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Sammendrag:

Det er foretatt bakteriologisk undersekelse av salt grunnvann. Total-antall bakterier ved
direktetelling i fluorescens-mikroskop (DAPI-farging) var i storrelsesorden 300.000/ml.

Bakterier innen genus Vibrio ble valgt som indikator for mulig forekomst av fiskepatogene
mikroorganismer. Vibrio-bakterier er dominerende i det marine miljg, bidde i vannet, i
sedimenter og i fiskens tarmflora. Innen denne bakterieslekten finner en ogsd to utbredte
fiskepatogene bakterier; V. anguillarum og V. salmonicida (furunkulose-bakterien).

Undersgkelsen viser at Vibrio-bakterier forekommer i langt mindre antall i salt grunnvann
sammenlignet med sjovann. Ved undersekelsen i okt.-nov. -91 ligger antall vibrio i salt
grunnvann i omradet 700-2000/500ml. For sjevann er tallene gjennomgaende 10 ganger
hoyere. Undersokelsen i jan.-feb. -92 viser betydelig lavere vibriotall (20-450/500ml).
Forekomsten ser ut til & folge sykliske svingninger, men en har i denne undersokelsen ikke
funnet korrelasjon mellom svingningene og andre fysiske/kjemiske forhold. Bakterieantallet i
salt grunnvann synes ikke & vise samvariasjon med tidevannsfluktuasjoner.

Emneord: Hydrogeologi Marin geologi Salt grunnvann
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FORORD

Denne undersgkelsen er delt i to. Fgrste del fant sted oktober/november 1991 og ble
beskrevet i en forelgpig rapport: Salt grunnvann - mikrobiologiske forhold, datert 9.
desember 1991. Denne er i noe omarbeidet form inkorporert som Del 1 i denne
rapporten.

En takk bgr rettes til @ivind Enger, Universitetet i Bergen, som reiste til
Sunndalsgra for a gi undertegnede innfgring i undersgkelsesmetodikk for analyse av
totalantall bakterier i sjgvann. Han foretok ogsd de mikroskopiske undersgkelsene
av de ferdig preparerte prgvene.

Sunndalsgra, l(Zj 1992
<'é’n\egiorset
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1 SAMMENDRAG

Det er foretatt bakteriologisk undersgkelse av salt grunnvann. Total-antall bakterier
ved direktetelling i fluorescens-mikroskop (DAPI-farging) var i stgrrelsesorden
300.000/ml. Bakterier innen genus Vibrio ble valgt som mulig indikator for
sjgvannspavirkning og derved mulig forekomst av fiskepatogene mikroorganismer.
Antall Vibrio-bakterier forekommer i langt mindre antall i grunnvann sammenlignet
med sjgvann. Forekomsten ser ut til & fglge sykliske svingninger. Bakterietallet har
ingen sammenheng med tidevannsfluktuasjonen.

2 INNLEDNING

Naringsdepartementet ved NTNF er sammen med Norges Geologiske Undersgkelse
med i .samarbeidsprosjektet: Salt industrigrunnvann, NGU-prosjekt 63.2306.
Prosjektet er organisert i "Program for grunnvann og miljgkjemi" ved NGU og skal
bl.a. "Utprgve og overvdke fersk, brakt og salt grunnvann til industriformél
(fiskeoppdrett)----".

Foreliggende undersgkelse inngar i "400 INDEKSBESKRIVELSE AV
SALTVANNSKVALITETER" i ovennevnte prosjekt.

Sentralt i denne problemstillingen er vurdering av grunnvannets innhold av
fiskepatogene mikroorganismer.

I lakseoppdrett i dag er det av hensyn til overfgring av smittsomme
fiskesykdommer generelt forbud mot & bruke sjgvann i settefiskanlegg. Dessuten er
det krav om at det i inntaksvannet ikke er oppgang av anadrom fisk. Dersom det
nyttes slikt vann, er det krav om desinfeksjon av vannet. Bl.a. fglgende krav til
desinfeksjonseffekt ma kunne dokumenteres: Varig inaktivering pa 99,9 % (log 3) av
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida (furunkulose-bakterien) (1).

En viktig problemstilling vedrgrende bruk av salt grunnvann til akvakultur-
formal er derfor dette vannets mikrobiologiske kvalitet med tanke pd innhold av
fiskepatogener. Overfor brukere og myndigheter er det ogsa behov for & kunne
dokumentere sikkerhet mot forekomst av slike mikroorganismer. [ dag finnes det
ikke metoder som muliggjgr en slik dokumentasjon. Med tilgjengelige metoder er det
ikke mulig a foreta en screening med tanke pd forekomst av alle aktuelle
fiskepatogener i en vannforekomst. En ma i stedet finne fram til metoder som i
stgrst mulig grad kan sannsynliggjgre at det salte grunnvannet er smittehygienisk
sikkert.

