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Forord

Vattenburna sjukdomsutbrott kan orsakas av virus, vilka pd senare ar upp-
mirksammats kunna utgéra allvarliga hilsorisker inom dricksvattenbered-
ning. Kunskapen om virus i vattentikter ir begrinsad och fortfarande sak-
nas en standardiserad metod for att bestimma virushalter i vatten. D3 virus
ir motstandskraftiga mot desinfektion och kan finnas kvar ling tid i vatten
ir det angeldget att utforska omridet.

Projektet, som utforts pd Avdelningen fér medicinsk mikrobiologi vid
Linkopings universitet, har initierats av Gérvilngruppen: Johanna Ansker
(Stockholm Vatten), Peder Higgstrom (Stockholm Vatten), Per Ericsson
(Norrvatten), Britt-Marie Pott (Sydvatten) och Bengt Dahlberg (Géteborg
Vatten), i samverkan med Avdelningen for medicinsk mikrobiologi: Per-
Eric Lindgren.

Rapportens inledande del beskriver humanpatogena virus som kan
orsaka vattenburna utbrott samt en sammanstillning av beskrivna metoder
for anrikning av virus i vatten. Fokus har lagts pd norovirus, som orsakar
vinterkriksjukan, eftersom det anses utgora den storsta mikrobiella hilso-
risken inom svensk dricksvattenberedning. Rapportens senare del beskriver
den experimentella utvecklingen av forbittrad analysmetodik av norovirus
1 vatten.

Det ir i vissa fall ofrdnkomligt att anvinda fackuttryck som inte alltid 4r
sjilvklara for rapportens lisare. Dessa dterfinns i en lista i appendix A.

Link6ping den 15 mars 2010

Erik Dalin
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Sammanfattning

Norovirus har i Klimat och sdrbarhetsutredningen pekats ut som det virus
som har storst betydelse for Sverige med avseende pa vattenburen smitta via
dricksvatten. Detta ir en utveckling av den bedémning som WHO gjort av
de storsta vattenburna smittodmnena och deras betydelse for dricksvatten-
forsorjningen. Viruset har orsakat flera stora vattenburna utbrott i Sverige,
men problemets omfattning for dricksvattenberedningen ir oklar. Sveri-
ges forhallandevis enkla beredningsprocesser befaras vara sirbara for hog
virusbelastning, ett problem som kan bli stérre vid en framtida klimatfor-
dndring. Idag saknas uppgifter om normalhalter och — variationer av noro-
virus i svenska vattentikter, vilket forsvérar tillforlitlig riskvirdering. Detta
beror till stor del p4 att det inte finns ndgon vilutvecklad och standardiserad
metodik for analys av virus i ldga halter i vattenprov.

Projektet avser dels att ge en sammanstillning av befintliga anriknings-
metoder for virus i ytvatten, dels att experimentellt utveckla en analysmeto-
dik for mitning av norovirus i svenska dricksvattentikeer.

Under projektet vidareutvecklades en befintlig anrikningsmetod for
norovirus i vattenprov. Den nya anrikningsmetoden ger cirka fem ganger
effektivare anrikning och har hog reproducerbarhet. Den utgdr frin cirka en
liter ytvatten och kan enkelt skalas upp f6r analys av 20 liter vatten.

D4 den absoluta majoriteten viruspartiklar i rivattnet antas avskiljas i
samband med kemisk fillning och snabbsandfiltrering vid dricksvatten-
beredning, bér virusnivder i sedimenteringsslammet spegla vattnets virus-
nivder. Dirfor utvecklades dven en enkel och snabb analysmetod f6r noro-
virus i slam, vilken applicerades pa slam fran fyra svenska vattenverk. I slam
frin tvi av dem kunde norovirus pavisas.

For att erhalla en effektiv molekylirbiologisk analysmetodik for detek-
tion och kvantifiering av norovirus utvecklades en automatiserad analys-
kedja. Analyskedjan ir robust med hég reproducerbarhet och lig risk for
kontamination. Den méjliggér dven parallell hantering av ett stort antal
prov.

Analysmetoderna for vatten och slam avses skalas upp fér analys av storre
provvolymer. Uppskalningen ir sannolikt nédvindig for att erhalla ett sys-
tem med tillricklig kinslighet for mitning av lga halter av norovirus. Dir-
efter kan metoderna tillimpas for att undersoka virusforekomst i ytvatten-
tikter. Forvirvade data kan anvindas i riskvirderingsmodeller f6r norovirus.



Summary

WHO has identified norovirus as the potentially greatest threat to healthy
drinking water. The virus has caused several large water borne outbreaks in
Sweden. However, the extent of the problem for Swedish drinking water
treatment is still unclear. The relatively simple drinking water treatment
process in Sweden might be vulnerable to high viral load, a concern which
may be even greater in the future due to a possible climate change. Today,
there is no data of normal norovirus levels in Swedish surface waters. Hence,
accurate risk assessment is hampered.

The project intends to give a summary of existing methods for concen-
trating viruses in surface waters. Furthermore, the aim of the project was to
develop a methodology for determining background levels of norovirus in
Swedish surface waters.

During the project, a previously described method for concentrating
norovirus in surface water was further improved. The new method gives
approximately five times higher yield with high reproducibility. About one
litre can be analysed, but it can rather easily be scaled up for analysis of 20
litres of water.

Since the vast majority of the virus particles are believed to be removed
in the chemical precipitation process, virus levels in the settling sludge
should reflect the virus levels in the water. Therefore, an assay for analysing
norovirus in sludge was developed. Using this assay, norovirus was detected
in sludge samples from two out of four Swedish drinking water treatment
plants analysed.

In order to obtain an effective analysis for detection and quantification
of norovirus, a highly automated molecular analysis chain was set up. The
analysis is robust with high reproducibility, low risk of contamination and
enables handling of a large number of samples in parallel.

The analytical methods for water and sludge will be scaled up for analysis
of larger sample volumes. This is probably necessary to measure the low
background levels of norovirus. Thereafter, the methods can be applied to
determine the prevalence of norovirus in four Swedish surface water sup-
plies. Acquired data can be used in risk assessment models, to assess the risks

norovirus poses to healthy Swedish drinking water.



1 Inledning

Tillgang till rent dricksvatten ir enligt WHO en grundliggande minsklig
rittighet och av stor betydelse for god hilsa. Kontaminerat dricksvatten kan
ge allvarliga konsekvenser med omfattande utbrott, dir mdnga minniskor
insjuknar pé kort tid. Vattenburna sjukdomsutbrott kan orsakas av savil
bakterier som av virus eller protozoer. De storsta mikrobiella riskerna ir
forenade med konsumtion av dricksvatten som kontaminerats med avforing
(Pond et al. 2004; WHO 2004).

Mellan 1980 och 2004 rapporterades 142 vattenburna sjukdomsutbrott
i Sverige med totalt 63 000 sjukdomsfall. Bakterien Campylobacter ir det
mikrobiella smittimne som identifierats flest ganger, f6ljt av vinterkriksjuke-
viruset norovirus och parasiten Giardia lamblia. 1 merparten av de vatten-
burna utbrotten har smittimnet dock inte kunnat bestimmas. (SMI 2010a)

Historiskt sett har bakterier fitt mest uppmirksamhet, men genom
utveckling av snabba och kinsliga molekylira detektionsmetoder har virus
alltmer bérjat uppmirksammas som viktig killa till kontaminering. Idag
anses virus utgora allvarliga hilsorisker inom dricksvattenberedningen och
misstinks ligga bakom majoriteten av utbrott dir smittdmnet inte kunnat
identifieras. (Patel et al. 2008; Pond et al. 2004; Wyn-Jones and Sellwood
2001)

Beredningstekniken i svenska dricksvattenverk ir forhillandevis enkel
och huvudsakligen anpassad for att avligsna sjukdomsalstrande bakte-
rier (Svenskt Vatten 2007). Kontroll av mikrobiell kontaminering inom
dricksvattenproduktionen sker idag med indikatororganismer, i huvudsak
koliforma bakterier, for att sikerstilla att dricksvattnet ir fritt frin konta-
mination frin avféring (Lundberg Abrahamsson et al. 2009). Indikatoror-
ganismer ir emellertid inte representativa for virus, eftersom egenskaperna
skiljer sig at. Virus ir i regel mer motstandskraftiga mot desinfektion och
kan verleva ling tid i vattenmiljé (Bae and Schwab 2008; Ddegaard et al.
20006), vilket innebir att forekomst av virus inte kan uteslutas trots att pro-
vet dr frite frin koliformer.

Norovirus orsakar den si kallade vinterkriksjukan och ger upphov till
en betydande andel av bide milda och allvarliga mag-tarminfektioner virl-
den over (Patel et al. 2008). I vistvirlden uppskattas viruset ligga bakom
70-80 % av utbrotten av magsjuka (Fankhauser et al. 2002). Norovirus har
egenskaper som gor att det har stor potential att orsaka utbrott; det har hog
smittsamhet, sprids i stora kvantiteter och ir stabilt i miljén (Thornton et
al. 2004). Under de tvd senaste decennierna har antalet rapporterade noro-
virusfall okat lavinartat (Widdowson et al. 2005), sannolikt pd grund av
uppkomst av en ny, mer aggressiv norovirusstam (Lindesmith et al. 2008;
Lopman et al. 2008). Den primira smittspridningen ir relativt outforskad,
men en viktig spridningsvig 4r via kontaminerat dricksvatten (Karim et al.
2009).

WHO har pekat ut norovirus som en av de patogener som kan utgéra
ett betydande hot mot hilsosamt dricksvatten i utvecklade linder (WHO



2004). Norovirus bedéms ocksd utgora en av de storsta mikrobiologiska
riskerna for svensk dricksvattenforsorjning (Svenskt Vatten 2007). Det finns
ett flertal nordiska norovirusutbrott som férknippats med kontaminerat,
kommunalt dricksvatten (Kukkula et al. 1999; Maunula et al. 2005; SMI
2009). Genom bittre molekylirbiologiska metoder har man s senare tid
kunnat visa att norovirus dr mycket frekvent i samband med storre vatten-
burna utbrott i Sverige. Det ligger dirfor nira till hands att anta att en bety-
dande andel av de utbrott dir smittodmnet inte kunnat bestimmas orsakats
av norovirus (och andra magsjukevirus).

Minga studier bedrivs for att utreda virusférekomst i miljon. Annu krivs
dock mycket forskning, inte minst kring utveckling av kvantitativa och
kvalitativa analysmetoder for virus i dricksvattentikter. Exempelvis saknas
standardiserade metoder for att pdvisa virus i vatten. Problemet ligger i att
virusnivierna ofta ir s l8ga att de 4r svara att detektera, men likvil tillrdck-
ligt hoga for att utgora en hilsorisk. (Bosch et al. 2008)

Kunskapen om normalhalten av norovirus och deras variation i rum
och tid i svenska dricksvattentikter dr mycket begrinsad, vilket innebir att
dagens riskanalyser i stor utstrickning baseras pd undermailigt underlag. Det
dr dirfor angeldget att 6ka kunskapen om eventuell virustérekomst i svenska
vattentikeer, for att kunna férebygga storningar i dricksvattenforsorjningen.

Projektets syfte

Syftet med detta projekt ir dels att sammanfatta hittills beskrivna analys-
metoder for virus i ytvatten, dels att utveckla en analysmetodik fér mitning
av norovirus i svenska dricksvattentikeer.

For att kunna anvinda resultaten i de riskanalysverktyg som finns fram-
tagna krivs att metoden har en detektionsnivé som ir tillrickligt lig for att
mita bakgrundsniver av norovirus. Men eftersom information om fére-
kommande norovirusnivier i svenska ytvatten saknas dr kravet pa detek-
tionsnivan svért att definiera. Metoden ska vara personoberoende och bygga
pa konventionell utrustning, s att den gir att sitta upp pa ett annat viro-
logiskt laboratorium. Dirtill ska den dven vara tids- och kostnadseffektiv.



2 Svensk dricksvattenberedning

Sverige har en gynnsam vattenforsorjningssituation med god tillging pa
tikter med vatten av hog kvalité. Hilften av Sveriges dricksvattenforsorj-
ning kommer frin ytvatten, resterande del frin grundvatten. Den goda
ravattenkvalitén har lett il att beredningstekniken ir forhéllandevis enkel
och de svenska vattenverken ir konstruerade for att i huvudsak rena vatt-
net frin sjukdomsalstrande bakterier. Ytvattenverkens reningsprocess utgors
vanligen av mekanisk avskiljning, kemisk fillning, sedimentering, filtre-
ring, lingsam- eller kolfiltrering och slutligen desinfektion. En schematisk
beskrivning av ett ytvattenverk ges i appendix B. Delprocesserna varierar
lite mellan olika ytvattenverk, men grundprincipen 4r densamma. (Svenskt
Vatten 2007)

2.1 Mekanisk avskiljning

Uttag av ravattnet frin ytvattentikeer gors generellt pd flera meters djup,
intagsdjupet kan ofta varieras beroende pd drstid och vattnets kvalité. Vatt-
net passerar, grov- och/eller mikrosilar, varvid fisk, vattenvixter, 16v och
grova partiklar avskiljs. Rdvattenpumpar transporterar vattnet till vatten-
verket. I vattenverken forflyttas vattenmassorna direfter ofta genom sjilvfall
genom de olika behandlingsstegen.

