgrsfelt|Innsjg areal | Innsjg volum| Hydrologisk |Middeldyp [Maks dyp
Innsj@ m asl. km? km? km? oppholdstid (ar) m m
Bandak 72-69,46 2545,7 26,40 3,170 1,092 121 325
Kviteseidvatnet 72-69,46 2983,5 13,34 1,280 0,412 92 201
Sundkilen -fgr reguleringl’2 72-69,46 362,0 2,50 0,035 0,130 14 40
Sundkilen -etter regulering™?|72-69,46 181,0 2,50 0,035 0,280 14 40
Flavatn 72-69,46 3250,6 19,48 1,260 0,390 67,5 152
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Figur 1. Kart over Kviteseidvatnet og Sundkilen (nordgstre del av Kviteseidvatn) (www.snl.no).

| disse undersgkelsene har en valgt a ta vannprgver for fysisk/kjemiske analyser i tillegg til
bakteriologiske prgver fra omrader som kan vaere pavirket av naeringsstoffer og fekal
forurensning i felgende 3 omrader (Figur 2): Sundkilen, Straumen- (oppstrgms og nedstrgms
slamkomposteringsanlegget) og i grunnvannsbrgnner nedstrgms slamkomposteringsanlegget.

| Sundkilen er det fglgende 3 stasjoner som primeert er fokusert pa:

. Stasjon A: Kviteseid brygge
. Stasjon B: Kviteseid renseanlegg
. Stasjon C: Kvitsund badeplass
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| Straumen, mellom Bandak og Kviteseidvatn, er det fglgende 3 stasjoner som primaert er

fokusert pa:

J Stasjon 1: Oppstrgms Litveit (slamkomposteringsanlegget)
J Stasjon 5: Nedstrgms Litveit
. Stasjon 6: Spjotodd brygge (utlgp av Straumen til Kviteseidvatn)

Fra grunnvannet i Igsmasser nedstrgms Litveit slamkomposteringsanlegg har fglgende

grunnvannsbrgnner inngatt:

. Stasjon 2: Ny brgnn etablert i 2020, bakgrunnsniva, dvs brgnn som ikke skal veere
pavirket av anlegget.

. Stasjon 3: Grunnvannsbrgnn pavirket av anlegget, oppstrgms veien.

J Stasjon 4: Grunnvannsbrgnn pavirket av anlegget, nedstrgms veien.

De andre prgvestasjonene, St. 7 (privat drikkevannsinntak, Marit Wright) ble tatt inn da det
sporadisk er pavist E.coli i dette omradet, mens Stasjon E (Sorgenfri) er en offentlig badeplass,
som Kviteseid kommune prgvetar under badesesongen sommerstid. Stasjon D (Sundet) ble

0gsa prevetatt og analysert.
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Stasjonsnavn Stasjon
OppstrgmsLitveit
Brenn4(Ny)

Brenn3

Brenn2
NedstromsLitveit
SpjotoddBrygge
DrikkevannMaritWright
KviteseidBrygge
KviteseidRenseanlegg
KvitsundBadeplass
Sundet
SorgenfriBadeplass

Figur 2. Kart over nordre deler av Kviteseidvatn, Straumen (St. 1-7) og Sundkilen (St.A-D), samt
badestranda Sorgenfri (St. E) i Kviteseidvatn, prgvetatt 16. august, 14. september og 18.
oktober 2022. St. 2,3,4 er grunnvannsbrgnner for overvdking av sigevann fra
slamkomposteringsanlegget pa Litveit. St.1 og St.5 er hhv oppstrgms og nedstrgms
grunnvannsbrgnnene. | Sundkilen har en primeaert fokusert pa de 3 innerste stasjonene (St. A,B
og C) da St. D ligger i Sundet og er sveaert grunn og derfor vanskelig G praveta. Kartet er

produsert i ArcGIS Pro versjon 2.6.1.
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Prgvetakning

Prgvetakning ble utfgrt 16 august, 14 september og 18 oktober 2022 pa 12 ulike stasjoner i
Kviteseid kommune.
Stasjonene A, B, C, D, E, 6 og 7 ble prgvetatt fra motorbat. Vannprgvene ble tatt med en
Limnos vannhenter (Volum: 1.7 L) fra hhv 0, 1, 2, 3, 4 og 5 m. dyp, hvor alle dyp ble samlet i et
stort 20 L blandkar. Fra dette blandekaret ble det fra hver stasjon tatt ut fglgende
vannprgver:

e 1 stk. 1000 mL plasflaske for Klorofyll-a analyse,

e 1 stk 500 mL plastflaske for makrokjemiske analyser

o pH, ledningsevne, Ca?*, Mg?*, Na*, K*, SO+, Cl, TOC, Tot-N og Tot-P
e 15tk 100 mL glassflaske tilsatt 1 mL kons. HNOs for tungmetallanalyser

o Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, As, Cd, Hg og Pb

Pa de samme 7 stasjonene ble det ogsa brukt en EXO2 Multiparameter Sonde (YSI-logger) for
maling av vanntemperatur, pH turbiditet, ledningsevne og klorofyll-a pa ulike dyp ned til ca.
10 m. Secciskive ble brukt pa alle stasjoner for a male siktedyp og farge.

Prgvene til de mikrobiologiske og molekylaerbiologiske analysene ble tatt pa 500 mL sterile
plastflasker (3 paralleller per stasjon), hvor sterile hansker ble benyttet for 8 unnga

kontaminering.

Stasjon 1 og 5 ble tatt fra land ved hjelp av en handholdt prgvetakningsstang i august og
oktober, mens i september ble ikke slik prgvetakingsstang benyttet, kun forsiktig vading 2-3 m
ut fra land. Stasjon 2, 3 og 4 er grunnvannsbrgnner og ble prgvetatt ved hjelp av pumpe og

slange. Flasker som tidligere er beskrevet ble brukt ved alle pr@gvetakninger.
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Prgvene ble fraktet i lystette kjglebager til Universitetet i Sgrgst-Norge, avdeling Bg, og lagret

megrkt og kaldt til analyse. De fekale pr@gvene ble opparbeidet innen 8 timer fra prgvetakning.

| Igpet av prevetakningsperioden var det variable vaer- og nedbgrsforhold (figur 3). Uken i
forkant av fgrste prgvetakning (16. august) var det ingen nedbgr, men pa selve dagen kom
det store mengder som vises pa malingene dagen etter (30,1 mm). | september var det mye
nedbgr (39,8 mm) dagen i forkant av prgvetakning og uken fgr siste prgvetakning i oktober

var det moderate mengder (17,5 mm pa det meste).
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Figur 3. Nedbgrsmengder (mm dpgn) mdlt pG Moen veerstasjon (SN 32850, Kviteseid
kommune) i perioden 1. august - 30. oktober 2022. (www.seklima.no) Punktene angir

pravetakingsdatoene.
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Vannkjemiske analyser

Vannkjemiske analyser ble utfgrt pa Universitetet i Sgrgst-Norge, avdeling Bg.
Felgende analyse metoder ble benyttet:

pH: NS-EN ISO 10523

Ledningsevne (Kzs): NS-ISO 7888

Klorofyll-a: NS-4766

Ca%*, Mg?*, Na*, K*, SO4%, CI;, NO3™: NS-EN 1SO 1491

TOC: NS-EN 1484

Tot-P: NE-EN 1189

Tot-N: NS-EN 4743

Fe, Mn, Pb, Cd, Hg, Zn, Cr, As, Cu, Ni : Intern metode ICP-MS

20



Fekal kildesporing

Prgvene (n=36) til mikrobiell kildesporing ble analysert for E.coli giennomfgrt med
hurtigmetoden Colilert®-18 Quanti-Tray® (ISO standard 9308-2) og Colilert®-18 Quanti-

Tray®/2000 (IDEXX, USA.) Denne metoden inkluderer ogsa koliforme bakterier.