En viktig malsetting med denne bakteriologiske undersgkelsen er & finne
bakterier som kan indikere tilstedeverelsen av eventuelle fiskepatogene bakterier.
Da en vet at Vibrio-bakterier er dominerende i det marine miljg, bade i vannet, i
sedimenter og i fiskens tarmflora, er det nzrliggende a bruke denne bakteriegruppen
som indikatorbakterier. Dessuten er denne bakterieslekten representert med V.
anguillarum og V. salmonicida, som er to utbredte fiskepatogene bakterier.
Ettersom Vibrio-bakterier er rikelig til stede i sjgvannet, vil fraver av disse

Side 3



bakteriene i det salte grunnvannet indikere lang oppholdstid i grunnen uten fersk
pavirkning av sjgvannet.

Det ble foretatt undersgkelser mhp. Vibrio-bakterier i januar/februar 1991 fra
en grunnvannsbrgnn mellom Litledalselva og moloen. I denne undersgkelsen fant en
at antall Vibrio-bakterier i sjgvannet var i stgrrelsesorden tusen ganger stgrre enn
i det salte grunnvannet (2).

Det var ogsa gnskelig & undersgke den totale bakterieaktiviteten i akviferen.
I ferskt grunnvann vet en at mikrobielle prosesser spiller en stor rolle i
stoffomsetningen (3).

3 DEL I
3.1 Prgvetaking

Prgvetaking ble foretatt i tidsrommet 21.10.91 - (08.11.91. Det ble tatt ut 7 prgver.
Ogsa sjgvannsprgver fra AKVAFORSKs kveitehall ble tatt med som referanseprgver
hver gang. Dette vannet pumpes fra omradet utenfor Hammerkaia fra ca. 30 meters

dyp.
3.2 Metodikk

3.2.1 Vibrio-bakterier
Prgvene ble analysert 20 min. - 40 min. etter prgveuttak.

Av sjgvannsprgvene ble det membranfiltrert 5 ml og av grunnvannsprgvene 10,
100 og 500 ml (avhengig av bakteriekonsentrasjonen).

Som selektivt medium ble benyttet tiosulfat-citrat-galle salt-sukrose agar
(TCBS). Dette mediet nyttes serlig til dyrking av V. cholerae og V.
parahaemolyticus, men det gir vekst av de fleste species innen genus Vibrio (4). 1
denne undersgkelsen ble det benyttet et kommersielt tilgjengelig dehydrert medium:
TCBS Cholera Medium, Oxoid®. 70% av det tilsatte vannet ble byttet ut med sterilt,
eldet, filtrert sjgvann.

Det ble benyttet vanlig membranfiltreringsteknikk (5). Membranfilteret hadde
en porestgrrelse pa 0,45 pum. Filtrene ble inkubert pa TCBS medium ved i
romtemperatur i 48 timer. Vibrio-bakterier vokser til 2 - 4 mm kolonier, gule eller
grgnne, alt etter om de er sukrose positive eller sukrose negative.

Ved hver undersgkelse ble et visst antall kolonier fra TCBS-mediet plukket ut
og dyrket sekundezrt pa blodagar tilsatt 2% NaCl. Bakteriene ble testet for fglgende
egenskaper: bevegelighet, oksidase og fglsomhet for vibriostat (0/129, 150 pg).

Ved prgveuttak den 21/10 ble Vibrioundersgkelsen av salt grunnvann mislykket
(for liten fortynning av prgven).

3.2.2 Totalantall bakterier

Vannprgvene ble membranfiltrert. Filtrene ble farget med 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI). Dette fluorescerende fargestoffet farger selektivt bakterienes
nukleinsyrer, slik at bakteriene kan direktetelles pa filteret vha. epifluorexcense
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Tabell 1 Delunderspkelse 1. Sammenstilling av resultatene.