2.2 Kemisk fallning, sedimentering och filtrering

Vid behov héjs det inkommande vattnets pH med kalk eller lut. Flock-
ningskemikalie, vanligen aluminiumsulfat eller jirnklorid, samt eventuellt
hjilpkoagulant tillsitts. Vattnet blandas i flockningskammare, dir flock-
ningskemikalien bildar komplex med partiklar och lésta imnen sisom
mikroorganismer och humus. Under uppehillstiden i flockningskamrarna
slds de bildade komplexen ihop till stérre avskiljbara flockar. Direfter leds
vattnet till sedimenteringsbassinger dir flockarna sjunker till botten och
avldgsnas i form av slam. Avskiljning av kvarvarande flockar sker genom att
vattnet fir passera ett snabbsandfilter eller ett filter med granulerat aktivt
kol. Filtren rengdrs med jimna mellanrum genom backspolning med vatten

alternativt vatten och luft for att de inte ska sitta igen.

2.3 Langsamfiltrering/kolfiltrering

Efter kemisk fillning och filtrering fors vattnet till lingsamfilterbassinger
med finare sand eller filter av aktivt kol. I lingsamfilter med sand sker
forutom en fysisk filtrering 4ven nedbrytning av lukt- och smakstérande
dmnen med hjilp av mikroorganismer. De mikrobiologiska processerna
bidrar ocksa till inaktivering av patogena mikroorganismer. Dirtill f6rbru-
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kas en del niringsimnen i vattnet vilket minskar risken for tillvixt senare
i ledningsnitet. For att erhdlla optimalt pH f6r de biologiska processerna
tillsdtes kalk. Kolfilter binder istillet de stérande dmnena. En viss mikro-
biologisk aktivitet sker sannolikt dven hir, sirskilt nir kolfiltret ndrmar sig
mittnad.

2.4 Desinfektion

I Sverige anvinds kemisk desinfektion med klorféreningar sisom hypoklorit
eller klordioxid. Klorering dr normalt slutsteget fore distribution. Férutom
klordesinfektion tillimpar vissa vattenverk inaktivering av mikroorganismer
med UV-bestrilning eller med ozon. Slutligen justeras pH upp med kalk-
vatten eller lut i syfte att minimera dricksvattnets korrosiva egenskaper.

11



3 Vattenburna humanpatogena
mikroorganismer

De frimsta hoten mot hilsosamt dricksvatten ir de mikrobiella riskerna
(Pond etal. 2004; WHO 2004). Ett stort antal olika humanpatogena mikro-
organismer, sisom bakterier, protozoer och virus, kan orsaka vattenburna
infektioner. Typiskt f6r dessa dr att de kan finnas kvar ling tid i vattenmiljs,
frin dagar till ménader. Sirskilt stort hot mot svensk dricksvattenberedning
utgor de mikroorganismer som kan dverleva i kallt vatten och ir tdliga mot
desinfektion med klor (Svenskt Vatten 2007). Mikroorganismernas formaga
att infektera minskar gradvis med tiden och beror pa ett flertal faktorer,
bland annat pi vattnets temperatur, ultraviolett (UV) stralning frin solljus
samt pd predation (andra mikroorganismers konsumtion av virus) (Leclerc
et al. 2002).

Kunskapen om mikroorganismers forekomst i svenska ytvattentikeer ir
viktig for att avgora om avskiljningsgraden ir tillricklig. Olika mikroorga-
nismer avskiljs i varierande grad i reningsprocesserna och de har ocksa olika
kinslighet mot olika desinfektionsmetoder. Kinnedomen om bakteriefére-
komst i svenska ytvattentikeer och deras avskiljning i olika renings- och des-
infektionsprocesser ir forhdllandevis god, men kunskapen om exempelvis
virus 4r mycket ringa (Lundberg Abrahamsson et al. 2009).

Bakterier representerar en stor grupp encelliga organismer med mycket
varierande egenskaper. Majoriteten bakterier ir helt ofarliga fér oss min-
niskor medan négra fi har stor betydelse for vattenburen smitta. Av storst
vike i Sverige dr framforalle Campylobacter spp. men dven Escherichia coli och
Legionella spp. (Svenskt Vatten 2007; @degaard et al. 2006). Campylobacter
och E. coli ir tarmlevande bakterier med god overlevnad i vattenmiljs, men
de kan normalt inte foroka sig i ytvatten (Leclerc et al. 2002). Legionella
spp. ir vattenlevande och kan under gynnsamma forhallanden féroka sig
i ytvatten. Infektionsdosen (det antal mikroorganismer som krivs for att
med 50 % sannolikhet orsaka infektion) for Campylobacter spp., E. coli och
Legionella spp. ir l3g till macdig.

De vanligaste férekommande och medicinskt mest betydande vatten-
burna protozoerna dr Cryptosporidium och Giardia (Hansen and Stenstrém
1998). Cryptosporidium ir den protozo som ir den vanligaste dokumen-
terade orsaken till vattenburna sjukdomsutbrott i vistvirlden (@degaard
et al. 2000). Giardia och Cryptosporidium har god 6verlevnadsformaga i
vattenmiljé. Dirtill 4r de motstindskraftiga mot desinfektion och har lag
infektionsdos, varfor dagens vattenreningsprocesser kan vara otillrickliga.

Virus betydelse for vattenkvalitén har linge tll stor del forbisetts. P&
senare ar har dock nya detektionsmetoder f6r mikroorganismer visat att
utbrott orsakade av virus ir vanliga. Olika virus som kan orsaka vattenburna
utbrott beskrivs i avsnitt 4.
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3.1 Vattenburna sjukdomar

Vattenburna sjukdomar ir sjukdomar dir vattnet utgér en passiv birare
av smittimnet. Smittan Sverfors genom konsumtion och en smittad per-
son kan antingen insjukna (symtomatisk infektion) eller forbli symtomfri
(asymtomatisk infektion). En person med asymtomatisk infektion kan lik-
vil sprida vidare smittimnet i hoga koncentrationer, och dirigenom smitta
andra. Manga vattenburna bakterier och virus som sprids i liga koncentra-
tioner i vatten ger just asymtomatiska infektioner. (Leclerc et al. 2002)

Infektionsrisken vid exponering beror pa patogenens infektionsdos, dess
overlevnadsférméga i vattenmiljé och den exponerade individens mottag-
lighet f6r infektioner. De frimsta riskgrupperna for vattenburna infektioner
utgors av mycket unga, gamla, gravida och personer med nedsatt immun-
forsvar (Pond et al. 2004).
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4 Vattenburna virus

Virus dr smd, mycket enkelt uppbyggda parasiter, bestdende av arvsmassa
som ir omsluten av en kapsid (en kapsel av proteiner). Arvsmassan ir av
typen RNA eller DNA, beroende pa virusets strategi att foroka sig. For att
gora det infekterar viruset en cell, en virdeell, och drar nytta av dess funk-
tioner. Cellens eget maskineri utnyttjas for att producera stora mingder nya
virus. Vissa virus har dven ett holje (ett lipidmembran) som underlittar
virusets intrdde i virdcellen. Holjet 4r dock inte lika stabilt som kapsiden,
vilket gor att det litt forstors utanfor virdeellen. Detta medfor att virus med
hélje snabbt forlorar sin infektionsférméga i naturen trots att deras kapsid
dr intakt. Holjelosa virus ir stabilare och kan siledes spridas och éverleva
linge utanfér virdcellen. Virus kan infektera s&vil djur, vixter, bakterier och
protozoer. Varje virusstam dr dock normalt specifik for en viss art, varfor
virussmitta frin djur till minniska endast 4r majlig i mycket sillsynta fall.
Virus som angriper bakterier benimns bakteriofager.

Vattenburna virusutbrott dr i huvudsak associerade till mag-tarmvirus,
vilka infekterar celler i mag-tarmkanalen. (Leclerc et al. 2002) Det finns
fyra stora grupper av dessa: rotavirus, calicivirus (bland annat norovirus och
sapovirus), astrovirus och vissa adenovirus. Ytterligare virus som kan smitta
via kontaminerat dricksvatten ir enterovirus (bland annat poliovirus), hepa-
tit A och hepatit E. De virus som utgér storst risk for svensk dricksvatten-
produktion ir angivna i tabell 4-1 (Svenskt Vatten 2007). Sirskilt stor risk

bedéms norovirus utgéra.

Tabell 4-1  Virus som utgér stérst risk fér svensk dricksvattenproduktion
(Svenskt Vatten 2007).

"Overlevnadstid”

Virus Arvsmassa i ytvatten Sjukdomsbild
Adenovirus dsDNA! > en manad Varierar med subtyp
Calicivirus ssRNA? > en manad Mag-tarminfektion
(norovirus & sapovirus)

Enterovirus ssRNA > en manad Hjérnhinne-

(polio) inflammation
Hepatit A ssRNA > en manad Leverinflammation
Hepatit E ssRNA > en manad Leverinflammation
Rotavirus dsRNA > en manad Mag-tarminfektion

! ds — dubbelstringat, *ss — enkelstringat

4.1 Vattenburna virus som
kan orsaka sjukdomsutbrott

4.1.1 Adenovirus

Adenovirus ir dubbelstringade DNA-virus (@degaard et al. 2006). Det
finns ett stort antal undergrupper, si kallade serotyper. Dessa har varierande
spridning, infektionsdos och symtombild. Serotyperna 40 och 41 ger mag-
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tarminfektion och kan smitta via kontaminerat dricksvatten. De kan ver-
leva léng tid i miljén och 4r dessutom motstdndskraftiga bdde mot desinfek-
tion med klor och UV=strélning (Jiang 2006). Férekomst har pavisats i savil
ra- som dricksvatten (WHO 2004).

4.1.2 Calicivirus

Calicivirus 4r smd, enkelstringade RNA-virus (Thiel and Konig 1999). Till
familjen hor bland annat sapovirus och norovirus, vilka kan smitta min-
niskor via kontaminerad mat eller kontaminerat vatten. Norovirus ger de
allvarligaste symtomen av de tvd och orsakar sannolikt de flesta av utbrotten
av mag-tarminfektioner i industrialiserade linder (Fankhauser et al. 2002).
Aven om dodsfall ir relative ovanliga i vistvirlden medfsr norovirusinfek-
tioner hoga samhiillskostnader (Lopman et al. 2004b). Det finns indikatio-
ner som talar for att norovirus ir tiliga mot miljomissig inaktivering via
lagt pH, klor, klordioxid och hég temperatur (AWWA 1999), men avsak-
naden av odlingssystem gor det svart att bestimma virusets motstdndskraft.
I Norden, liksom i 6vriga virlden, anses norovirus utgora ett stort hot mot
dricksvattenférsorjningen och har orsakat ett stort antal vattenburna utbrott
(WHO 2004; Odegaard et al. 2006). En mer utforlig beskrivning av noro-
virus ges i kap 5.

4.1.3 Enterovirus
Enterovirus dr mycket smd, enkelstringade RNA-virus (WHO 2004).

Familjen innefattar ett sjuttiotal serotyper, varav poliovirus utgor tre av
dem. Vaccination mot polio ingdr sedan linge i barnvaccinationsprogram-
met, varfor risken for poliosmitta dr mycket liten. Nagot inhemske fall av
polio har inte rapporterats sedan 1977 (SMI 2010a). Kontaktsmitta och
inandning av virus i aerosol (vitskepartiklar) anses vara de vanligaste sprid-
ningsvigarna for enterovirus (WHO 2004). De har ocksd pavisats i rikliga
mingder i rdvattenkillor. Smittspridning misstinks dirfér kunna ske via
kontaminerat dricksvatten. Studier om smittspridning 4r mycket svéra att
utfora eftersom symtombilden varierar i hog grad.

4.1.4 Hepatitvirus

Hepatit A-virus och hepatit E-virus dr enkelstringade RNA-virus till-
hérande en grupp virus som orsakar leverinflammation. De har dock inget
nira genetiskt sliktskap. Hepatit A-virus ir starke associerat till vattenburna
utbrott och har mycket lig infektionsdos samtidigt som infekterade indi-
vider utsondrar mycket rikligt med virus via avf6ringen. Infektioner ir all-
varliga, men har sillan dodlig utgang och liker normalt ut utan medicinsk
behandling. Viruset kan ge mycket omfattande epidemier, dven om antalet
utbrott i vistvirlden pé senare tid har minskat (Bosch et al. 2008).