Parallelt ble alle vannprgvene (n=36) filtrert ved bruk av MicroFunnel™ ST engangs 300 mL
filtertrakter med 0,45 um porestgrrelse. Filter ble umiddelbart overfgrt til Power Water DNA
Bead Tube, tilhgrende DNeasy” PowerWater® Kit (QIAGEN, Tyskland). Prgvene ble oppbevart
pa -18 °Ci 3-5 maneder fgr videre analysering.

DNA ble ekstrahert fra de filtrerte prgvene med pavist innhold av E.coli (n=23) ved bruk av
samme DNeasy” PowerWater® Kit som beskrevet over ved filtrering av prgvene, med

produsentens instruksjoner.

Positive kontrollprgver av menneske, hest, ku, hund og gris var avfgring fra friske individer i
neeromradet. Kontrollprgvene ble prgvetatt januar 2023 med sterile hansker og oppbevart i
sterile 200 mL plastrgr pa -18 °C i ca. en maned. Prgvene (n=5) ble ekstrahert med QlAamp”®
Fast DNA Stool Mini Kit (QIAGEN, Tyskland). For & gke konsentrasjon av DNA ble det tilsatt 25
ul buffer ATE istedenfor 200 pl som er produsentens anbefaling. DNA fra kontrollprgvene ble
derfor ekstrahert i 3 paralleller for & unnga for lite volum til videre analyse. Konsentrasjon av
ekstrahert DNA ble malt med NanoDrop™ Lite (Thermo Fisher Scientific, USA). Positive

kontroller ble fortynnet i en 1:10 serie.
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For QPCR-analysen ble det brukt spesifikke primersett (Tabell 3).

Tabell 3. Oversikt over spesifikke primersett til ulike mdlgrupper som er brukt til analysering av

23 vannprgver fra Kviteseidvatn.

Malgruppe  Primer navn Sekvens (5'-3') Amplicon sterrelse (bp)  Annealing temp °C Referanse
Bactercidales  AllBac 296f GAGAGGAAGGTCCCCCAC 106 60 Layton et al. (2006)
AllBac 412r CGCTACTTGGCTGGTTCAG
Menneske BacH_f CTTGGCCAGCCTTCTGAAAG 93 61 Reischer et al. (2007)
BacH_r CCCCATCGTCTACCGAAAATAC
Drovtygger BacR_f GCGTATCCAACCTTCCCG 118 60 Reischer et al. (2006)
BacR_r CATCCCCATCCGTTACCG
Hest Hor_f GCCAGCCGTAAAATAGTCGG 96 60 Tambalo et al. (2012)
Hor r CAATCGGAGTTCTTCGTGATATCTA
Hund BacCan-545f1 GGAGCGCAGACGGGTTTT 145 60 Kildare et al, 2007
BacUni-690r2  AATCGGAGTTCCTCGTGATATCTA
Gris Pig-2-Bac4lF  GCATGAATTTAGCTTGCTAAATTTGAT 116 60 Mieszkin et al, 2009

Pig-2-Bac163Rm  ACCTCATACGGTATTAATCCGC

Alle vannprgver (n=23) og positive kontroller (n=6) ble analysert i triplikater mars 2023 ved
bruk av StepOnePlus™ (Thermo Fisher Scientific, USA). Hvert primersett med tilhgrende
positiv kontroll hadde en egen kjgring med vannprgver, inkludert sterilt vann i triplikater som
negativ kontroll.

Hver brgnn hadde 25 pl reaksjonsblanding bestdende av 5 ulL prgve (eller sterilt vann=
negativ kontroll), 12,5 uL Power SYBR™ Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific, USA), og
0,25 uL av forward og reverse primer tilhgrende gjeldende primersett (10 uM). Det ble
skrevet kjgreskjema i forkant av QPCR-analysene for @ unnga pipetteringsfeil. Oppsett pa

kigringene med antall sykluser og steg varierte for de ulike malgruppene (Tabell 4).
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Tabell 4. gPCR-oppsett for ulike primersett brukt til G analysere vannprgver (n=23) fra

Kviteseidvatn.

Malgruppe

QPCR-oppsett

Bacteroidales

95 C° i 6 min.
45 cycle: 95 C°i 15 sek.
61 C°i 15 sek.
72 C°i45 sek.

Menneske

95 C°i 6 min.
55 cycle: 95 C° i 30 sek.
55 C"i 30 sek.
72 C°i 1 min.

Dravtygger

95 C° i 6 min.
45 cycle: 95 C° i 15 sek.
61 C°i15 sek.
72 C°i45 sek.

Hest

95 C° i 6 min.
45 cycle: 95 C°i 15 sek.
61 C°i 15 sek.
72 C°i 45 sek.

Hund

95 C%i 10 min.

45 cycle: 95 C° i 15 sek.

60 C7 i1 min.

Gris

95 C° 10 min.
45 cycle: 95 C° 15 sek
60 C° 1 min
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Resultater

Vannkjemiske analyser

Vannkjemiske resultater for Sundet utgar da vannprgven ble kontaminert med sediment
under prgvetakning.

Statistisk ser man at det er signifikant hgyere pH og konsentrasjoner av alle uorganiske (Ca%*,
Mg?*, Na*, K*, CI, NO3™ ) utenom SO4% og organiske makrokjemiske parametere (TOC) i

Sundkilen sammenliknet med Straumen-Kviteseidvatn (Tabell 5 og vedlegg 1).

Tabell 5. Fysiske og kjemiske data fra grunnvannsbragnner og 3 ulike stasjoner i Sundkilen og i
hovedvassdraget (Straumen) pravetatt i 2022. Alle pr@gvene er blandpragver fra 0-5 m dyp,

utenom grunnvannsprgvene som er tatt fra brgnn.