_TCBS-medium/500 ml Totalantall
S G | e | :bakterier:
- Gule.. |  Grenn. | Total .| . priml
1 | grunnvann + 25,3 - - - - 307.000
21/10 0
2 | sjevann - 2.500 7.200 9.700 -
3 | grunnvann + 24,7 10,5 700 1.700 2.400 279.000
23/10 -1
4 | sjevann - 2.600 11.400 14.000 -
5 | grunnvann + 25,4 10,5 250 500 750 340.000
30/10 +5%
6 | sjevann - 1900 6.100 8.000 -
/ 7 | grunnvann + 26,1 10,5 300 300 600 307.000
1/11 +3
8 | sjevann - 1.700 6.000 7.700 348.000
/ , 9 | grunnvann + 28,4 10,5 300 800 1.100 400.000
4/11 +5=
: 10 | sjovann - 2.000 8.300 10.300 343.000
11 | grunnvann + 28,4 10,5 650 1.200 1.850 368.000
6/11 +41
12 | sjevann - 1.900 9.000 10.900 379.000
/ \ 13 | grunnvann + 28,4 10,5 900 1.800 2.700 366.000
8/11 -2
' 2 14 | sjevann - 1.500 4,100 5.600 374.000
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-mikroskop og 365 nm eksitasjonslys (6). Vannprgvene ble filtrert og filtrene ble
farget med DAPI pa Sunndalsgra. De ferdig preparerte objektglassene ble sendt til
Universitetet i Bergen for mikroskopering/bakterietelling.

Det ble ogsa foretatt andre registreringer/analyser:
3.2.3 Tidevannsregistrering

Det ble notert klokkeslett i forbindelse med hvert prgvetuttak. Registreringen er
angitt i antall timer fgr (-) og etter (+) full flo.

3.2.4 Lukt
Luktregistrering ble foretatt i forbindelse med &pning av flaskene. +: lukt av H,S, -
: ikke lukt av H,S.

3.2.5 Salinitet
Salinitet. ble analysert i hver grunnvannsprgve vha. Radiometer CMT Chloride
Titrator. Analysene ble foretatt ved AKVAFORSKs laboratorium.

3.2.6 Temperatur
Temperaturen ble malt i grunnvannet i forbindelse med hvert prgveuttak. Det ble

benyttet et konvensjonelt termometer med en inndeling pa 0,5° C.

3.3 Resultater

Resultatene er gjengitt i Tabell 1. For sammenligningens skyld er antall Vibrio-
bakterier angitt i enheten pr. 500 ml. I Figur 1 er det satt opp en grafisk framstil-
ling av de bakteriologiske resultatene.

40 kolonier ble undersgkt nzrmere bakteriologisk. Denne undersgkelsen gav
fglgende resultat:

Bevegelighet: 100 %
Oksidase +: 100 %
Vibriostat +: 95 %

3.4 Kommentarer

Ved denne undersgkelsen var det mindre forskjell i antall Vibrio-bakterier i salt
grunnvann og sjgvann sammenlignet med undersgkelsen vinteren 1991. I Tabell II
er det satt opp en sammenligning av resultatene fra de to undersgkelsene.

Ut fra resultatene ser det ut til & vere en sammenheng mellom
prgvetidspunktet i forhold til hgyvann og antall Vibrio-bakterier i grunnvannet. Ved
statistisk beregning av resultatene er det en negativ korrelasjon. (Regresjonskoeff-
isient pa -6,2). Pga. sveert fa observasjoner er ikke korrelasjonen statistisk
signifikant (R%=0,4).
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ibri i O ml Totalant. bakt./mi
100000 _:V.I.brmbak?.?”.er/so m —— ——— 1000000
10000 2 L
: - 100000
1000 = -
100 - -~ 10000
21/10 23710 30/10 1/11 4/11 6/11 8/1
Dato for proveuttak

Hl vibrio - sf6 N Vibrio - grunnvann
Totalant.- s}6 Totalant.- grunnvann

Figur 1 Totalantall bakterier og Vibrio-bakterier i salt grunnvann og i sjgvann.

Tabell I Forskjell i antall Vibrio-bakte-
I'prgvetakingsperioden vardet til  rjor j sal¢ grunnvann sammenlignet med
tider springflo og sjgen sto flere ganger iy ann (i %). Prover tatt ut vinteren
over stigerﬁoret. 1991 (vV-91) og hosten 1991 (H-91). n=an-
For a fglge opp denne undersg- tall prover.
kelsen med tanke pa tidevann - antall

Vibrio-bakterier ble det bestemt a fore- n- . Gjennom- . Max: Min,
ta en ny undersgkelse med hyppige | snitt % verdi % verdi %
prgveuttak over en periode pa ca. 2 V-91 7 99,9 100] 99,58

dggn. H-91 6 81,6 92,2 51,8

Totalantall bakterier i det salte
grunnvannet er i stgrrelsesorden 300.000/ml. Det ser ikke ut til & veere signifikant
forskjell i totalantall bakterier i salt grunnvann sammenlignet med sjgvann.

4 DEL 11

For a studere en mulig sammenheng mellom tidevannsniva og antall Vibrio-bakterier,
ble det planlagt nye prgveuttak. Det skulle tas ut mange prgver i lgpet av ca. 2
dggn.