Hepatit E-virus férekommer frimst i tropiska och subtropiska omréden.
Férekomsten i Europa 4r 1&g, men har dkat under de senaste ren. Infek-
tioner av hepatit E-virus kan dock ge mer allvarliga infektioner 4n hepatit
A-virus, med framforallt 6kad dédlighet for gravida kvinnor. (Norder et al.
2009)
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4.1.5 Rotavirus

Rotavirus idr dubbelstringade RNA-virus och den vanligaste orsaken till
allvarlig diarré hos barn virlden éver (Palombo and Bishop 2006). Den
begrinsade majligheten att behandla uttorkning i u-linder gor att dodlig-
heten dir dr mycket hog. I vistvirlden orsakar viruset framforallt hoga sjuk-
vérdskostnader. Rotavirus 4r mycket smittsamma och kan spridas via intag
av kontaminerat dricksvatten. De har god 6verlevnad i vattenmiljé och ir
bland annat resistenta mot pH-variation (AWWA 1999). Diremot ir viru-
set kinsligt mot desinfektion med klor, ozon och UV.

4.2 Smittspridning av mag-tarmvirus

Mag-tarmvirus smittar effektivt genom kontaktsmitta (person-till-person)
eller genom aerosol (vitskepartiklar) som bildas vid diarré eller krikningar.
Utbrott ir vanliga inom skola, vird, barn- och ildreomsorg, dir spridning
litt kan ske mellan personer (Hedlund et al. 2000; Parashar et al. 2001).

Infektionsformagan for virus 4r i regel mycket hog och ofta ricker det
med ett fital virus for att orsaka infektion (Atmar et al. 2008; Bosch 1998).
Virusavsondringen kan nd extremt héga koncentrationer, upp till 10"
viruspariklar per gram avforing. Smittade individer insjuknar generellt efter
kort tid och drabbas av i huvudsak diarré. Aven om symtomen normalt ir
lindriga och dédligheten f6r mag-tarmvirus i i-linder mycket lig, ir den
totala samhillskostnaden ofta mycket hog (Lopman et al. 2004b).

Asymtomatiska infektioner 4r vanliga for vattenburna virus. En person
som infekterats frin exempelvis fororenat vatten kan f6rbli frisk, men kan
smitta andra via kontaktsmitta (s kallad sekundir smittspridning). Virus-
utbrott uppticks dirfor ofta forst efter att sekundir smittspridning skett,
vilket forsvirar smittspdrning. Det kan dirfor vara besvirligt att knyta
utbrott till dricksvatten, vilket sannolikt bidrar till att risken for vattenburen
smitta i minga fall underskattas. (Wyn-Jones and Sellwood 2001)

4.2.1 Forekomst och spridning i miljén

Bristande insikt i virusproblematik, for stort fokus pa bakterier och avsak-
nad av bra detektionsmetoder har linge begrinsat kunskapen kring virus
i miljoprov. Pa senare tid har molekylira metoder utvecklats for att pavisa
virus i sdvil vattenmiljder som kontaminerade livsmedel. Annu har dock
ingen metod faststillts som standard for rutintester. Aven om de senaste
drens forskning har gett forbittrade insikter i spridningsvigar ir fortfarande
mycket okint om virus i vattenmiljser. (Pond et al. 2004)

Primir smittspridning av mag-tarmvirus kan ske via ett flertal olika sprid-
ningsvigar, figur 4-1 (Bosch et al. 2008). Infekterade individer utséndrar
mycket stora mingder virus via avféring eller krikningar, och avloppsvatten
innehéller hoga koncentrationer av en méngfald av humanpatogena virus
och andra mikroorganismer. Koncentrationerna i avloppsvatten ir hogre 4n
reningsverken kan avskilja, varfor virus nér floder och sjésystem (Leclerc et
al. 2002; WHO 2004). Detta kan i sin tur leda till utbrott i ssmband med

bad eller vattenkonsumtion. Héga viruskoncentrationer har pavisats i savil
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Figur 4-1  Méjliga spridningsvégar av norovirus och andra mag-tarmvirus i miljén. Virus sprids i extremt héga
koncentrationer i avféring och uppkastningar fran infekterade personer. Genom orenat, otillrdckligt renat
eller lackage av avloppsvatten nar viruspartiklar (a) hav, (b) sjésystem och (c) privata brunnar. Personer kan
sedan exponeras via ett flertal spridningsvdgar sasom via (d) ostron och musslor fran avloppsexponerade
odlingar, (e) kontaminerat dricksvatten fran sjbar eller brunnar samt (f) grénsaker och (g) bar som bevatt-
nats med kontaminerat vatten.

orenat som renat avloppsvatten (da Silva et al. 2007; Katayama et al. 2008;
Nordgren et al. 2009). Pavisbara mingder virus har ocksa hittats i nordiska
drickvattentikter i ssamband med virusutbrott (Kukkula et al. 1999; Larsson
2009; Maunula et al. 2005).

Utbrott kan dessutom intriffa genom avloppsvattenlickage som férore-
nat privata brunnar eller dricksvattentikter (Bosch et al. 2008). Virus kan
ocksd kontaminera bir- och gronsaksodlingar som bevattnats med férorenat
vatten. | vissa linder sker bevattning av odlingarna med avloppsvatten och
bara i Sverige finns en mingd rapporter dir importerade, kontaminerade
bir orsakat utbrott av norovirus (Hjertqvist et al. 20006).

Utbrott i samband med konsumtion av ostron ir ocksa vildokumenterat
(Le Guyader et al. 2006). Ostronen filtrerar vattnet varvid virus ackumule-
ras. Problematiken ir sirskilt betydande for odlingar nedstroms reningsverk.
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4.3 Avskiljning och inaktivering
av virus i vattenverk

Vattenleverantéren ansvarar for regelbunden kvalitetskontroll och évervak-
ning av produktionsprocessen i syfte att sikerstilla en tillforlitlig produk-
tionskedja (WHO 2004). For att uppna detta utnyttjas multibarriirsystem,
diribland skydd av vattentikt och rening genom kemisk fillning, filtrering
och desinfektion (Flyborg and Persson 2007).

Reduktionen av mikroorganismer och odnskade imnen i vattnet beskrivs
med log, -enheter, dir 1 log, -reduktion innebir 90 % avskiljning, 2 log, -
reduktion innebir 99 % avskiljning och s vidare. Viruspartiklar reduceras
fraimst i fillningsprocessen, det vill siga virus och andra partiklar binds till
storre sedimenter- och filtrerbara flockar. Viruset anrikas saledes i slammet
och kan avskiljas. Reduktionen uppskattas till mellan 1-2 log -enheter,
medan den efterfoljande filtreringen reducerar antalet virus ytterligare med
omkring 1 log, -enhet. Langsamfilter uppskattas ge en omkring 2 log, -
reduktion (Smeets et al. 20006).

Inaktivering av mikrobiella patogener, sisom bakterier, virus och protozoer
sker normalt genom tillsats av reaktiva kemiska imnen sisom klor eller ozon,
men anvindandet av UV-ljus ensamt eller i kombination med kemisk desin-
fektion 6kar (WHO 2004; @degaard et al. 2006). Desinfektion ir ett viktigt
moment for beredningen av dricksvatten. Tillsats av klor 4r fortfarande vanli-
gast och utgor normalt en effektiv barriir, framféralle mot bakterier. Effeki-
viteten varierar beroende pa typ av klorférening, vattnets pH och humushalt.
Hog humushalt forsimrar effekten patagligt eftersom klorféreningen istillet
reagerar med humusen. Virus tél betydligt hogre klordos @n bakterier (Pay-
ment et al. 1985). Inaktiveringseffekten ir olika for olika virus, men i regel
omkring 1-2 log, -enheter simre dn koliforma bakterier. Viruspartiklarna ir
sannolikt bundna till stdrre partiklar, vilka kan skydda viruset frén expone-
ring av desinfektionsmedlet (Shin and Sobsey 2008).

Anvindningen av ozon ir mycket begrinsad i Sverige, och idven i Norge
och Finland. Ozon utgér ett effektivt desinfektionsmedel mot sdvil bakte-
rier som virus. Forutom desinfektion avlidgsnar ozonering lukt- och smak-
storande dmnen, ger ligre firgtal samt medfér oxidation av jirn och man-
gan. Ett problem med ozonering ir att det 6kar omfattningen av efterviixt
i distributionsnitet, varfor det bér efterfoljas av langsamfilter eller filtrering
med kolfilter. (Seger 1998; Ddegaard et al. 2006)

Tiligheten mot desinfektion med UV-bestralning varierar mycket mel-
lan olika virustyper. Virus med enkelstringad arvsmassa (DNA eller RNA)
ar relativt kiinsliga mot UV-exponering medan virus med dubbelstringad
arvsmassa (DNA eller RNA) kan klara betydligt hogre doser. Exempelvis
uppvisar adenovirus (dubbelstringat DNA-virus) mycket hogre resistens dn
norovirus (enkelstringat RNA-virus). (Ddegaard et al. 2000)

4.4 Kvalitetskontroll och dess svagheter

Kvalitetskontroll av dricksvatten baseras i huvudsak pa efterkontroller av
vattnet med hjilp av indikatororganismer, detta eftersom det sillan r prak-
tiskt genomférbart att kontinuerligt mita enskilda mikroorganismer i det
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distribuerade dricksvattnet. I Norden #r de mest anvinda indikatororga-

nismerna E. coli, Clostridium perfringens, koliforma bakterier och entero-

kocker. Testerna syftar till att uppticka féroreningar fran avforing och till att

bestimma reningsprocessernas effektivitet. (Pond et al. 2004; WHO 2004;

Ddegaard et al. 2006)

Flera problem har uppmirksammats med dessa stickprovsbaserade efter-
kontroller:

* Indikatororganismer — Virus kan 6verleva linge i vattenmiljo, har ofta lag
avskiljningsgrad och 4r i manga fall mer motstdndskraftiga mot desinfek-
tion. Indikatorbakterier 4r saledes inte palitliga indikatorer for virusfore-
komst. Alternativa indikatororganismer for virus har foreslagits, sisom
F-specifik bakteriofag, colifager och bakteriofag MS2, men ingen kan
entydigt pavisa forekomst av mag-tarmvirus. (Bosch 1998; Hernandez-
Morga et al. 2009b; Hérman et al. 2004; Maunula et al. 2005; Rose et
al. 2004)

* Svar i efterhand — Analysen av mikroorganismer tar tid, varfér det finns
risk for att en fororening uppticks for sent, nir vattnet redan hunnit nd
konsumenterna.

e Stickprov — Stickprov ger en god 6gonblicksbild éver vilka patogena
mikroorganismer som finns vid det givna tillfillet. Eftersom mikroorga-
nismnivierna fluktuerar finns dock risk att plotsliga forindringar i vat-
tenkvalitén missas.

* Analyserbarhet— Patogener som har liga infektionsdoser kan orsaka sjuk-
domar vid mycket l&ga halter, vilket gor dem mycket svéra att detekeera.
Dessutom ir endast en brkdel av de patogena mikroorganismerna i vatt-

net odlingsbara, vilket gor att mérkertalet ér stort.

De metoder som i dag anvinds for vattenkontroll dr siledes inte tillrickliga
for att garantera ett hilsosamt dricksvatten. Mycket talar ocksd fér en suc-
cessiv 0kning av fororeningshalterna i vattentikter orsakad av den pigi-
ende klimatforindringen med generell nederbérdsokning i storre delen av
landet under hést, vinter och vir (Svenskt Vatten 2007). Dessutom berik-
nas extremvider med skyfall bli vanligare, vilket okar risken for briddning
och akuta féroreningsutslipp. Omfattande nederbérd kan orsaka paragligt
forhojda mikrobiella nivder och sporadiskt hog turbiditet, vilket kan over-
belasta reningsprocesser och medféra stora effekeer pa dricksvattenkvalitén
(Svenskt Vatten 2007; WHO 2004). Dessa tillfilliga fororeningsstoppar
med tillfilligt forsimrad rdvattenkvalité kan vara forridiska och litta att
missa i stickprovsbaserade 6vervakningssystem.

De senaste dren har ett flertal riskanalysmodeller utvecklats for dricksvat-
tenverk, diribland ODP (Optimal desinfektionspraxis) och MRA (Mikro-
biologisk riskanalys).