2+ 2+

pH Ky Chl-a Ca Mg Na* K 50 cr TOC Tot-N Tot-P

Stasjon Dato Vassdrag us cm? ug Lt mgl? mgLl' mgl’ mgL’ mgL' mgL? mgL® ug Lt mg L-1
Kviteseid brygge 16.08.2022 Sundkilen 6,85 37,20 1,83 4,39 0,50 2,16 0,53 2,78 3,85 3,92 261 3
Kviteseid brygge 14.09.2022 Sundkilen 7,16 36,10 2,98 4,74 0,48 1,88 0,49 2,78 3,49 3,61 218 2
Kviteseid brygge 18.10.2022 Sundkilen 7,15 37,80 0,78 5,01 0,51 2,06 0,42 1,02 3,21 7,00 443 5
Kviteseid renseanlegg 16.08.2022 Sundkilen 6,87 37,10 2,26 4,45 0,48 2,17 0,56 2,49 3,81 3,90 276 2
Kviteseid renseanlegg 14.09.2022 Sundkilen 7,02 36,10 3,01 4,71 0,47 1,89 0,42 2,72 3,44 3,57 231 2
Kviteseid renseanlegg 18.10.2022 Sundkilen 7,19 32,60 0,83 5,00 0,50 2,04 0,42 1,04 3,18 6,91 490 5
Kvitsund badeplass 16.08.2022 Sundkilen 7,10 33,50 1,86 4,12 0,43 1,92 0,50 2,24 3,45 3,72 338 2
Kvitsund badeplass 14.09.2022 Sundkilen 7,14 34,10 3,40 4,47 0,44 1,78 0,40 1,99 3,28 3,62 224 2
Kvitsund badeplass 18.10.2022 Sundkilen 7,16 37,00 0,76 4,89 0,49 2,03 0,41 1,01 3,11 6,67 438 4
Oppstrgms Litvedt 16.08.2022 Straumen 6,69 12,94 0,65 1,88 0,18 0,71 0,14 2,77 191 1,54 98 2
Oppstrgms Litvedt 14.09.2022 Straumen 6,66 13,39 1,45 1,90 0,19 0,75 0,14 2,86 1,94 1,75 113 2
Oppstrgms Litvedt 18.10.2022 Straumen 6,74 12,85 1,54 2,02 0,20 0,72 0,16 2,00 1,88 1,78 121 2
Nedstrgms Litvedt 16.08.2022 Straumen 6,61 13,58 1,77 1,94 0,18 0,72 0,14 2,71 1,90 1,46 75 2
Nedstrgms Litvedt 14.09.2022 Straumen 6,76 14,07 1,44 2,02 0,19 0,72 0,16 2,78 1,93 1,49 114 2
Nedstrgms Litvedt 18.10.2022 Straumen 6,94 14,03 1,86 2,04 0,20 0,72 0,16 2,83 1,94 1,76 139 2
Spjotodd brygge 16.08.2022 Straumen 6,60 14,93 0,75 2,10 0,20 0,84 0,15 2,42 2,24 1,65 101 2
Spjotodd brygge 14.09.2022 Straumen 6,60 14,72 1,43 2,14 0,20 0,76 0,17 1,90 1,95 1,60 131 2
Spjotodd brygge 18.10.2022 Straumen 6,87 14,06 0,95 2,05 0,20 0,72 0,16 2,86 1,98 1,74 132 2
Brgnn 2 16.08.2022 Grunnvannsbrgnn 6,73 159,50 19,70 2,91 4,57 3,92 3,55 8,22 1,62 2550 5
Brgnn 2 14.09.2022 Grunnvannsbrgnn 6,89 175,70 21,78 3,23 4,84 4,33 3,79 8,64 1,67 3370 2
Brgnn 2 18.10.2022 Grunnvannsbrgnn 6,69 175,40 21,80 3,33 4,74 4,20 3,62 9,30 1,6 3340 2
Brgnn 3 16.08.2022 Grunnvannsbrgnn 6,65 149,10 20,92 1,78 4,50 2,62 6,78 5,26 2,24 8320 1100
Brgnn 3 14.09.2022 Grunnvannsbrgnn 7,25 153,90 20,09 2,06 4,61 2,98 9,29 491 2,07 2260 20
Brgnn 3 18.10.2022 Grunnvannsbrgnn 6,66 153,10 19,90 2,05 4,85 3,07 9,55 4,85 2,1 2450 7
Brgnn 4 (NY) 16.08.2022 Grunnvannsbrgnn 6,98 83,50 9,32 1,22 2,85 0,76 3,46 16,05 0,79 1510 8
Brgnn 4 (NY) 14.09.2022 Grunnvannsbrgnn 6,01 60,80 11,51 1,38 3,21 0,80 3,81 22,89 0,63 1900 97
Brgnn 4 (NY) 18.10.2022 Grunnvannsbrgnn 6,65 29,70 3,33 0,42 1,51 0,33 3,82 3,65 1,01 399 13
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Total konsentrasjonen av ulike tungmetaller (surgjort med HNOs til pH =1) viser ogsa
signifikant hgyere konsentrasjoner av de fleste undersgkte tungmetallene (Cr, Mn, Fe, Ni, Cu,
Zn, As,) i Sundkilen sammenliknet med Straumen-Kviteseidvatn (Tabell 6 og vedlegg 1), mens
det ikke ble funnet signifikante forskjeller mellom lokalitetene for Cd, Hg og Pb, de normalt
mest giftige tungmetallene. | forhold til tilstandsklasser for metaller (Tabell 7), ligger
konsentrasjonene av Ni og As i tilstandsklasse I, Cu, Cr, Pb, Hg og Cd i tilstandsklasse Il, og Zn i

tilstandsklasse Il i Sundkilen.

Tabell 6. Konsentrasjoner av tungmetaller fra grunnvannsbrgnner og stasjoner i Sundkilen og i
hovedvassdraget (Skiensvassdraget). Tungmetallprgvene ble surgjort med HNO3 i felt, og er
derfor total konsentrasjoner. Alle prgvene er blandpragver fra 0-5 m dyp, utenom

grunnvannspragvene som er tatt fra brgnn.