4.1 Prgvetaking
Den ene grunnvannspumpa ble startet 6. januar 1992 og prgvetakingen startet samme
dag. Prgvetakingen pagikk til 7. mars. 11. og 12. februar ble det tatt ut 12 prgver.

En ventet sapass lenge i pdvente av relativt stabile Vibrio-tall.
Deretter var det meningen & ta ut flere prgver etter at ogsa den andre pumpa
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var startet. Pga. svikt i elektrisisitetstilfgrselen fikk en ikke i gang pumpene fgr 3.
mars. Det ble tatt ut bare to prgver etter at begge pumpene var startet.

4.2 Metodikk

4.2.1 Vibriobakterier

Det ble ikke tatt ut prgver av sjgvann denne gangen. I annen sammenheng ble 2
sjgvannsprgver undersgkt. 11. og 12. februar ble det ved hvert prgveuttak tatt ut 2
parallelle prgver, A og B, for Vibrio-analyser. Forgvrig se 2.2.1.

4.2.2 Tidevannsregistrering
Det ble notert klokkeslett i forbindelse med hvert prgveuttak. Det astronomiske

tidevannsnivdet ble beregnet ut fra tidevannstabell for Sunndalsgra (7).
Tidevannshgyden angis i meter over sjgkartets nullnivd. Tidevannsregistreringene
er gjengitt bare for prgvene tatt 11. og 12. februar.

4.2.3 Salinitet
Se 2.2.3.

4.2.4 Temperatur
Temperatur ble malt i grunnvannet i forbindelse med hvert prgveuttak. Det ble

benyttet et elektronisk termometer (COMARK modell 9001 SM).
4.3 Resultater

Resultatene for hele prgveperioden er gjengitt i Tabell III. Resultatene av Vibrio-
analysene for 11. og 12. februar er gjennomsnittsverdier for alle prgveuttakene.
Resultatene for 11. og 12. februar er gjengitt i Tabell IV.
Resultatene er framstilt grafisk i Figurene 2 - 5, se side 12 og 13,
Sjgvann fra AKVAFORSKs sjgvannsinntak ble undersgkt 16. januar og 17. februar.
Det ble da isolert henholdsvis 4.300 og 5.200 Vibrio-bakterier/500 ml.

4.4 Diskusjon

Grunnvannstemperaturen falt med hele 2 ° C i prgveperioden.

Saliniteten sank etter noen dagers pumping, men holdt seg deretter relativt
stabil pa ca. 25 %eo.

Antall Vibrio-bakterier begynte pa et lavt niva og gkte til et maksimum etter
ca. 1 uke. Deretter avtok bakterietallet jevnt. Bakterietallet ved undersgkelsen
hgsten 1991 1a pa et markert hgyere niva.

Resultatene fra den intensive prgvetakingsperioden 11. og 12. februar gir
grunnlag for fglgende konklusjoner:

a. Temperaturen, saliniteten og antall Vibrio-bakterier pavirkes ikke av

tidevannsnivaet. Tendens til korrelasjon mellom hgyvann/hgyt Vibrio-tall som
er referert i Del 1 var sannsynligvis tilfeldig.
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pke i takt med tidevanns-

nivaet. (Flo/fjere: ca * 10 %)
(Tallmaterialet er ikke statistisk
behandlet for a trekke disse konklu-
sjonene.)

Antall Vibrio-bakterier vari-
erer ikke tilfeldig i
prgvetakingsperiodene, men ser ut til
a variere etter sykliske kurver.

Undersgkelsene har ikke gitt
entydig svar pa om hvorvidt antall
Vibrio-bakterier er en egnet parame-
ter for @ vurdere om det salte grunn-
vannet har fersk pavirkning av det
overliggende sjgvannet. For & kom-
me narmere svaret pa dette spgrs-
maélet bgr en kombinere Vibrio-un-
dersgkelsen med tracer-studier
og/eller undersgke flere
grunnvannslokaliteter.