Analys med kvantitativ riskbeddmning, som MRA bygger pa, ir ett
mycket anvindbart verktyg for att utvirdera mikrobiella risker. Metodiken
bygger pa att man tar tillvara pa all tillginglig information kring ett system
(rdvattenkvalitet, reningssteg och driftstérningar) och genererar ett métt (en
sannolikhet) pd risken att en mikroorganism kan ge upphov till vattenburen
smitta. (Lundberg Abrahamsson et al. 2009).
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Riskanalysmodellerna bygger pa litteraturdata frin mikrobiologiska prov-
tagningar och avskiljningsfrsok. Dessa data baseras ofta pd s.k. indika-
tororganismer vilka sillan ger en korrekt bild av den mikroorganism man
egentligen vill studera. Vad giller virus dr kunskapen mindre 4n for bakte-
rier och protozoer. Dels saknas en vilutvecklad och standardiserad metod
for analys av virus i vatten dels saknas limplig indikatororganism .

Kunskapen om virus, dess férekomst i ytvattentikter, inaktiveringsgrad
i miljén och reduktion i dricksvattenprocesser ir (mycket) knapphindig
(Pond et al. 2004; WHO 2004).
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5 Norovirus

Vinterkriksjukan beskrevs redan &r 1929 och karakeiriseras av plotsliga
krikningar och omfattande diarréer (Kapikian 2000). Som namnet antyder
ir sjukdomen vanligare under vinterménaderna. Det var inte férrin 1972
som viruset bakom sjukdomen kunde identifieras och kopplas till ett utbrott
av diarré. D3 utbrottet intriffade i en skola i orten Norwalk (Ohio) erhll
viruset samma namn, och virus av samma slikte benimndes "Norwalk-like
viruses” eller ”Small Round Structured Viruses” (SRSVs). 2002 namngavs
virussliktet norovirus efter beslut av den internationella kommittén for
virustaxonomi (ICTV). Ménga artiklar refererar emellertid fortfarande till
de dldre namnen.

5.1 Struktur och klassificering

Norovirus ir enkelstringade RNA-virus som saknar hélje (Hardy 2005;
Thiel and Konig 1999; Zheng et al. 2006). Kapsiden som innesluter dess
arvmassa (RNA) ger den ett sfiriske utseende och viruset tillhor de allra
minsta (cirka 30 nm), figur 5-1. Arvsmassan ir enkel och kodar (utgor mall)
for nagra fa proteiner, dels sddana som bygger upp kapsiden och dels for
proteiner som krivs for att viruset ska foroka sig.

Norovirus tillhér familjen Calicivirus (Thiel and Konig 1999; Zheng et
al. 2000), figur 5-2. Till familjen Calicivirus hér dven sapovirus och tva
animala virus, vesivirus och lagovirus. Norovirus har, sdsom 6vriga Calici-
virus, en mycket variabel arvsmassa, det vill sidga viruset dr under stindig
forindring. Detta har lett till uppkomst av ett stort antal varianter med
delvis olika egenskaper. Norovirus delas in i fem olika grupper (GI till GV),
s kallade genogrupper, utifrin genetiska likheter. (Zheng et al. 2006). Varje
genogrupp kan i sin tur delas in i ett stort antal genotyper (exempelvis GI.1,
GI.2 och si vidare). GI, GII och GIV kan infektera minniskor, medan
GIII infekterar notboskap och GV méss. I dagsliget dr dock inga zoono-
ser (spridning mellan djur och minniska) kinda f6r norovirus (Rohayem
2009).

I I
VRO ... | m Lagovirus
I |
Glll m GV Genogrupp

Genotyp

Figur 5-2  Schematisk bild éver familjen Calicivirus slékttrdd. Sapovirus och
norovirus kan infektera méanniskor. Norovirus delas i sin tur in i fem
genogrupper. Vissa virusgrupper infekterar ménniskor (mérkbla),
andra djur (ljusbla).
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Schematisk skiss av norovirus.




Inom genogrupperna finns mycket stora genetiska skillnader (Khamrin et al.
2007). GI och GII, vilka ir mycket vanligare in GIV, kan delas upp i minst
15 respektive 18 genotyper och benimns GI.1 till GI.15, respektive GII.1
till GII.18. Olika virusstammar kan dessutom utbyta arvsmassa varvid en
ny, s kallad rekombinant, typ uppstar. GII 4r den dominerande genogrup-
pen och svarar for majoriteten av dokumenterade utbrott samt sporadiska
sjukdomsfall (Kroneman et al. 2008). Sirskilt vanlig dr GII.4 som arligen
infekterar ett stort antal minniskor under vintermanaderna i Europa. Den
ger dessutom allvarligast symtom (Gallimore et al. 2007). GII.4 dr dirfor
sarskilt vilstuderad och delas ofta in i ytterligare undervarianter (Bull et al.
2006; Lopman et al. 2004a).

Virusets genogrupp bestims med hjilp av PCR eller med immunolo-
giska metoder (se avsnitt 6) (Gray et al. 2007; Nordgren et al. 2008). For
att vidare klassificera viruset (faststilla virusets genotyp och stam) mdste
nyckelregioner i arvsmassan sekvenseras. Det innebir att den exakta sekven-
sen for arvsmassan bestims. Typ- och stambestimningen forsvéras av att det

saknas en erkind standardnomenklatur for norovirus.

5.2 Infektioner och symtombild

Norovirus dr mycket virulenta och sé fi som 10 till 100 viruspartiklar 4r till-
rickligt for att orsaka infektion (Atmar et al. 2008; Patel et al. 2009; Thorn-
ton et al. 2004). Spridning sker mycket effektivt frin person till person
genom kontaktsmitta eller via aerosol som bildats vid krikning eller diarré.
Virusnivderna hos en infekterad individ dr enorma, upp till 10" viruspartik-
lar per gram avforing (Atmar et al. 2008). Nivéerna 4r hogst under perioden
for symtom, men utséndringen 4r omfattande i flera dagar, ibland i flera
veckor efter att personen blivit symtomfri.

Tiden frén smittotillfillet till dess att sjukdomen bryter ut dr mycket
kort, mellan 24 och 48 timmar (Atmar et al. 2008; Kaplan et al. 1982; Patel
et al. 2009). Karakdiristiska symtom ir illamdende, magsmirtor, plotsliga
krikningar och diarréer. Viruset infekterar individer i alla &ldrar, men ildre,
mycket unga och personer med nedsatt immunf6rsvar 4r mer mottagliga
for infektion och fér svirare symtombild, varfor dessa ofta behéver sjukvird
(Patel et al. 2009; Thornton et al. 2004). I industrialiserade linder fore-
kommer dédsfall inom riskgrupper i samband med obehandlad uttorkning
(Atmar and Estes 2001; Thornton et al. 2004). I dagsliget saknas likeme-
delsbehandling av norovirusinfektioner. Varden bestér istillet frimst av att
uppritthilla vitskebalansen. For normalpopulationen ir sjukdomen dock i
regel sjilvutlikande.

Norovirusinfektioner ger savil symtomatiska som asymtomatiska infek-
tioner. I forsok dir frivilliga exponerats for viruset blev 80 % infekterade.
Av dessa utvecklade merparten symtom, medan ett mindre antal personer
forblev symtomfria. (Parashar et al. 2001)
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5.3 Foérekomst och smittspridning

Under lang tid har orsaken till merparten av mag-tarminfektioner inte kun-
nat faststillas (Patel et al. 2009). De senaste drens intensiva norovirusforsk-
ning har belyst virusets omfattande utbredning (Kirkwood 2004; Parashar
et al. 2001), och idag idr norovirus erkint som den frimsta orsaken till
magsjuka (Lopman et al. 2003; Widdowson et al. 2005). Viruset beriknas
orsaka 6ver 90 % av alla ickebakteriella och ungefir 50 % av alla epidemier
och sporadiska fall av mag-tarminfektioner virlden éver. I industrialiserade
linder tros norovirus orsaka sd mycket som 70-80 % av alla utbrott av
magsjuka (Fankhauser et al. 2002). Norovirus antas drligen ligga bakom
mer in 20 miljoner fall av magsjuka i USA och bedéms vara den vanligaste
orsaken till magsjuka frin kontaminerad mat (Mead et al. 1999). Dessutom
uppskattas drligen 900 000 barn i industrialiserade linder uppsoka sjukvard
till foljd av norovirusinfektioner. For infektioner med mildare symtom, dir
den drabbade inte behover uppsika sjukvérd, saknas uppgifter.

Utbrott av norovirus ir starkt associerat till mat- och vattenburen smitta
och utbrott har pavisats i samband med ménga olika livsmedelsprodukter,
diribland ostron, sallader, bir och dricksvatten (Flint 2004; Patel et al.
2009). Sekundir spridning via person-till-person ir trots allt dominerande.
Utbrott dr dirfér mycket vanliga i slutna miljoer som skolor, dagis, dldre-
boenden och inom sjukvarden, dir spridning litt kan ske mellan personer
(Hedlund et al. 2000; Parashar et al. 2001). Att virusutsondring fortgar
dagar till veckor efter att den smittade blivit symtomfri dkar risken for att
ytterligare minniskor smittas. Ménga dtervinder allefor tidige till arbetet
och ett stort antal utbrott har kunnat knytas till personer som hanterar livs-
medel och som tidigare varit magsjuka (Mead et al. 1999).

Férekomst av norovirus rapporteras &ret runt, men samtidigt uppvisas
sisongsmissiga monster dir genogrupp tvd (GII) 4r vanligare under vin-
termanaderna. Forekomst av genogrupp ett (GI) ir inte sisongsbundet i
samma utstrickning utan figurerar aret om. (Kroneman et al. 2008; Lop-
man et al. 2008; Nordgren et al. 2009; Thornton et al. 2004)

Olika genogrupper av norovirus uppvisar olika egenskaper gillande fore-
komst och spridningsvigar. GII och d& framf6ralle GII.4 dominerar full-
standigt utbrott dir spridning sker via person-till-person-smitta. De orsakar
drligen ett stort antal utbrott under vinterperioden i Europa. Skilet till att
utbrotten ir starkt sisongsbunden ir dnnu oklart. GII.4 férekommer dock
i ldgre utstrickning i samband med mat- och vattenburna utbrott. Istillet
domineras livsmedelsknutna utbrott av genotyper inom GI. Orsaken antas
vara att GI 4r mer motstdndskraftig mot miljéfaktorer och dirigenom kan

vara infektids under lingre tid. (Kroneman et al. 2008)

5.4 Vattenburna norovirusutbrott

Ett antal egenskaper hos norovirus gor att viruset dr mycket potent att
orsaka utbrott och omfattande epidemier, tabell 5-1 (Patel et al. 2009).
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Tabell 5-1  Egenskaper hos norovirus som bidrar till virusets omfattande
spridning och potential till att orsaka sjukdomsutbrott.
Modifierat fran Patel et al. 2009.

Egenskap Anmérkning

Lag infektionsdos Endast 10-100 partiklar &r tillrackligt fér att orsaka infektion

Asymtomatisk Virusutsondring fortgar dagar till veckor efter att den infek-

virusutséndring terade &r symtomfri. Dessutom kan smittade personer vara
symtomfria och dnda sprida héga koncentrationer virus.

Hoég stabilitet Viruset har mycket hég “&verlevnad” i miljon. Viruset tal
dessutom att frysas samt upphettning till 60 °C.

Hég motstandskraft Viruset har god férmaga att motsta héga koncentrationer

mot desinfektion av klor.

Avsaknad av langvarig  Smittade individer kan infekteras vid aterexponering av

immunitet samma virusstam under samma sédsong.

Det finns i dagsliget ingen standardiserad metodik for rutintester av norovi-
rus i vattenmiljé. Vid misstanke om vattenburna utbrott har smittsparning
frimst baserats pa virusforekomst i patientprov, vilket kriver omfattande
utredningar for att styrka att fororeningen hirrér frin vattenburen smitta
(Kukkula et al. 1999) Mégjligheten att sitta in tidiga smittbegrinsande
dtgirder 4r siledes liten. Antalet sjukdomsfall 4r ocksd lagt s linge forore-
ningen ir begrinsad. Ett omfattande utbrott krivs for att myndigheter ska
borja misstinka dricksvatten som infektionskilla.

I Norden finns ett antal rapporterade vattenburna utbrott dir konsum-
tion av vatten kontaminerat av norovirus har identifierats vara huvudorsa-
ken till utbrottet, tabell 5-2.

Tabell 5-2 Nordiska vattenburna utbrott av norovirus.

ett utbrott pa ett konferenscenter i Stockholm under 2001.

| Finland har 17, varav 5 stdrre, vattenburna norovirusutbrott rapporterats mellan
1998 och 2003. De stérre utbrotten orsakades i de flesta fall av kontaminerat grund-
vatten.