Cr Mn Fe Ni Cu Zn As Cd Hg Pb
Stasjon Dato Vassdrag pgl? pglt pgl™ opglt opglt opglt opglt opglt opglt opglt
Kviteseid brygge 16.08.2022 Sundkilen 0,119 83 316 0402 130 628 0,098 0021 0,019 0,243
Kviteseid brygge 14.09.2022 Sundkilen 0,282 101 509 0542 1,70 934 0,113 0,039 0,045 0,546
Kviteseid brygge 18.10.2022 Sundkilen 0,175 21,2 1110 0,508 1,59 14,42 0,115 0,058 0,045 0,715
Kviteseid renseanlegg 16.08.2022 Sundkilen 0,128 8,2 31,8 0450 137 556 0,097 0014 0,026 0,136
Kviteseid renseanlegg 14.09.2022 Sundkilen 0,159 9,5 387 0476 113 646 0,08 0,014 0,051 0,092
Kviteseid renseanlegg 18.10.2022 Sundkilen 0,170 19,7 1005 0,305 1,38 12,25 0,131 0,049 0,052 0,394
Kvitsund badeplass 16.08.2022 Sundkilen 0,129 65 284 0,216 1,04 10,97 0,100 0,038 0,018 0,247
Kvitsund badeplass 14.09.2022 Sundkilen 0,118 6,1 241 0301 68 655 0094 0,014 0,048 0,185
Kvitsund badeplass 18.10.2022 Sundkilen 0,140 20,0 80,2 0267 131 730 0,110 0,037 0,044 0,806
Oppstrgms Litvedt 16.08.2022 Straumen 0,096 3,0 8,4 0,124 0,60 6,53 0,095 0,029 0,040 0,436
Oppstrgms Litvedt 14.09.2022 Straumen 0,061 49 191 0,038 040 438 0050 0,020 0,041 0,072
Oppstrgms Litvedt 18.10.2022 Straumen 0,165 3,0 157 0,077 059 1858 0,041 0,073 0,040 0,385
Nedstrgms Litvedt 16.08.2022 Straumen 0,08 4,0 173 0,046 047 570 0,032 0,025 0,017 0,381
Nedstrgms Litvedt 14.09.2022 Straumen 0,075 17,1 252 0,076 052 804 0060 0,047 0,040 0,152
Nedstrgms Litvedt 18.10.2022 Straumen 0,09 6,6 16,4 0,064 062 14,67 0064 0,075 0,035 0,156
Spjotodd brygge 16.08.2022 Straumen 0,095 1,8 75 0,172 045 3,48 0,043 0,007 0,021 0,057
Spjotodd brygge 14.09.2022 Straumen 0,081 23 9,1 0,263 0,56 812 0,051 0,033 0,037 0,118
Spjotodd brygge 18.10.2022 Straumen 0064 28 123 0,128 054 419 0,041 0,009 0,037 0,101
Brgnn 2 16.08.2022 Grunnvannsbrgnn 0,165 486,7 2563 0,573 2,76 533 022 0,103 0,013 0,401
Brgnn 2 14.09.2022 Grunnvannsbrgnn 0,246 530,7 154 0997 293 542 004 0,158 0,031 0,331
Brgnn 2 18.10.2022 Grunnvannsbrgnn 0,228 469,1 370 0646 114 1060 0,06 0,143 0,038 0,685
Brgnn 3 16.08.2022 Grunnvannsbrgnn 0,679 1989,0 19578,6 4,869 4,00 23,58 031 0,086 0,064 7,795
Brgnn 3 14.09.2022 Grunnvannsbrgnn 0,528 1754,6 3688,1 1,761 258 2537 0,08 0,145 0,049 0,955
Brgnn 3 18.10.2022 Grunnvannsbrgnn 0,417 1667,2 2538,7 1685 1,14 13,49 0,08 0,124 0,043 0,565
Brgnn 4 (NY) 16.08.2022 Grunnvannsbrgnn 0,229 45,8 474 0291 1,01 363 013 0,037 0,036 0,206
Brgnn 4 (NY) 14.09.2022 Grunnvannsbrgnn 5,653 262,7 8780 3,867 150 12,72 0,28 0,118 0,042 3,131
Brgnn 4 (NY) 18.10.2022 Grunnvannsbrgnn 1565 356,8 2343 0945 9,15 3238 489 0,178 0,037 14,525
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Tabell 7. Tilstandsklasser for metaller i ferskvann (ug L-1). @vre grense for klasse Il tilsvarer
AA-EQS, som er grenseverdien for kroniske effekter ved langtidseksponering, og gvre
grense for klasse Ill tilsvarer MAC-EQS, som er grenseverdien for akutt toksiske effekter ved

korttidseksponering (Direktoratsguppen vanndirektivet 2018).

Klasse | Klasse Il Klasse llI Klasse IV Klasse V
Bakgrunn AA-EQS MAC-EQS Omfattende
Substans toksisk effekt
Kadmium 0,003 - 0,08 0,08 - 0,45 0,45-4,5
Bly 0,02-1,2 1,2-14 14 - 57
Nikkel 0,5-4 4-34 34 - 67
Kvikksglv 0,001-0,047 | 0,047 - 0,07 0,07-0,14
Kopper 0,3-7,8 0,3-7,8 7,8-15,6
Sink 1,5-11 15-11 11-60
Arsen 0,15-0,5 0,5-8,5 8,5-85
Krom 0,1-3,4 0,1-3,4 0,1-3,4

Fekal kildesporing

DNA fra generell Bacteroidales ble pavist pa alle prgvene (n=23) som ble analysert med gPCR
(Tabell 8). Ingen stasjoner fikk pavist kontaminering fra hest eller gris, mens fra hund ble det
bare pavist én gang utenfor Kviteseid renseanlegg. Denne stasjonen er ogsa den eneste som
fikk pavist kontaminering fra menneske under alle 3 prgvetakninger i tillegg til flest ulike kilder
under samme prgvetakning i oktober (generell Bacteroidales, menneske, drgvtygger og
hund). Generell Bacteroidales og menneske ble pavist i august, september og oktober mens
hund og drgvtygger kun var til stede i oktober. Under feltarbeid ble det observert et rikt

fugleliv bade pa innsjgen og pa land.
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Det ble ikke pavist E.coli fra brgnn 2, 3 eller 4 under noen av prgvetakningene (Tabell 8). Den
hgyeste verdien av E.coli var nedstrgms Litveit (>2419 MPN/100 mL) i august. Utenom denne
er det lave (< 21 MPN/100 mL) konsentrasjoner.

Mengden av koliforme bakterier er generelt hgyere enn E.coli ved tilnaermet alle stasjoner. |
dette prosjektet er det kun E.coli som blir regnet som indikator pa fersk fekal forurensning.
Koliforme bakterier er en stor gruppe, med stadig flere undergrupper. De kan ha fekal kilde,

men de kan ogsa komme fra jord eller planterester (Paruch et al., 2017).

Tabell 8. Resultater fra Colilert®-18 Quanti-Tray®/2000 og fekal kildesporing med qPCR fra 12
stasjoner i Kviteseidvatn prgvetatt i 2022. Markert X betyr pavist mdlgruppe. Stasjoner