Tolking av de sykliske varia-
sjonene i forekomsten av Vibrio-bak-

Tabell IIl Resultatene for hele prpveperio-
b. Pumpekapasiteten ser ut til & ggp,

Dato Vann- Temp. Salinitet  Vibriob.

mengde °C g/L pr.500 ml
: L/sek

6.Jan 28 8,9 31,0 23
7.Jan 8,7 30,1 83
8.Jan 8,5 30,1 180
9.Jan 8,6 30,1 205
10.Jan 8,4 29,8 275
13.Jan 8,2 28,9 440
14.Jan 8,0 28,1 430
15.Jan 7.9 27.8 315
17.Jan 7,6 26,0 170
20.Jan 7.5 241 85
22.Jan 6,9 24,1 54
24.Jan 7.0 25,1 55
27.Jan \4 6,9 26,4 54
29.Jan 30 6,9 25,6 48
31.Jan 6,8 24,3 48
3.Feb 6,7 24,1 38
7.Feb 23,2 28
11.Feb v 5,8 24,5 18
12.Feb 5,9 25,7 19
3.Mar 44 6,8 27,7 0
7.Mar 42 28,2 44

Tabell IV Resultat av prpver tatt ut 11. og 12. februar. A og B: Parallelle

prpver.
Dato  Klokke- Tide- Temp. Vann- Sal-
sfett  vannn- °oC mengde. initet
nivd, m L/sek g/L Vibriobakt./500 ml
A B |IA+B/2
11.Feb 8:40 1,0 6,0 30,0 24,1 20 22 21
11.Feb 9:45 0,7 5,8 30,0 241 20 18 19
11.Feb 11:40 1,0 5,9 30,5/ 24,3 19 22 21
11.Feb 14:00 1,5 5,9 32,5, 24,6 16 16
11.Feb| 15:40 1,8 5,7 33,6/ 24,6 17 18 18
11.Feb| 17:30 1,6 5,8 33,0; 24,8 13 16 15
11.Feb| 21:00 0,8 5,9 30,0, 24,9 18 13 16
12.Feb 8:40 1,0 5,8 30,6 25,5 13 20 17
12.Feb] 11:05 0,8 5,8 30,0/ 25,6 25 18 22
12.Feb| 13:45 1.1 5,9 31,0 25,8 17 17 17
12.Feb 15:45 1.6 5,9 32,5| 25,7 15 23 19
12.Feb 17:45 1,6 5.9 32,5/ 25,8 14 24 19

terier kan muligens gjgres i lys av geologiske data.

Det kunne vezre av interesse & studere om det er sammenheng mellom
forekomsten Vibrio-bakterier og konsentrasjonen av hydrogensulfid i vannet. Ved
sensorisk vurdering var slik gass til stede i alle prgvene. Steinene ved utlgpsrgret
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fra grunnvannsbrgnnen er dekket av elementart svovel som fglge av oksidasjon av
H,S. Ved mikroskopering av vannet etter henstand kunne en tydelig se krystallinske
strukturer som sannsynligvis var elementart svovel. Av og til kunne en se at prgvene
ved henstand fikk gket turbiditet. Den gkede turbiditeten forsvant etter hvert.
(Videre oksidasjon av svovel til sulfat av svovel-oksiderende bakterier?).

SO, er et av de dominerende anoiner i sjgvann, som under anaerobe forhold
blir omdannet til mer reduserte forbindelser (8). Sulfat-reduserende bakterier er en
viktig faktor i reduksjon av sulfat til hydrogensulfid, som er endeproduktet i
sulfatreduksjonen. Hydrogen-sulfid er en sveart toksisk gass (sammenlignbar med
HCN). Hydrogen-sulfid kan ogsd veere toksisk overfor sulfat-reduserende bakterier,
men forekomst av jern og dannelse av ulgselig FeS har en avgiftende effekt (8).

Det er ikke usannsynlig at konsentrasjonen av H,S ogsé kan ha desimerende
effekt pa Vibrio-bakterier, som sannsynligvis ikke er s& adaptert til gassen som
sulfat-reduserende bakterier.

Prgven som ble tatt ut 8. januar inneholdt ca z time etter prgveuttak 180
Vibrio-bakterier pr. 500 ml, jfr. Tabell IIl. Samme prgve ble analysert etter 5 timer
og etter 24 timer i kjgleskap. Vibrio-tallet var da redusert til henholdsvis 50/500 ml
og 30/500 ml. For & dokumentere en slik tidsavhengig bakteriereduksjon, matte det
foretas flere tilsvarende tester, noe som dessverre ikke ble gjort.

Nar en i denne rapporten har omtalt Vibrio-bakterier som mulige
indikatororganismer, er det viktig a understreke at forekomst av slike bakterier slett
ikke utelukker at vannet kan vare fritt for fiskepatogener, f.eks.
furunkulosebakterier. Vibrio-bakterier er jo sannsnylgivis til stede over alt i det
marine miljg. Fraver av Vibrio-bakterier i grunnvann kan imidlertid indikere at
grunnvannet ikke har fersk pavirkning av sjgvann, som jo ogsd kan inneholde
fiskepatogener. Faktorer som hydrogensulfid kan komplisere dette bildet.
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