12 stycken: < 200
5 stycken: 200-5500

Beskrivning Sjukdomsfall Referens

| en by i Dalarna insjuknade 173 personer i magsjuka under pasken 2009. Vid analys 173 (SMI 2010b)

av det kommunala dricksvattnet kunde SMI pavisa norovirus av samma genotyp som

pavisats hos sex insjuknade bybor.

| slutet av 2008 insjuknade ett stort antal personer i norovirus (GlI.4) i Lilla Edet. 2300 (Larsson 2009)
Orsaken var kontaminerat kommunalt dricksvatten.

Under 2002 finns minst atta rapporterade vattenburna norovirusutbrott i Sverige. 30-400 (Lysén et al. 2009)
Lackage av avloppsvatten som kontaminerat en privat grundvattenbrunn lag bakom 200 (Nygard et al. 2003)

(Maunula et al. 2005)

Vattenburna utbrott dr mycket allvarliga di ett stort antal personer kan
insjukna under kort tid. Detta innebir en stor samhillsbelastning och ir
forenat med mycket stora kostnader (Lopman et al. 2004b). Kostnaden for
ett vattenburet sjukdomsutbrott har bedémts till 136 Mkr i en kommun
med 20 000 invdnare och 415 Mkr i en kommun med 60 000 invinare
(VAS-ridet 2009). Forutom utbrott misstinks bakgrundsnivier av virus i
dricksvatten kontinuerligt ge upphov till sporadiska sjukdomsfall i samhil-
let (Lindberg and Lindqvist 2005).

I likhet med andra mag-tarmvirus kan norovirus smitta via ett flertal
spridningsvigar, figur 4-1 (Bosch et al. 2008). Virus nér dricksvattentik-

ter genom otillricklig avloppsvattenrening samt i samband med exempel-
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vis avloppsvattenlickage eller briddning av avloppsvatten i samband med
extrem nederbord (Leclerc et al. 2002; WHO 2004). Norovirus har detek-
terats i mycket hoga koncentrationer i Ryaverket, ett svenskt reningsverk
(Nordgren et al. 2009). Det inkommande avloppsvattnet innehéll mellan
10°-107 viruspartiklar/liter och det utgdende, renade avloppsvattnet upp till
10° viruspartiklar/liter. Avskiljningen var timligen liten under normal drift,
i genomsnitt 1,5 loglo—enheter, vilket innebir att stora mingder norovirus
slapps ut i miljon. Norovirus har dven pavisats i floder och sjosystem (Hara-
moto et al. 2005; Hernandez-Morga et al. 2009b; Kukkula et al. 1999;
Rutjes et al. 2006; Westrell et al. 2000).

5.5 Inaktivering av norovirus

I vattenmiljo sker en successiv minskning av halten norovirus efter utslipps-
punkten genom kemisk inaktivering, exponering fr ogynnsamt pH, solljus
och virme. I likhet med manga andra mag-tarmvirus dr norovirus mycket
motstdndskraftiga mot miljomissig inaktivering. Norovirus har pévisats
finnas kvar under lénga tider i vatten (Thornton et al. 2004; Wyn-Jones
and Sellwood 2001) och liga vattentemperaturer gynnar virusférekomsten
(Bae and Schwab 2008; Rohayem 2009). Emellertid baseras kunskapen pé
pavisande av virusets arvsmassa, medan det inte finns nigra uppgifter om
mingden infektitsa norovirus.

For att utreda hur snabbt viruset blir inaktiverat i miljéprov har manga
studier utforts pd andra virus inom familjen calicivirus, frimst pd musnoro-
virus och kattcalicivirus. Dessa virus ir, tillskillnad frin humant norovirus,
mojliga att odla. D3 de ir genetiskt och strukturellt mycket lika humant
norovirus har de antagits ha jimforbara egenskaper. Vid experiment med
ytvatten minskade antalet infektiosa calicivirus i mycket liten grad, mel-
lan 0,09 och 0,18 log, -enheter per dag, beroende pa vattentemperatur och
typ av calicivirus. Forsoken tyder samtidigt pd att mingden detekterbar
arvsmassa bryts ned i lingsammare takt. Arvsmassan f6r humant norovirus
reducerades med cirka 0,02 log, -enheter per dag, vilket var lingsammare dn
for ovriga calicivirus. (Bae and Schwab 2008)

Mycket talar dock for att egenskaperna mellan olika virus inom calicivi-
rus skiljer sig &t. Exempelvis har humant norovirus visats vara mer virme-
stabilt 4n ovriga (Hewitt et al. 2009). Dessutom varierar stabiliteten i vat-
tenmiljo dven mellan olika genogrupper av humant norovirus. Till exempel
domineras vattenburna utbrott av genogrupp 1, trots att virus av genogrupp
IT totalt sett dr mycket vanligare.

5.5.1 Motstandskraft mot klor

Norovirus motstindskraft mot klor 4r omtvistad och resultaten frin utforda
studier spretar. I tidiga experiment med férsokspersoner har norovirus visat
mycket hog motstindskraft mot klor (Keswick et al. 1985). Klorhalter pd
3,75 mg/l under 30 minuter var inte tillrickligt for att inaktivera (oskad-
liggora) alla virus, utan merparten av forsokspersonerna insjuknade. Aven

senare experiment har visat att klornivier lingt 6ver tilliten dosering i Sve-
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rige krivs for att inaktivera viruset (Duizer et al. 2004). En studie av Shin
och Sobsey (2008) motsiger detta di klorering med 1 mg/l pévisades vara
mycket potent for att inaktivera ett flertal virus, ddribland norovirus. For-
sok med musnorovirus visar ocksi pd en omfattande inaktivering, dven vid
relativt ldga doser klor (0,2 mg/l) (Cromeans et al. 2009).

Olika forsoksbetingelser dr sannolikt forklaringen till de spretande resul-
taten. Ect flertal parametrar pdverkar inaktiveringseffektiviteten, frimst pH,
mingd organiskt och oorganiskt material (frimst ammoniumférekomst)
och kontaketid (Lundberg Abrahamsson et al. 2009). Exempelvis utfordes
Shin och Sobseys férsok vid pH 6, varvid kloret i hog utstrickning forelig-
ger som underklorsyrlighet (HOCI). Desinfektionseffekten for underklor-
syrlighet 4r 80—100 gnger effektivare én nir kloret foreligger som hypoklo-
ritjon (OCI"), den form som merparten av kloret foreligger i vid klorering
av dricksvatten (pH > 7,5) (AWWA 1990).

Inga utredande studier 4r utférda under vanliga svenska férhéillanden (laga
klordoser, pH > 8, korta kontakttider och betydande humusférekomst), det
vill siiga forhallanden som talar f6r en mycket begrinsad inaktiveringseffekt.

Ytterligare studier krivs for att utreda norovirus motstdndskraft mot klor.

5.6 Okning av antalet norovirusfall

Antalet rapporterade norovirusfall har 6kat enormt under de tvd senaste
decennierna (Widdowson et al. 2005). Férbittrade diagnostiseringsmeto-
der kan till viss del forklara ckningen. De tidigt utvecklade metoderna var
alltfor okinsliga, nigot som har medfért att antalet utbrott av norovirus
sannolikt har underskattats. I takt med utveckling av molekylira detektions-
metoder har virusets pdtagliga utbredning blivit alltmer uppenbar. Samti-
digt visar studier pd uppkomst av en ny, mycket virulent norovirusstam,
GIL.4, vilken idag férorsakar mellan 60-90 % av alla rapporterade fall av
mag-tarminfektion (Gallimore et al. 2007). Varianter av denna genotyp har
fororsakat pandemiska (virldsomfattande) utbrott sedan mitten av 90-talet
och cirkulerar fortfarande, vilket bidrar till det mycket hoga antalet rap-
porterade diarréer (Lindesmith et al. 2008; Lopman et al. 2008). Varfor just
GIIL.4 orsakar pandemier ir oklart, men orsakerna tros vara en kombination
av bland annat bittre biologisk anpassning, kraftigare virusutséndring frin
infekterade individer och snabb mutationshastighet.

Dagens forindrade livsstil tros ocksa bidra till virusets 6kade utbredning.
Minga minniskor vistas i hogre utstrickning pad begrinsade ytor sisom
i skolor, pa dagis, sjukhus, ildreboende, men #ven i samband med resor
pa firjor, flygplan och hotell. Den 6kade konsumtionen av “firdigmat”,
sasom firdiga sallader, smérgdsar, och annan mat som fortirs utan tillag-
ning férmodas dven 6ka smittspridningen frin matproducenter (Parashar
et al. 2001). Mat som hanteras av ménga personer vid produktion blir allt
vanligare och konsumtionen av firska bir, frukter och gronsaker har 6kat,
vilka i hég utstrickning odlas i linder dir bevattning med avloppspaverkat
vatten 4r vanligt (Hjertqvist et al. 2000).
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6 Detektionsmetoder fé6r norovirus

Sedan linge har detektion av mikroorganismer baserats pa odling. Odlings-
metoder 4r dock inte tillimpbara fér norovirus eftersom limpliga odlings-
betingelser inte har hittats (Kirkwood 2004; Patel et al. 2009). Elektron-
mikroskopi var linge enda metoden for att pévisa norovirus. Molekylira
metoder vid detektion och utvirdering av mikroorganismer har kommit att
utgora en allemer central del for nutida mikrobiell diagnostik. Under de tva
senaste drtiondena har utveckling av tvd molekylira diagnostiska metoder,
PCR och ELISA patagligt forbittrat kunskapen om norovirus (Patel et al.
2008; Widdowson et al. 2005).

6.1 Elektronmikroskopi

Tekniken bakom elektronmikroskopi (EM) utvecklades redan p& 1930-talet.
I elektronmikroskop ersitts ljus av en elektronstréle for att dterge en bild av
det som studeras. Det studerade objektet beskjuts med elektroner, vilka har
en kortare viglingd 4n synligt ljus. Detta mojliggor omkring 1 000 ganger
bittre upplosning for EM jimf6rt med traditionell ljusmikroskopi, vilket dr
nddvindige for att kunna se virus. Kinsligheten for direkt elektronmikro-
skopi av virus ir 1ag och for detektion krivs minst 10°~107 viruspartiklar per
gram avforing. De enorma kvantiteterna av mag-tarmvirus i avforing gor att
metoden trots allt 4r anvindbar och den tillimpas fortfarande for att pavisa
norovirus i patientprov. Apparaturen ir dyr och kriver stor erfarenhet for att
anvindas for virusdetektion. (Atmar and Estes 2001; Parashar et al. 2001)

Genom att sitta till molekyler, som specifikt binder in till norovirus,
klumpar viruspartiklarna ihop sig och blir littare att uppticka (Parashar
et al. 2001). Denna teknik gor mikroskoperingen 10-100 ginger kinsli-
gare och benimns immunelektronmikroskopi (IEM). Tekniken anvindes
di norovirus for forsta gdngen detekterades i avféring och kunde kopplas till
magsjukeutbrott (figur 6-1) (Kapikian et al. 1972). Metoden kan anvindas
for att bestimma upphov till utbrott, men ir egentligen alltfor okinslig och
ospecifik f6r norovirus (Fisman et al. 2009). Kinsligheten 4r dessutom langt
ifrdn illricklig for att tillimpas pé vattenprov.

6.2 Enzymkopplade antikroppar (ELISA)

S4 kallad antigen-ELISA kan anvindas for att pavisa férekomst av noro-
viruspartiklar i ett prov, figur 6-2. Tekniken bygger pa den mycket speci-
fika bindningen mellan antikropp och antigen. En antikropp ir en molekyl
bildad av kroppens immunférsvar vid kontakt med ett frimmande dmne
(antigen), vilket i detta fall utgérs av norovirus ytstrukturer.

Prov sitts till en platta med brunnar. Vissa brunnar ir beklidda med anti-
kroppar riktade mot norovirus, andra brunnar med ospecifika antikroppar.

De senare utgor referensbrunnar. Om norovirus finns i provet binder de in
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Figur 6-1

Elektronmikroskopibild av norovirus
(Foto: Kjell-Olof Hedlund,
Smittskyddsinstitutet).



till de specifika antikropparna i brunnarna. Icke inbundna komponenter
tvittas bort. Direfter tillsitts norovirusantikroppar kopplade med enzym.
Icke inbundna komponenter tvittas dter bort och ett substrat tillsitts som
dndrar firg vid nirvaro av enzymet. Firgintensiteten okar linjirt med ming-
den virus i provet. Proven jimférs med en referensbrunn.