markert i gratt er ikke analysert med g-PCR

Fekal kildesporing E.coli Koliforme
Stasjon Dato Vassdrag Bacteroidales Menneske Drgvtygger Hest Hund Gris MPN/100ml MPN/100ml
Kviteseid brygge 16.08.2022 Sundkilen X X 5 517
Kviteseid brygge 14.09.2022 Sundkilen X 20 1986
Kviteseid brygge 18.10.2022 Sundkilen X X 9 93
Kviteseid renseanlegg 16.08.2022 Sundkilen X X 14 >2419
Kviteseid renseanlegg 14.09.2022 Sundkilen X X 11 1733
Kviteseid renseanlegg 18.10.2022 Sundkilen X X X X 10 30
Kvitsund badeplass 16.08.2022 Sundkilen X X 2 1986
Kvitsund badeplass 14.09.2022 Sundkilen X 1 613
Kvitsund badeplass 18.10.2022 Sundkilen X X X 3 10
Oppstrgms Litvedt 16.08.2022 Straumen X 17 921
Oppstrgms Litvedt 14.09.2022 Straumen X 20 328
Oppstrgms Litvedt 18.10.2022 Straumen <1 16
Nedstrgms Litvedt 16.08.2022 Straumen X X >2419 >2419
Nedstrgms Litvedt 14.09.2022 Straumen X 5 613
Nedstrgms Litvedt 18.10.2022 Straumen X 4 37
Spjotodd brygge 16.08.2022 Straumen X 1 251
Spjotodd brygge 14.09.2022 Straumen <1 866
Spjotodd brygge 18.10.2022 Straumen X 7 33
Drikkevann-Marit Wrigh 16.08.2022 Hovedvassdrag <1 249
Drikkevann-Marit Wrigh 14.09.2022 Hovedvassdrag X 1 255
Drikkevann-Marit Wrigh 18.10.2022 Hovedvassdrag X X 4 27
Sorgenfri badeplass 16.08.2022 Hovedvassdrag <1 461
Sorgenfri badeplass 14.09.2022 Hovedvassdrag X 2 649
Sorgenfri badeplass 18.10.2022 Hovedvassdrag X 2 10
Sundet 16.08.2022 Hovedvassdrag X 2 >2419
Sundet 14.09.2022 Hovedvassdrag X 1 921
Sundet 18.10.2022 Hovedvassdrag X X X 4 25
Brgnn 2 16.08.2022 Grunnvannsbrgnn <1 3
Brgnn 2 14.09.2022 Grunnvannsbrgnn <1 <1
Brgnn 2 18.10.2022 Grunnvannsbrgnn <1 <1
Brgnn 3 16.08.2022 Grunnvannsbrgnn <1 <1
Brgnn 3 14.09.2022 Grunnvannsbrgnn <1 <1
Brgnn 3 18.10.2022 Grunnvannsbrgnn <1 <1
Brgnn 4 (NY) 16.08.2022 Grunnvannsbrgnn <1 <1
Brgnn 4 (NY) 14.09.2022 Grunnvannsbrgnn <1 <1
Brgnn 4 (NY) 18.10.2022 Grunnvannsbrgnn <1 <1
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Alle primerpar (n=6) amplifiserte ved analysering med fekalt materiale fra gjeldende

malgruppe (Figur 4 og vedlegg 2).

ARn vs. Cycle (Log) Derivative Reporter (-Rn’)

2 B 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44

PN

Figur 4. Amplifikasjonskurve (venstre) og smeltekurve (hgyre) for positiv kontroll ( ku-
materiale) med generell bacteriodales primerpar. Kontrollen er fortynnet 1:10 med et
utgangspunkt pG 221,9 ng/ul DNA. P& amplifikasjonskurven gdr DNA-mengden fra hgyest til

lavest fra venstre mot hgyre. Gjennomsnittlig Tm (smeltetemperatur) er 83 °C.
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Mengde DNA ekstrahert fra vannprgvene (n=23) varierte fra 4,2 til 14,1 ng/ul. DNA fra
positive kontroller (n=5) varierte fra 10,2 til 221,9 ng/ul (Tabell 9).

Tabell 9. Filtrert pr@vevolum og resultater fra NanoDrop™ Lite for stasjoner prgvetatt i 2022

med E.coli >1 MPN/100ml (n=23), samt resultater for positive kontrollprgver.

Stasjon Dato Filtrert volum (ml) |A260 (10mm) A260/A280 ng/ul
Oppstrgms Litvedt 16.08.2022 1070 0.150 1.52 7.5
Oppstrgms Litvedt 14.09.2022 1100 0.129 1.58 6.5
Badeplass- Strgmstadbukti | 16.08.2022 1050 0.138 1.51 6.9
Badeplass- Strgmstadbukti | 14.09.2022 910 0.141 1.42 7.0
Badeplass- Strgmstadbukti | 18.10.2022 810 0.132 1.25 6.6
Spjotodd brygge 16.08.2022 1030 0.105 1.48 5.3
Spjotodd brygge 18.10.2022 960 0.110 1.31 5.5
Marit Wright 14.09.2022 900 0.084 1.60 4.2
Marit Wright 18.10.2022 1030 0.134 1.42 6.7
Kviteseid renseanlegg 16.08.2022 870 0.176 1.68 8.8
Kviteseid renseanlegg 14.09.2022 750 0.147 1.78 7.3
Kviteseid renseanlegg 18.10.2022 890 0.282 1.58 14.1
Kvitsund badeplass 16.08.2022 710 0.129 1.62 6.4
Kvitsund badeplass 14.09.2022 650 0.142 1.71 7.1
Kvitsund badeplass 18.10.2022 950 0.268 1.56 13.4
Sundet 16.08.2022 1010 0.125 1.50 6.2
Sundet 14.09.2022 450 0.099 1.66 5.0
Sundet 18.10.2022 1010 0.282 1.60 14.1
Sorgenfri badeplass 14.09.2022 1050 0.097 1.54 4.8
Sorgenfri badeplass 18.10.2022 1200 0.112 1.36 5.6
Kviteseid brygge 16.08.2022 650 0.147 1.78 7.3
Kviteseid brygge 14.09.2022 700 0.145 1.83 7.2
Kviteseid brygge 18.10.2022 940 0.242 1.53 12.1
Positive kontrollprgver (fra avfgring)
Menneske 0.572 2.30 28.6
Ku 4.439 2.07 221.9
Hest 0.364 2.53 18.2
Hund 0.205 1.95 10.2
Gris 0.253 1.77 12.6
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Diskusjon

Sundkilen har en vannkjemi som er sveert ulik det en finner i hovedvassdraget, Bandak-
Straumen-Kviteseidvatn. Dette skyldes flere faktorer, blant annet at nedbgrfeltet til Sundkilen
bestar av stgrre andel skog og myr og mindre andel snaufjell enn i det resterende
nedbgrsfeltet til Kviteseidvatn. Samtidig befinner mye av Kviteseids befolkning og
jordbruksaktivitet i kommunen i nedbgrsfeltet til Daleai og rundt Sundkilen. Ogsa to
kloakkrenseanlegg ligger i nedbgrsfeltet, Kviteseid og Morgedal renseanlegg. At ogsa omtrent
halvparten av vannmengdene ble overfgrt til Sundsbarm reguleringen i 1970, bidro til & doble

oppholdstiden for vannet innsjgen.

Vannkjemisk medfgrer disse ovenfornevnte ulikheter til at den totale konsentrasjonen av
lgste komponenter i Sundkilen i blandprgver fra 0-5 m, malt som Kus (elektrolytisk
ledningsevne), gijennomsnittlig var > 2,5 ganger hgyere, 36,1 uS cm?, enn i Straumen, 14.0 uS
cm™, i2022. Kos malt i Straumen i 2022, var ikke vesentlig forskjellig fra det som ble malt i

Kviteseidvatn i 1975/1976, 16.0 uS cm™ (Rognerud et al., 1979).

Det finnes noe ledningsevne data fra Sundkilen fra 1966/1967, blant annet fraOm, 1 m og 4

m dyp (Skulberg, 1969). Basert p& justert K?°, som angitt i rapporten til K*> (dagens standard),
var gjennomsnittsverdien for K> i Sundkilen hgsten 1966 og 1967 (n =59) p& 20,4 + 1,8 uS cm-
1. Brekke og Oredalen (1985) rapporterte om betydelige hgyere K> verdier i Sundkilen hgsten

1985 pd 22,0 — 30,8 uS cm?, selv om dette fortsatt er klart lavere enn det som ble malt i 2022.
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Det som derimot er interessant er den betydelige nedgangen som er registrert for Tot-P og
Klorofyll-a i Sundkilen over tid. Allerede i 1967 ble det antydet en viss grad av eutrofiering,
siden blagrgnnalgen Anabaena Flos-Aquae var forholdsvis vanlig i denne innsjgen (Skulberg,
1967).

For perioden 1976-1978, rapporterte Rognerud et al. (1979) Tot-P og Klorofyll-a
konsentrasjoner i Sundkilen p& hhv 10,4 ug P L', 0og 3,1 ug P L'}, og pd hhv 5,4 ug P L', 0g 1,3

ug P L'i Straumen-Kviteseidvatn.

| 2022 la gjennomsnittsverdiene for Tot-P, Tot-N og Klorofyll-a p& hhv3 +1,32 ug P L%, 324 +
107 pg N L1 og 1,97 + 1,03 pug L't i Sundkilen, og pd<2 pgP LY 114+ 20 ugN Ltog 1,32 +
0,43 pg L't i Straumen-Kviteseidvatn. Det finnes lite historisk data pa Tot-N i Sundkilen og
Straumen, men data fra Sundkilen i 1985, viser Tot-N verdier mellom 140-290 pg N L (Brekke
og Oredalen, 1987) og i underkant av 300 pg N L' i Straumen-Kviteseidvatn i 1976-1980
(Rognerud et al., 1979). Dette indikerer kun mindre endringer av Tot-N konsentrasjoner over

tid i de to undersgkte innsjg-lokalitetene.

Hovedarsaken til nedgang i konsentrasjoner av Tot-P og Klorofyll-a, fra 1970/1980 og fram til i
dag, skyldes trolig i ferste omgang etablering av kloakkrenseanlegget i Kviteseid (1977) og i
Morgedal (1979). Den betydelige nedgangen som har funnet sted for Tot-P indikerer at
rensegraden har bedret seg over tid. Renseanlegg i Kviteseid rapporterte i 2021 om 95,8%
renseeffekt pa fosfor (P) og 92,0% renseeffekt av organisk stoff (malt som kjemisk
oksygenforbruk KOF). Tilsvarende rapporterte anlegget i Morgedal om 89,6% renseeffekt for

fosfor og 93,0 % renseeffekt for KOF i 2021 (Driftsassistansen, 2022).
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At det ikke er tilsvarende nedgang for nitrogenkomponenter i innsjglokalitetene (malt som
Tot-N), skyldes blant annet at renseanleggene ikke har krav pa nitrogen rensing og at det
fortsatt kommer betydelige mengder N, som NO3 og NH4" med nedbgren, bade som vat og

tgrrdeposisjon.

Konsentrasjonen av tungmetaller er giennomgaende betydelig hgyere i grunnvannsbrgnnene
enn ute i selve vassdraget. De til dels ekstremt hgye konsentrasjonene av Mn og Fe i Brgnn 3,
som ogsa er pavist tidligere (Cowi, 2018), var ikke mulig a spore ut i hovedvassdraget

(Straumen) nedstrgms influensomradet fra Brgnn 3.

Statistiske tester viste ingen signifikante forskjeller, hverken makrokjemiske eller i forhold til
tungmetaller, mellom stasjon oppstrgms og nedstrgms influensomradet for Litveit
avfallsdeponi. Dette tyder pa at grunnvannsbelastning fra slamkomposteringsanlegget pa
resipienten (Straume-Kviteseidvatn) er ubetydelig, basert pa den prgvetakingsperioden som

analysert og rapportert her.

Selv om vi ikke finner E.coli i noen av grunnvannsbrgnnene, kommer det klart fram at
grunnvannet i influensomradet (brgnn 2 og 3) er pavirket av hgy organisk belastning, spesielt
dokumentert i brgnn 3. Dette er nok hovedarsaken til de sveert hgye konsentrasjonene av de
redoksfglsomme metallene, jern og mangan i dette grunnvannet. Ogsa andre analyserte
tungmetaller viser noe hgyere nivaer i grunnvannsprgvene sammenliknet med
overflatevannet det drenerer til.

Under prgvetaking i september var all skog rundt brgnn 4 hugget. Dette er trolig arsaken til

den betydelige gkningen i Tot-P, Tot-N, som er malt i september 2022. Vannkjemiske
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endringer som fglge av hogst vil trolig kunne pavises over flere ar, hvor ogsa flere andre

parametere vil pavirkes (Berge og Traaen, 1985, Rognan. 2019).

Pa alle stasjonene analysert med gPCR (n=23) ble det pavist kontaminering fra generell
Bacteroidales, noe som var forventet da dette primerparet ikke er vertsspesifikke og
bakteriegruppen Bacteroidales finnes i tarmsystemet til varmblodige dyr, inklusiv mennesker
(Paruch et al., 2017). Pa stasjonene hvor det eksklusivt ble pavist kontaminering fra generell
Bacteroidales tyder det pa at det finnes fekal forurensning fra andre kilder enn de som ble
analysert for i dette prosjektet. Kildene kan veere andre typer husdyr eller ville dyr. Siden det
ble observert mye fugl under prgvetakning kan det tenkes at de har bidratt til fekal
forurensning blant stasjonene. Tidligere forskning har vist at ville fugler kan vaere en

signifikant bidragsyter til fekal forurensning i vann (Corrigan et al., 2021; Jiang et al., 2007).

Det er mange bekker pa begge sider av innsjgen, spesielt i omradet Sundkilen. Det kan veere
overflateavrenning fra nedbgrfeltet i tillegg til at bekker kan fgre med seg forurensning til
innsjgen. De fleste undergruppene til Bacteroidales vokser under anaerobe forhold og har
kort levetid ved tilfgrsel av oksygen (Coyne et al., 2019). Derfor virker det sannsynlig at
pavisning av denne bakteriegruppen skyldes innsjgnaere kilder, men det kan ikke konkluderes
da gPCR er en sensitiv analyse som ogsa kan fange opp DNA fra dgdt materiale (Masters et

al., 1994).

Oktober var den eneste maneden det ble pavist kontaminering fra drgvtygger. Dette kan
komme fra husdyrhold og landbruksaktiviteter, eller fra ville dyr som elg, hjort og radyr.

Kontaminering fra hund ble kun pavist én gang i oktober pa Kviteseid renseanlegg. Dette er
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0gsa stasjonen det ble pavist flest ulike kilder under samme prgvetakning (Generell
bacteroidales, menneske, drgvtygger og hund) samt menneske under alle tre prgvetakninger.
Stasjonen oppstrgms (Kviteseid brygge) hadde kun kontaminering fra menneske pavist i
august. Disse resultatene kan tyde pa at vannet fra renseanlegget er forurenset av fekalt
materiale. Det kan vaere grunnet darlige renselgsninger, brudd pa vannledninger eller urenset
overvann. Siden omradet rundt ogsa bestar av bade bebyggelse og skog, kan det ikke

utelukkes at det kommer fra andre steder enn renseanlegget.