De forsta antikroppsbaserade detektionsmetoderna for norovirus hade en
kinslighet i nivd med elektronmikroskopi (Widdowson et al. 2005). Senare,
med hjilp av konstgjorda viruspartiklar, kunde mer specifika antikroppar
tas fram, varvid kinsligheten avsevirt kunde férbittras. Numera ir kins-
ligheten inte langt efter dagens realtids-PCR-system (Fisman et al. 2009).
Emellertid dr ELISA inte tillrickligt kinslig for detektion av norovirus i

vattenprov.
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Figur 6-2  Principen fér Antigen-ELISA.
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6.3 PCR

PCR (frin engelskans Polymerase Chain Reaction) dr numera den mest
anvinda analysmetoden for detektion av mikroorganismer (Mackay et al.
2002). Metoden ir snabb, kinslig, robust och enkel. Den ir speciellt anvind-
bar for svirodlade mikroorganismer sdsom exempelvis virus. Anvindningen
av PCR begrinsas av att dtminstone delar av organismens arvsmassa mdste
vara kartlagd, vilket medf6r att metoden endast kan tillimpas pa kinda
virus. Problem uppstdr ocksd vid analys av snabbmuterande virus sisom
RNA-virus, eftersom deras arvsmassa kan varierar mycket mellan olika
genotyper och dess undertyper. Till exempel har det tidigare saknats bra
system for att ticka det stora antalet norovirustyper, vilket historiskt har lett
till ett stort morkertal av norovirusutbrott (Parashar et al. 2001).

PCR beskrevs under mitten av 1980-talet. Det dr en metod for att
méngfaldiga specifika DNA-sekvenser. I korthet bygger principen pa att
en DNA-sekvens, exempelvis frin en organisms arvsmassa, mangfaldigas
in vitro (i provror) s att DNAt kan detekteras. Metoden utnyttjar ett
virmestabilt DNA-byggande enzym (polymeras), primrar (korta, specifika
DNA-sekvenser som binder in till malsekvensen) samt enskilda nukleotider
(DNAts byggstenar). (Mackay et al. 2002)
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En yta beklids med antikroppar specifika for
det sokta antigenet.

Provet sitts till varvid eventuellt antigen kan
binda in. Direfter tvittas icke inbundna kom-
ponenter bort.

Riktade antikroppar kopplade med enzym
sitts till. Icke inbundna komponenter tvittas
dter bort.

Ett substrat tillsitts som dndrar firg vid nir-
varo av enzymet. Firgforindringen mits och
jimf6rs med en referensbrunn med ospecifika
antikroppar.



Genom att temperaturen cykliskt alterneras kan polymeraset gora kopior
av en DNA-striing, figur 6-3. D4 temperaturen hojs separeras DNA-string-
arna. Nir temperaturen ater sinks kan primrar och polymeras binda in.
Temperaturen hdjs ndgot varvid polymeraset kan bygga upp en komple-
mentir string utifrn originalet. Vid varje cykel dubbleras malsekvensen,
vilket slutligen ger miljontals kopior, som sedan kan detekteras. Metoden
har kommit att revolutionera mikrobiologin. (Mackay et al. 2002)
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Figur 6-3  Principen fér PCR. Till reaktionsréret sétts prov (DNA-templat),
polymeras, primrar, nukleotider och buffert. Polymeraset kopierar

DNA-strédngen genom ett cykliskt temperaturprogram, vanligen
25-45 cykler.

Traditionell detektion av PCR-produkt utfors med elektrofores f6ljt av visu-
alisering med UV-ljus. Elektrofores innebir att de negativt laddade DNA-
fragmenten fir vandra i gel under inverkan av ett elekeriske filt. DNA-frag-
menten separeras efter lingd i och med att korta fragment firdas snabbare.
Gelen liggs i en kemikalie som binder in till DNAt och som sinder ut
synligt ljus nir den exponeras f6r UV-ljus. (Strachan and Read 1999)

Med PCR detekteras arvsmassa, vilket innebir att metoden inte skiljer
infektiosa virus fran inaktiverade (viruspartiklar som inte kan infektera),
nigot som kan vara bdde till férdel och i vissa fall till nackdel. Fordelen ir
att arvsmassa frin sdvil infektiosa som inaktiverade virus kopieras, vilket
ger hogre kinslighet. Detta ir betydelsefullt vid analys av vattenprov, dir en
mycket stor fraktion av viruspartiklarna antas vara inaktiverade. Nackdelen

dr att positiva PCR-resultat inte kan bevisa férekomst av infektigsa virus.

6.3.1 Realtids-PCR

Realtids-PCR ir en vidareutveckling av konventionell PCR och majliggor,
precis som namnet antyder, att analyssvar erhalls fortldpande under pro-
cessens ging. Metoden har flera férdelar; den dr mycket snabb, har hog
kinslighet och kan ge en uppskattning av antalet virus i provet. Uppskatt-
ningen gérs genom jimforelse med referensprov av kinda koncentrationer.

(Kubista et al. 2006) Ett typiskt mitintervall for realtids-PCR r 10 till 107
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Varje cykel bestar av tre faser:

1 Temperaturen hdjs varvid DNA-stringarna
separerar

2 Temperaturen sinks si att primer och
polymeras kan bindas in

3 Temperaturen 6kas négot och polymera-
set bygger en komplementir string utifrin
originalet.



virus/prov (Nordgren et al. 2008). Det stora mitintervallet for med sig att
koncentrationsuppskattningen blir timligen grov och antalet virus anges
dirfor ofta i logskala (exempelvis 10° virus/prov).

Realtids-PCR utnyttjar en markér som binder in till det kopierade DNAt
i varje cykel. Markéren fluorescerar, det vill sidga absorberar ljus av en vag-
lingd och sinder ut ljus av en lingre viglingd. Det utsinda ljuset utgor
en signal som ir proportionell mot mingden PCR-produkt och detektion
sker under varje cykel. Under de forsta cyklerna ir signalen for svag for att
kunna urskiljas frin bakgrundsbruset. PCR-produktens exponentiella till-
vixt innebir att den slutligen ndr 6ver mitbara nivier och kan detekteras.
(Kubista et al. 2000). Ju firre cykler som behdvs for att nd upp till mitbara
nivier, desto fler kopior av arvsmassan fanns ursprungligen i provet, figur
6-4. Det finns ett flertal framtagna system med fluorescerande markérer,
sisom CYBR green, TagMan, Molecular Beacons och Light Upon eXten-
sion (LUX™). LUX™ har hég kinslighet och systemet har framgingsrikt
anvints for att detektera norovirus i avloppsvatten (Nordgren et al. 2008).

Fluorescens

=
[=}

o
%)

Matvarde
prov1

Matvarde
prov 2

Detektionsniva

o

Cykel
T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35

Figur 6-4  Realtids-PCR. Figuren visar tva prov med olika médngd norovirus.
Prov 1 (bla kurva) nar detektionsnivan (réd linje) fére prov 2 (grén
kurva) och har dérfér fler ursprungliga kopior av norovirusarvs-
massa. Proven koncentrationsbestams genom jamférelse med
referensprov av kdnda koncentrationer.

6.3.2 Syntes av DNA fran RNA

Arvsmassan i vissa virus, diribland norovirus, utgors av enkelstringat RNA.
For att kunna utnyttja PCR krivs att arvsmassan forst har gjorts om till
dubbelstringat, komplementirt DNA, si kallad cDNA. cDNA kan synteti-
seras (framstillas kemiskt) frin RNA med kommersiella kit (en firdigkom-
ponerad uppsittning kemikalier, reagenser och provrér).
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7 Analyskedja fér detektion
av norovirus i vatten

Realtids-PCR ir den enda metod som har dillrickligt hog kinslighet for
detektion av icke odlingsbara virus i vattenmiljé. Koncentrationerna av
virus i révatten forvintas vara liga, vilket stiller krav pd en omfattande viru-
sanrikning (Pond et al. 2004). Anrikningen 4r dessutom nédvindig for att
reducera volymen, eftersom PCR utf6rs p& miljondelar av en liter. Den stora
volymreducering innebir att det ér ofrinkomligt med stora forluster, oavsett
vilken anrikningsmetod som tillimpas. Typiska utbyten f6r 10 liter sj6- och
flodvatten ligger mellan 0-10 % (Albinana-Gimenez et al. 2009). Det finns
dock fi artiklar som jimfér olika metoder fér anrikning av norovirus med
samma typ av vatten, vilket innebir att det 4r mycket svért att jimfora olika
metoder. Ofta anvinds dessutom andra virus, sisom adenovirus och polio-
virus, vid frsoksuppstillningar for att bestimma utbytet for metoden, trots
att utbytet skiljer sig patagligt mellan olika virus.

Analysmetodik for detektion av norovirus i vatten bestdr av ett flertal

steg, figur 7-1.

3. Molekylarbiologisk analys

1. 2. 3a. 3b. 3c. 3d.
Provtagning Anrikning RNA- cDNA- Detektion/ Bestamning
extraktion syntes kvantifiering av virusstam

Provtagning Koncentrering
av vatten av virusfraktion Arvsmassan Extraherat Realtids- DNA-
extraheras RNA gérs PCR sekvensering
om till DNA

Figur 7-1  Oversiktlig beskrivning av analyskedjan for molekylér detektion av RNA-virus i vattenprov med realtids-PCR.

De olika stegen i analyskedjan for norovirus i vatten ir:
1 Provtagning. Provtagning av sjo- eller &vatten.

2 Anrikning. Provet koncentreras for att samla viruspartiklarna i en min-
dre volym. Dirigenom okar sannolikheten for att hitta dem i efter-
foljande steg. Det saknas en standardiserad anrikningsmetod (Bosch
et al. 2008), vilket gor detta steg till den storsta utmaningen. Olika
anrikningstekniker beskrivs senare i detta kapitel och utvecklingen av
en modifierad metod beskrivs i kapitel 8.

3 Molekylirbiologisk analys. Detta steg kan delas upp i flera delmoment
som det antingen finns firdiga kommersiella eller utarbetade system for.
Dessa har satts samman till en automatiserad analyskedja, se avsnitt 10.
a  RNA-extraktion. Arvsmassan (RNA) i provet extraheras med ett av

flera kommersiella system.
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b ¢DNA-syntes. Arvsmassa i form av RNA gérs om till cDNA (kom-
plementirt DNA). Aven for detta delsteg finns kommersiella system
att tillgd.

¢ Detektion med realtids-PCR. Ett analyssystem med hog kinslig-
het for detektion med realtids-PCR finns utarbetat for norovirus
(Nordgren et al. 2008). Systemet medger samtidigt kvantifiering av
mingden norovirus i provet.

d DNA-sekvensering. Virusets genotyp och stam faststills genom att
den exakta sekvensen for ett avsnitt av virusets arvsmassa bestims.
Om provet innehéller en blandning av flera norovirus krivs ytterli-
gare analyssteg.

7.1 Anrikning av norovirus i vatten

Anrikning ir ett nddvindigt steg for att mojliggora analys av virus i vatten.
Fér att mita bakgrundsnivder av virus i ytvattentikter maste metoderna
dessutom vidareutvecklas. En del av arbetet inom projektet har bestartt i att
kartligga beskrivna metoder samt vidareutveckla en metod f6r att fungera
under de givna forutsittningarna. En vil fungerande anrikningsmetod bér
uppfylla ett antal kriterier: tekniske enkel, snabb, billig, ha ett relativt hogt
utbyte, ge en liten slutvolym samt fungera for ett brett spektrum av mag-
tarmvirus (Bosch et al. 2008). Dirtill miste metoden vara robust och ha
hog reproducerbarhet. Ingen metod idag uppfyller alla kraven, varfor det
normalt krivs anrikning i flera steg.

De laga viruskoncentrationerna kriver som tidigare nimnts anrikning
utifrin relativt stora vattenvolymer, minst en liter for ytvatten (Gilgen et
al. 1997) Innan provet anrikas maste det normalt konditioneras (kemika-
lie dillsdtes for ate dndra pH eller jonstyrka) eller forfiltreras. For att dstad-
komma en hég koncentreringsgrad och nd ned dill tillrickligt sma volymer

Tabell 7-1A  Tillampade anrikningsmetoder for anrikning av virus i stora volymer (fran cirka en liter).

Dessa utgdr generellt ett férsta anrikningssteg.

Princip Metod Startvolym (l) Slutvolym (1) Tillvdgagangssatt
Adsorption/eluering Positivt laddat filter 1-2 0,003 0,45 pm nylonmembran, 47 mm
Adsorption/eluering Negativt laddat filter 0,5-500 0,01-0,2 0,45 pm HA-filter, 47 till 293 mm
Adsorption/eluering Negativt laddat filter 10-600 0,650-1,800 1,2 pm filterkassett
Adsorption/eluering Glasullskolonn 10-1500 20,1 Filtrering med glasullsfilter
Storleksseparering Membranfilter 20-100 =0,3 Ultrafiltersystem

Tabell 7-1B  Tilldmpade anrikningsmetoder fér anrikning av virus med provvolymer mindre &n en liter.
Detta steg utférs normalt som ett andra eller senare anrikningssteg.