DNA fra menneske ble pavist i varierende grad under alle prgvetakninger. Under
badesesongen (august) var det to av tre badeplasser som var fekalt forurenset av menneske
(Kvitsund badeplass og Nedstrgms Litveit). Nedstrgms Litveit i august var ogsa der det var
mest E.coli (>2419 MPN/100 mL). Under prgvetakning ble det observert benker pa stranden,
sa det kan tenkes at denne badeplassen blir benyttet en del under badesesongen. Mangel pa
offentlig toalett kan fgre til fekal forurensning fra mennesker som oppholder seg pa omradet.
Til dags dato finnes det ikke et klart svar som tilsier at Litveit slamhandteringsanlegg tilfgrte
fekal forurensning Kviteseidvatn under prgvetakningsperioden, men resultatene fra dette
prosjektet tyder pd at det ikke var det. Nedstrgms influensomradet ble det kun funnet
kontaminering fra menneske i august, men siden dette ogsa er en badeplass kan man ikke vite
sikkert hvor kilden kommer fra. Hvis det skal utfgres lignende undersgkelser i fremtiden
anbefales det a ta flere prgver over en lenger tidsperiode slik at man far et stgrre datasett a
ga ut ifra. Da vil man ogsa lettere kunne se eventuelle variasjoner mellom sesong og
veerforhold. Det ville vaert interessant og laget en bidragsprofil over de ulike kildene sa man

kan se hvem som bidrar mest pa de ulike stasjonene. Undersgkelser som dette bgr gjgres i
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tett samarbeid med lokalkjente som kanskje har mer informasjon enn det man finner via kart

og offentlige dokumenter.

Det ble ikke pavist E.coli fra brgnn 2, 3 og 4 under noen av prgvetakningene. Siden brgnn 2 og
3 ligger innenfor influensomradet til slamkomposteringsanlegget kan det tyde pa at anlegget
har et tilstrekkelig rensesystem og/eller at bakteriene ikke overlever grunnet forholdene. Den
hgyeste verdien av E.coli var pa Badeplass-Strgmstadbukti (< 2419 MPN/100 mL) i august.
Siden dette var innenfor badesesongen kan det vaere grunnet mye menneskelig aktivitet, men
siden dette var den mest regntunge dagen kan det ogsa veere kontaminering grunnet hgy
overflateavrenning fra nedbgrsfeltet. Bortsett fra denne er det lave (< 21 MPN/100 mL)
mengder E.coli. Det tyder pa at det var lite forurensing av fekalt materiale til nordre deler av
innsjgen i prgvetakningsperioden.

Det er verdt a vite at dette er verdier som kan svinge veldig, spesielt etter vaerforhold. Derfor
kan man ikke si noe om forurensningsgraden til innsjgen generelt, men kun forholdende

under prgvetakning.

Som beskrevet tidligere indikerer pavisning av E.coli fersk tilfgrsel av fekalt materiale.
Ulempen er at man ikke kan vite hvor kilden kommer fra. Derimot kan man ikke ved bruk av
gPCR vite om tilfgrselen er fersk eller ikke grunnet amplifisering av DNA fra bade dgdt og
levende materiale. Derfor er disse to metodene gode & bruke sammen i et prosjekt som
dette, da man kan bruke Colilert®-18 Quanti-Tray®/2000 til & finne en eventuell fersk fekal

forurensning, og deretter gPCR til & detektere de ulike bidragsgiverne.
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Alle primerparene (n=6) amplifiserte med positive kontrollprgver. Ideelt vil man kun ha en
smeltetopp pa smeltekurvene, dette er et godt tegn pa at primerne er spesifikke for det
produktet man leter etter. Som beskrevet tidligere er det brukt SYBR green til disse
analysene. Dette er et fluorisende fargestoff som gir signaler ved binding til dobbelttradet
DNA. SYBR green binder seg uspesifikt og kan derfor produsere falsk positive resultater ved a
binde seg til for eksempel primer-dimere eller andre ugnskede produkter (Cao og Shockey,
2012). P& smeltekurvene til drgvtygger, hest og gris ser man at de har mer enn én
smeltetopp. Allikevel kan det ikke konkluderes med at det er amplifisert uspesifikke
produkter. Visse regioner innenfor samme amplikon kan denaturere ved ulike temperaturer
grunnet ulik ionestyrke, og derfor skape to smeltetopper selv om det er amplifisert kun ett og
samme produkt (Peacock og Walter, 1962). Ved a bruke Gel-elektroforese pa qPCR-produktet
kan man se om det er amplifisert uspesifikt eller spesifikt (Downey, 2014), noe som ikke ble
utfgrt i dette prosjektet. Dette kan ha veert en mulig feilkilde under tolkning av gPCR-

resultater og ha produsert falsk-negative som ble tolket til & veere uspesifikk amplifisering.

Bruk av avfgring som positiv kontroll er enkelt og billig, men ulempen er at man ikke kan
kvantifisere resultatene fordi man ikke vet antall genkopier i standardene. Resultatene fra

NanoDrop™Lite viser kun mengde generelt DNA, ikke kun Bacteroidales.

Resultatene fra NanoDrop™lLite sier noe om mengde DNA, men ogsa renhet. Ved
ekstrahering av DNA er det ogsa ulike rensesteg og dette er viktig for a fjerne eventuelle PCR-
inhibitorer fra bade fekalt materiale og vann. PCR-inhibitorer kan forarsake falsk-negative
resultater. Optimal 260/280 ratio for DNA er 1,80 og resultater under 1,70 frarades a bruke.

Det er heller ikke anbefalt & bruke NanoDrop™Lite for prgver med < 10 ng/ul DNA, hvor Qubit
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er en foretrukket metode. Siden flesteparten av vannprgvene hadde lave DNA-
konsentrasjoner, ville det veert foretrukket a bruke Qubit for mer presise tall. Dette ble ikke
gjort da DNA-mengden i vannprgvene ikke ville veert tilstrekkelig til alle analysene som skulle
gjennomfgres. Resultatene fra NanoDrop™Lite tyder pa utilstrekkelig renhet for DNA-et pa

flere av vannprgvene og derfor kan ikke falsk-negative resultater utelukkes.

Potensielle feilkilder under feltarbeid eller analyser kan pavirke kredibiliteten til resultatene. |
dette prosjektet ble det tatt forhandsregler for a8 unnga kontaminering, som a bruk egnet
frakk, sterilisere benker fgr bruk og bruke sterilt utstyr. Laboratoriene som er brukt under
dette prosjektet brukes ogsa av mange ulike personer, inkludert studenter under oppleaering.
Derfor kan det veere uoppdagede feilkilder, som for eksempel forurensning av humant DNA.
Det er uvisst nar utstyr og instrumenter er sist kalibrert. Menneskelige feil som tolkning av

resultater og feiltasting pa tastatur kan heller ikke utelukkes.