Tillvagagangssatt

Princip Metod Startvolym (ml) Slutvolym (ml)
Partikelférdelning Membranfilter 1000 15
mellan faser
Partikelférdelning Mikrokoncentrator 2-20 0,1-0,7
mellan faser
Storleksseparering Tva-fas-separation 4 0,1
Storleksseparering Tva-fas-separation 50-650 1-5

med PEG

Ultrafiltersystem

Centricon 100 eller
Centriprep YM50

Fasseparation med kloroform

Féllning med polyetenglykol (PEG)
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for tillimpning av molekylirbiologisk analys utférs anrikningen i tvé eller
fler steg. Extraktionen av virus-RNA utfors pa s lite som ndgra hundra
mikroliter, vilket innebir att koncentreringen méste vara mellan 10° och 10*
ginger per liter vattenprov.

Olika anrikningsmetoder ir tillimpbara vid olika volymer och dessa
utnyttjar olika fysikaliska principer. Vid anrikning av stora volymer (frin
en liter), anvinds frimst adsorption-/elueringsmetoder eller membranfilt-
rering, tabell 7-1A. Vid anrikning av mindre volymer (mindre n en liter),
tillimpas i forsta hand koncentrering med mikrokoncentrator eller fassepa-
ration, tabell 7-1B.

7.1.1 Adsorptions-/elueringsmetoder

Flera vanliga och vilbeprévade adsorptions- och elueringsmetoder finns for
anrikning av virus i vattenprov. Metoden bygger pd att provet fors i kon-
takt med en matris (exempelvis genom ett filter) till vilken viruspartiklarna
adsorberar. Filtratet, vitskan som passerat matrisen, kastas. Viruspartiklarna
elueras frin matrisen med en liten volym 18sning som samlas upp. Vanligen
utgors matrisen av filter (med porstorlek 0,45 tll 1,2 pm) eller av kolon-
ner med glasull. Eftersom filtrens porstorlek ir storre 4n viruspartiklarna,
anvinds filter av elektrostatiskt laddade material. Viruspartiklarna, vilka bir
laddade ytstrukeurer, attraheras och binder hirigenom in till filtret. I all-
minhet justeras vattenprovets pH ned for att for att partiklarna ska fastna
bittre i filtret. Vanligt 4r dven att tillsitra flockningskemikalier sa att virus-
partiklarna bildar st6rre komplex. Eluering sker generellt med en lésning
med hogt pH. (Wyn-Jones and Sellwood 2001)

Eftersom molekylira analystekniker anvinder brikdelar av en milliliter 4r
i de flesta fall slutvolymen likvil allef6r stor. Dirfor krivs ytterligare minst
en anrikningsprocess. Antingen upprepas metoden i mindre skala, eller s&
anvinds en anrikningsmetod fér mindre volymer, se tabell 7-1B. (Wyn-
Jones and Sellwood 2001)

Hur stora vattenvolymer som kan hanteras beror pa hur snabbt matrisen
blir mittad, det vill siga hur snabbt ett filter sitts igen. Partikelrika vatten-
prov forfiltreras ofta med filter av storre porstorlek. Dirigenom kan prov-
volymen 6kas, samtidigt som forfiltreringen reducerar antalet partiklar som
annars riskerar att stéra den efterfoljande analysen.

Virusforluster vid anrikning 4r ofrinkomligt, och beror i stor utstrick-
ning pa vattenkvalitén/typen av vatten (destillerat vatten, dricksvatten
och ytvatten) (Hamza et al. 2009; Haramoto et al. 2009). I ménga stu-
dier anvinds poliovirus eller bakteriofag MS2 som modell for att utvirdera
utbytet. Dessa virus ir, till skillnad frén norovirus, forhéllandevis enkla att
detektera och kan kvantifieras med odling. Eftersom virus 4r enkla organis-
mer forvintas olika virus uppfora sig lika vid anrikningen. Emellertid tyder
flera sentida studier pa att utbytet skiljer sig mellan olika virus (Bae and
Schwab 2008; Haramoto et al. 2009; Shin and Sobsey 2008). D4 framtagna
anrikningssystem ofta ir utvirderade med olika virus och vattentyper ir det

svart att jimfora anrikningsmetodernas effektivitet f6r humant norovirus.
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Positiva filter

Filter av nylon ir av naturen positivt laddade, vilket har utnyttjats av olika
forskargrupper for att anrika viruspartiklar i sjovatten (Gilgen et al. 1997;
Hifliger et al. 2000; Horman et al. 2004; Kukkula et al. 1999; Maunula
et al. 2005; Nygérd et al. 2003). Viruspartiklarna har negativt laddade
ytstrukturer, framforallt vid ldga pH, och attraheras dirfor av det positivt
laddade filtret. Elektropositiva filter kan anvindas utan att vattnet konditio-
neras, men fungerar bist inom pH-intervallet 3-6, medan pH > 7 snabbt
ger simre utbyte (Wyn-Jones and Sellwood 2001). Viruspartiklarna elueras
med en buffert med hogt pH.

Negativa filter

Det finns studier som utnyttjar s kallade HA-filter (0,45 pm), elektrone-
gativa cellulosa-nitrat-filter, for att koncentrera virus i vatten (Haramoto
et al. 2005; Haramoto et al. 2004; Haramoto et al. 2009; Katayama et al.
2008). Vanligen tillsites Mg?* till provet for att binda de negativa viruspar-
tiklarna till storre komplex. I vissa studier sinks dessutom provets pH till
3,5. En annan mgjlighet ir att ladda filtret genom att skélja det med Al**
innan provet filtreras (Haramoto et al. 2007). Provet filtreras sedan varvid
viruspartiklar binder in. For att underlitta eluering och f6r att avligsna fler-
virda positiva joner, skoljs filtret i sur losning (pH 3,5) och provet elueras
direfter i buffert med hogt pH. Andra studier har anvint kasetter med filter
med porstorlek 1,2 pm (Rutjes et al. 2005; Rutjes et al. 2006; Westrell et
al. 2006). For att motverka att filterkassetten sitter igen maste vattenprovet
konditioneras fore filtrering.

Glasullskolonner

Kolonner fyllda med behandlad glasull adsorberar virus kring neutralt pH
utan att provet konditioneras (Wyn-Jones and Sellwood 2001). Tekniken
har dllimpats pa bide yt-, grund- och dricksvatten (Lambertini et al. 2008;
Vivier et al. 2004). Utbytet varierar mycket och beror pé typ av virus, vatt-
nets pH och partikelhalt. Anrikning med glasull 4r ddremot ekonomiske
och limpar sig vil vid analys av stora vattenvolymer vid gynnsamma vat-

tenegenskaper.

7.1.2 Membranfiltrering

Membranfiltrering innebir att vattenprovet cirkuleras dver ett membran dir
flédesrikeningen ir parallell med membranytan. Genom att vitskan tryck-
sitts pressas smd molekyler (vatten och joner) genom membranet, medan
stora molekyler och partiklar blir kvar i ett koncentrat. Vitskans hastig-
het hélls hég nog for ett turbulent flsde. Dirigenom undviks igensittning
av membranet. Filtrets grovlek viljs utifran storleken pd det som ska anri-
kas. For sma partiklar sdsom virus, anvinds sé kallade ultrafilter, filter med
mycket liten porstorlek. Provvolymen kan reduceras till den minsta volym
som krivs for cirkulation. (Wyn-Jones and Sellwood 2001)
Membranfiltreringssystem finns i olika storlekar for att hantera frin en
liter upp till hundratals liter. Ett system som hanterar tio- till hundratals
liter 4tfoljs ofta av ett mindre system for att ytterligare koncentrera prov-

volym. Direfter reduceras provet vidare med en annan anrikningsmetod.
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De storsta fordelarna med metoden ir att vattenprovet inte méste konditio-
neras och att metoden kan tillimpas pa ett stort antal olika virus. Systemen
ir dock ofta dyra att sitta upp och varje filtrering tar ling tid. Metoden
har framgéngsrike tillimpats pa 20 liter ytvatten och 100 liter dricksvatten
(Hernandez-Morga et al. 2009b; Polaczyk et al. 2008).

7.1.3 Mikrokoncentrator

Koncentrering med mikrokoncentrator ir tillimpbart f6r smi provvolymer,
mellan 2-20 ml. Metoden 4r mycket anvindbar for anrikning i steg tva eller
senare och har anvints i ett stort antal studier (Gilgen et al. 1997; Hara-
moto et al. 2005; Haramoto et al. 2004; Haramoto et al. 2009; Hérman et
al. 2004; Kukkula et al. 1999; Liu et al. 2007). Principen bygger pa stor-
leksseparering med ett finmaskigt filter pa en insats placerad i en behéllare.
Provet placeras i insatsen och centrifugeras varvid vatten, joner och partik-
lar med molekylvikt under ett visst “cut off’-virde pressas genom filtret.
Viruspartiklar och storre partiklar kan inte passera filtret utan blir kvar i ett
koncentrat. Det finns flera olika modeller och olika "cut off”-virden for
varje modell.

7.1.4 Tva-fas-separation

Vid tvé-fas-separation blandas vattenprovet med tva vitskor med olika egen-
skaper, exempelvis butanol/kloroform eller dextran/polyetenglykol (PEG).
Vitskornas olika egenskaper gor att de separerar, varvid det bildas tva viits-
kefaser. Vattnet dterfinns i en av faserna. Provets partiklar loser sig olika bra
i faserna beroende pd deras fysikaliska och kemiska egenskaper och fordelas
alltsd i stor utstrickning i en av dem. Volymen f6r den fas dir merparten
av onskad partikel finns halls liten. Partiklarna forflyttas siledes frin en stor
volym till en betydligt mindre. Metoden begrinsas i volym till upp till cirka
en liter, och anvinds dirfor ofta vid anrikning i ett andrasteg (Hernandez-
Morga et al. 2009a; Lambertini et al. 2008; Lodder and de Roda Husman
2005; Polaczyk et al. 2008; Westrell et al. 20006).
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8 Anrikningsmetodik
for norovirus i vatten

En anrikningsmetod utvecklad av Gilgen et al. (1997) valdes som utgdngs-
metod for anrikning av norovirus i vatten. Metoden har framgingsrikt
anvints av ett flertal olika forskargrupper for att pavisa norovirus i &- och
sjovatten (Gilgen et al. 1997; Kukkula et al. 1999; Maunula et al. 2005).
Den ir enkel att sitta upp, billig och kan skalas upp for analys av storre vat-

tenvolymer.

8.1 Anrikningsmetod enligt Gilgen et al. (1997)

Anrikningsmetoden av Gilgen et al. (1997) baseras pd tva anrikningssteg
for att koncentrera provet cirka 7000 ginger. I det forsta steget utnyttjas
adsorptions-/elueringssteg med ett positivt laddat filter. Anvindningen av
just denna typ av filter har bestimts empiriskt och filtrets exakta funktion
beskrivs inte nirmare i metoden. Troligt 4r dock att viruspartiklar fingas
genom elektrostatisk attraktion och att virus bundna till stérre aggregat fast-
nar i fileret av steriska skil. Det andra steget utgérs av storleksseparation
med hjilp av mikrokoncentrator. Férutom sjilva anrikningsstegen ingdr ett
antal ytterligare moment som beskrivs nedan. Uppdelningen har gjorts for
att underlitta for lisaren att folja med i utvecklingsdelen av metoden som
beskrivs i 8.2.

I pH-justering av vattenprov: Ingen pH-justering av vattenprov.

I Férfiltrering: Provet filtreras genom ett neutralt glasfiberfilter, porstor-
lek 2 pm. Efter anvindning kastas forfiltret och filtratet med viruspar-
tiklarna sparas.

III Anrikningsteg ett: Provet filtreras genom ett positivt laddat nylonfilter
(porstorlek 0,45 pm) varvid viruspartiklarna adsorberar till filtret.

IV Eluering: Viruspartiklarna elueras frin filtret genom att det forsikeigt
skakas i 3 ml 50 mM glycinbuffert, pH 9,5, med 1 % kéttextrake. (Kott-
extraket 4r en odefinierad proteinblandning som forbittrar utbytet)

V  pH-justering av eluat (I6sningen med frigjorda viruspartiklar): 2 ml av
provet justeras till pH 8.

VI Anrikningsteg tva: Provet koncentreras till 100 pl med mikrokoncen-
trator och volymen justerades sedan till 140 pl infor RNA-extraktion.

8.2 Vidareutveckling av Gilgens anrikningsmetod

For att vara anvindbar pa vatten med l&ga norovirushalter krivdes vidare-
utveckling av metoden som beskrivs av Gilgen et al. (1997). Det ir som
tidigare nimnts ofrinkomligt med férluster vid anrikning av virus i vat-
tenprov di vattenvolymen reduceras tusentals ginger. Virusforlusten i de
olika delmomenten utvirderades och olika parametrar som kunde paverka
utbytet undersokees.
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Norovirus frin utspidda, kliniska avféringsprov sattes till vattenprov.
Samma mingd norovirus analyserades direkt och utgjorde referensprov.
Samtliga forsok utférdes med triplikat och de olika momenten genomfér-
des i enlighet med Gilgens metod om annat ej angivits. Molekylirbiologisk
analys utfordes enligt avsnitt 10.2 och de uppmiitta halterna justerades med
avseende pd spidningseffekter.