Fekal kildesporing med gPCR anses som en god metode, men med et behov for
standardiserte metoder for prgvetakning og analysering som kan gke kunnskap og utvikling i
Norge. Dette gj@r det ogsa lettere a kunne sammenligne resultater mellom laboratorier
(Paruch og Paruch, 2022). Selv om forurenset drikkevann ikke er et like stort problem i Norge
som i LLMIC-land kan fekal kildesporing veere et nyttig verktgy for norsk vannforvaltning,

spesielt for drikke -og badevann hvor det tidligere er dokumentert fekal forurensning.
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Konklusjon

Fekal kildesporing med gPCR pa vannprgver fra Straumen tyder pa at Litveit
slamhandteringsanlegg ikke tilfgrte fekal forurensning til vassdraget under
prgvetakningsperioden, men det anbefales 4 ta flere prgver over en lengre tidsperiode.
Vannkjemiske analyser ga ingen indikasjoner pa forurensning fra Litveit til vassdraget.
Derimot ble det pavist fekalt materiale fra menneske utenfor Kviteseid renseanlegg fra alle tre
prgvetakninger, noe som tyder pa at det kan ha veert forurensning fra anlegget. Det ble pavist
eksklusivt generell Bacteroidales pa flere stasjoner som konkluderes med a veere fra andre
arter enn de som ble brukt i dette prosjektet, med fugl som en trolig bidragsyter. Det kan ikke
konkluderes at Kviteseidvatn ikke forurenset resipientvannet, men trolig skyldes de hgyere
konsentrasjonene i Sundkilen hovedsakelig ulikheter i nedbgrfelt og ulik oppholdstid pa
vannet. Fekal kildesporing med gPCR oppfattes som en god metode for vannforvaltning i
Norge, spesielt med hensyn til bade -og drikkevann. Det er et behov for standardiserte
prosedyrer som kan bidra til utvikling og kunnskap av fekal kildesporing i Norge. For
fremtidige prosjekter anbefales det a gjgre gode forundersgkelser ved valg av primersett, lage
bidragsprofil for ulike kilder og ha en lenger prgvetakningsperiode for a bedre kunne se

sesongvariasjoner.
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Vedlegg

Vedlegg 1. Oversikt over statistiske tester

Lokalitet A Lokalitet B
Parameter Enhet Statistisk metode Sundkilen Straumen p-verdi
pH -log [H+] Mann Whitney 7,14 6,69 0,0013
Pair T-test
Kys uS cm? Mann Whitney 36,1 14,03 0,0004
Pair T-test 35,72+ 1,86 13,84+0,72 <0,0000
Ca** mg L? Mann Whitney 4,71 2,02 0,0004
mg L? Pair T-test 4,64 +0,30 2,01 £0,09 <0,0000
Mg** mg L? Mann Whitney 0,48 0,20 0,0004
mg L? Pair T-test 0,48 +0,03 0,19 +0,008 <0,0000
Na* mg L? Mann Whitney 2,03 0,72 0,0004
mg L? Pair T-test 1,99 +0,13 0,74 £0,04 <0,0000
K* mg L? Mann Whitney 0,42 0,16 0,0004
mg L? Pair T-test 0,46 +0,06 0,15 +0,01 <0,0000
SO4* mg L? Mann Whitney 2,24 2,77 0,0934
mg L? Pair T-test 2,01 £0,78 2,57 +0,38 0,061
cl mg L? Mann Whitney 3,44 1,94 0,0004
mg L? Pair T-test 3,42 +0,27 1,96 £+0,11 <0,0000
TOC mg L? Mann Whitney 3,90 1,65 0,0004
mg L? Pair T-test 4,77 +1,58 1,64 +0,12 0,0002
Tot-N ug L? Mann Whitney 276 114 0,0004
ug Lt Pair T-test 324 +107 114 + 20 < 0,000
Tot-P ug L? Mann Whitney 2 alle>2
ug Lt Pair T-test 3+1,32 2+0 < 0,005
Klorofyll-a ug Lt Mann Whitney 1,86 1,44 0,122
Pair T-test 1,97 +1,03 1,32+0,43 0,109
Criotal ug Lt Mann Whitney 0,14 0,085 0,003
Pair T-test 0,158 + 0,051 0,091 + 0,031 0,013
Mniotal ug Lt Mann Whitney 9,53 3,03 0,005
Pair T-test 12,2 + 6,2 51+4,8 0,028
Féetotal ug Lt Mann Whitney 38,70 15,70 0,001
Pair T-test 55,3+33,3 14,6 +5,8 0,006
Nitotal ug Lt Mann Whitney 0,402 0,077 0,001
Pair T-test 0,385 +0,116 0,110 +0,072 0,001
CUtotal ug Lt Mann Whitney 1,37 0,54 0,0004
Pair T-test 1,96 +1,84 0,53 +£0,07 0,047
ZNiotal mg L? Mann Whitney 7,30 6,53 0,48
Pair T-test 8,79 £3,1 8,19 +5,1 0,646
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Vedlegg 1 forts.

AStotal mg L? Mann Whitney 0,100 0,050 0,001
Pair T-test 0,105 +0,013 0,053+0,019 0,0002
Cdiotal mg L? Mann Whitney 0,037 0,029 1,00
Pair T-test 0,032 £0,017 0,035 £0,025 0,66
Hgtotal mg L? Mann Whitney 0,05 0,04 0,133
Pair T-test 0,039 £0,014 0,034 +£0,008 0,2590
Pbiotal ug L? Mann Whitney 0,247 0,152 0,112
Pair T-test 0,373+0,259 0,207 £0,150 0,146
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Vedlegg 2. Amplifikasjonskurve (@verst) og smeltekurve (nederst) for positiv kontroll med hest
primerpar. Kontrollen er fortynnet 1:10 med et utgangspunkt pG 18,2 ng/ul DNA. PG
amplifikasjonskurven gar DNA-mengden fra hgyest til lavest fra venstre mot hgyre.

Gjennomsnittlig Tm er 84 °C.
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Vedlegg 2 forts. Amplifikasjonskurve (gverst) og smeltekurve (nederst) for positiv kontroll med
menneske primerpar. Kontrollen er fortynnet 1:10 med et utgangspunkt pd 28,6 ng/ul DNA. Pd
amplifikasjonskurven gar DNA-mengden fra hgyest til lavest fra venstre mot hgyre.

Gjennomsnittlig Tm er 76 °C.
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Vedlegg 2 forts. Amplifikasjonskurve (gverst) og smeltekurve (nederst) for positiv kontroll med
Dravtygger primerpar. Kontrollen er fortynnet 1:10 med et utgangspunkt pa 221,9 ng/ul DNA.
P& amplifikasjonskurven gar DNA-mengden fra hgyest til lavest fra venstre mot hgyre.

Gjennomsnittlig Tm er 77 °C.
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Vedlegg 2 forts. Amplifikasjonskurve (gverst) og smeltekurve (nederst) for positiv kontroll med
gris primerpar. Kontrollen er fortynnet 1:10 med et utgangspunkt pa 12,6 ng/ul DNA. Pa
amplifikasjonskurven gar DNA-mengden fra hgyest til lavest fra venstre mot hgyre.

Gjennomsnittlig Tm er 82 °C.

10 ARn vs. Cycle (Log)
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Vedlegg 2 forts. Amplifikasjonskurve (gverst) og smeltekurve (nederst) for positiv kontroll med
hund primerpar. Kontrollen er fortynnet 1:10 med et utgangspunkt pd 10,2 ng/ul DNA. PG
amplifikasjonskurven gar DNA-mengden fra hgyest til lavest fra venstre mot hgyre.

Gjennomsnittlig Tm er 82 °C.

10 ARn vs. Cycle (Log)
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