I Konditionering av vattenprov
Utbytet frin filtrering av vatten med pH 7,6 och 4,5 jimf6rdes. D4 det
surare vattenprovet gav hogre utbyte upprepades férsoket med pH 7,65 5,5;
4,5 och 4,0. I detta utdkade f6rsok anvindes en storre elueringsvolym jim-
fort med Gilgens metod och eluatet konditionerades inte. Effekten av dessa
forindringar beriknas inte ha paverkat utvirderingen av det initiala kon-
ditionerings- pH:t d4 samma 4ndring genomférdes for samtliga jimforda
prov.

Ingen statistiskt pavisbar skillnad i utbyte erhélls mellan vatten med pH
5,5 och 4,5. Vatten med pH 7,6 och 4,0 gav 3 respektive 1,5 ginger ligre
utbyte dn vatten med pH 5,5 och 4,5.

II Forfiltrering

Forlust vid forfiltrering studerades genom eluering av virus fran forfiltret
av glasfiber. Elueringen utfordes i enlighet med protokollet for eluering av
virus frin nylonfilter enligt Gilgens metod, se avsnitt 8.1.

Endast en obetydlig virusfraktion kunde pavisas i forfiltren, varfor dessa
sannolikt inte pdverkar utbytet negativt om provet utgdrs av kranvatten.
Det kan dock inte uteslutas att elueringsprocessen fungerar simre for glas-
fiberfilter jimfort med nylonfiltren for vilka den ir utvecklad. Om 8 ir
fallet kan det finnas forluster i forfiltreringssteget.

Férlusten vid forfiltreringen 4r mojligen dven stérre for ett mer partikel-
rikt vatten, sjo- och dvatten, di viruspartiklarna kan binda till storre par-
tiklar som i sin tur fastnar i forfiltret. Detta undersoktes genom tester pé
ytvatten frin Motala Strém och Géta Alv. Vattenproven pH-justerades till
5,5 och norovirus tillsattes. Proverna blandades vil och filtrerades diref-
ter genom ett neutralt glasfiberfilter med porstorlek 1 eller 2 pm. Eluering
utfordes enligt beskrivningen ovan och eluaten analyserades.

Endast forsumbara halter norovirus kunde pévisas i samtliga forfilter.
Virusforlusterna vid forfiltrering kan dirfor antas vara ldga. Forfiltrering
medfor ate nylonfiltret (0,45 pm), i anrikningssteg ett, inte sitter igen i
samma utstrickning, vilket gor att storre volymer kan filtreras. Aven med
forfiltrering dr det dock svért att analysera storre vattenvolymer 4n en liter

eftersom nylonfiltret likvil sitts igen vid filtrering av partikelrikt vatten.

III Anrikningssteg ett

Detta moment med adsorption av virus till ett positivt nylonfilter modi-
fierades inte, utan genomfordes i enlighet med Gilgens metod. Alternativ
till nylonfilter ansdgs inte relevanta dd de antingen har fel laddning eller 4r
alltfor kostsamma.

IV Eluering
Effektiviteten av elueringen frén nylonfiltret undersdktes genom att tva
elueringsmoment frin samma filtrat utfordes. Kranvatten med pH 4,5
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samt 7,6 anvindes. Den forsta elueringen genomférdes med glycin/kottex-
traktbuffert i enlighet med Gilgens metod. Den andra elueringen utfordes
antingen som den f6rsta eller med 500 pl RLCT-buffert (Qiagen) (En buffert
som har sonder viruset och frigdr RNAt).

Den andra elueringen med glycin/kottextraktbuffert innehdll eluatet en
betydande andel norovirus, vilket innebir att virus kvarstdr i filtret efter
den forsta elueringen. Vid en andra eluering med RLT- buffert kunde virus
pavisas i vatten med pH 7,6 men inte {or vatten med pH 4,5. Nylonfiltret
binder alltsd virus dven vid pH 7,6, men slipper virus simre vid eluering
med glycin-/kottextrakebuffert.

Eftersom viruselueringen ir ofullstindig med ett elueringssteg utvirdera-
des eluering i tva steg. Vatten frin Goéta Alv pH-justerat till pH 5,5 anviin-
des. Eluering i tva steg jimfordes med eluering i ett steg enligt Gilgens proto-
koll men med 4 ml. I tvi-stegs-elueringen skakades provet kraftigt under 30
sekunder i elueringsbuffert. Eluatet togs bort och filtret inkuberades i 2 ml
ny buffert i 5 minuter under litc skakning. Eluaten analyserades var for sig.

Eluering i tvé steg gav cirka tvd ginger bittre utbyte och dven hgre pre-
cision in vid enbart en eluering (med samma totalvolym). Majoriteten av
viruspartiklarna erhélls i det forsta elueringssteget i tvd av de tre replika-
ten. Summan av de viruspartiklar som eluerades vid de tvi elueringarna var
mycket lika for alla replikaten. Experimentet visar samtidigt att viruspartik-
larna tal att skakas kraftigt (vortexas).

V Konditionering av eluat

Behovet av konditionering frin buffertens pH 9,5 till pH 8,0 fére anrik-
ningssteg tvé i enlighet med Gilgens metod undersoktes. Norovirus sattes
till elueringsbuffert. Proven blandades och inkuberades i rumstemperatur
under tvd timmar och analyserades direfter. Referensprov utgjordes av prov
didr norovirus blandades med elueringsbuffert och analyserades direkt, samt
av prov utan tillsats av elueringsbuffert.

Prov med norovirus som inkuberats i tvd timmar i elueringsbuffert gav
samma resultat som norovirus som tillsats till elueringsbuffert och analyse-
rats direkt. Resultatet var dessutom signifikant hogre én for norovirus som
analyserats utan tillsats av elueringsbuffert. Detta bekriftades dven i flera
senare forsok. Konditionering av eluatet ir sdledes inte nédvindigt.

VI Anrikningssteg tva

Forluster vid anvindandet av mikrokoncentrator undersoktes genom att
norovirus blandades med 4 ml elueringsbuffert och anrikades med mikro-
koncentrator. Filtrat samt koncentrat analyserades.

Vid anrikning med mikrokoncentrator forlorades uppskattningsvis
omkring 20-50 % av virusfraktionen, vilket var mer én frvintat. Samtidigt
inneholl filtratet inte nigra pavisbara mingder virus. Forlusten orsakas séle-
des av att en del viruspartiklar blir kvar i mikrokoncentratorn, vilket delvis
kan forklaras av att det dr svért att fora 6ver hela koncentratvolymen. Trots
forlusten ger forfarandet en koncentrationsskning med minst 10 ganger
eftersom provvolymen reduceras frén 4 till 0,2 ml.

Nodvindigheten av anrikningssteg tvd (mikrokoncentrering) undersok-
tes med olika elueringsvolym och buffert. Vattenprov konditionerades till
pH 5,5 respektive 7,6 och filtrerades enligt Gilgens protokoll. Eluering med

38



glycin/kottextraktbuffert foljt av anrikning med mikrokoncentrator jimfér-
des med eluering med enbart 500 pl RUT-buffert.

Eluering med RLT-buffert ger en snabbare och billigare analys eftersom
anrikningssteget med mikrokoncentrator kan uteslutas. Emellertid var
utbytet simre 4n vid eluering med glycin/kéttextraktbuffert f6ljt av mikro-
koncentrator. Eluering med RLT-buffert visade sig dessutom vara svért att
utfora for smé volymer. Sammantaget medfér ovanstiende ligre precision
och sannolikt dven ligre reproducerbarhet vid eluering med RLT-buffert.

Utifrén ovanstdende behdlls eluering med glycin/kottextrakebuffert f6ljc
av anrikning med mikrokoncentratror som ett delsteg i anrikningsmetoden.

8.2.1 Modifierad anrikningsmetodik fér norovirus i ytvatten

Precis som Gilgens metod utgdr den vidareutvecklade varianten frén en liter

vatten. Stdrre vattenvolym fungerar endast med partikelfattiga vatten efter-

som partikelrika vatten snabbt sitter igen nylonfiltret i anrikningssteg ett,
dven nir forfiltrering tillimpas. Foljande steg ingdr i anrikningsmetodiken

for vattenprov (se dven figur 8-1):

I Konditionering av vattenprov: Justering av pH tll 5,5.

IT  Forfiltrering: Provet filtreras genom ett neutralt glasfiberfilter, med por-
storlek 1 pm varefter forfiltret kastas.

II Anrikningssteg ett: Filtratet fran forfiltreringen filtreras med ett positivt
laddat nylonfilter (& 47 mm, porstorlek 0,45 pm) varvid viruspartik-
larna adsorberar till filtret.

IV Eluering: Viruspartiklarna elueras frén nylonfiltret med 50 mM glycin-
buffert, pH 9,5, med 1 % kottextrake i tvé steg:

a Filtret skakas kraftigt i 30 sekunder i 2 ml buffert och eluatet tas
tillvara.

b Filtret inkuberas i ytterligare 2 ml buffert i 5 minuter under litt
skakning, eluatet tas tillvara.

V  Konditionering av eluat: Eluaten férs ssmman men utan att konditio-
nering gors.

VI Anrikningssteg tvd: Eluaten koncentreras till 200 pl i mikrokoncentrator.

Figur 8-1  Anrikning av norovirus.

Den framtagna anrikningsmetodiken jimférdes med metodiken beskriven
av Gilgen et al. (1997) med hjilp av vattenprov (Géta Alv) med tillsats av
norovirus. Jimférelse gjordes mot referensprov.

Nira 8 % tillsatta norovirus kunde pévisas efter anrikning med den nya
metoden. Resultatet var cirka fem ginger bittre 4n utgdngsmetoden enligt
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1 En liter vatten pH-justeras dll 5,5, forfiltreras
och filtreras direfter med ett nylonfilter.

2 Filtret fors over till ett nyte rér och viruspartik-
larna elueras med en elueringsbuffert.
3 Provet koncentreras med en mikrokoncentra-

tor och koncentratet fors sedan 6ver till ett
nytt ror (4) infér molekylirbiologisk analys.



Gilgen et al. (1997). Dessutom var precisionen bittre med den nya meto-
den.

8.3 Slutsatser anrikningmetodik

* Den vidareutvecklade anrikningsmetoden ger nira 8 % utbyte vilket dr
cirka fem ginger hogre dn den metod som utvecklats av Gilgen et al
(1997).

* Den nya anrikningsmetoden ir enkel att utféra och har hég reproducer-

barhet.

Genom den férbittrade anrikningsmetoden krivs fem ganger ligre halter
norovirus for att pavisa dess forekomst i ytvattnet in med Gilgens metod.
Med den nya anrikningsmetoden blir detektionsnivin for den kompletta
analysen (frén anrikning och molekylirbiologisk detektion, se figur 7-1)
100—400 norovirus per liter i ett ravattenprov. Detta virde erhélls genom
sammanvigning av utbytet vid anrikningen samt den efterféljande mole-
kylirbiologiska analysens detektionsnivd och dess forluster (dd endast en
delvolym kan analyseras i realtids-PCR). For att dessutom kunna bestimma
viruskoncentrationen krivs cirka fem ginger hogre virushalter, omkring
500-2 000 norovirus per liter ravatten.

Vid anrikningen fingas savil infektiosa som inaktiva viruspartiklar. Den
absoluta majoriteten norovirus i ytvattnet ir inaktiverade och kan dirfor
inte smitta oss minniskor. Om héga halter norovirus uppmiits i ytvattnet
finns saledes risk att vattnet dven innehdller infektigsa norovirus. DA ett
normalt ytvattenverk med adekvata barridrer antas ha minst en 3 log, -
reduktion méste halterna i ytvattnet vara timligen hoga (betydligt hogre 4n
analysmetodikens detektionsniva) for att dricksvattnet ska vara smittsamt.

40



9 Utveckling av analysmetodik
for norovirus i slam

Vid dricksvattenberedningen antas en 3 log, -reduktion av virus ske i sam-
band med kemisk fillning och snabbsandfiltrering (Shirasaki et al. 2009).
Halterna virus i sedimenteringsslammet bor dirmed spegla halterna i vatt-
net. Foljaktligen 4r det av intresse att underséka dven slammet med avse-
ende pd norovirus.

Den storsta problematiken med virusanalys av slam ir att frigora virus-
partiklar utan att frisitta substanser som stér analysen eller bryter ned viru-
sens arvsmassa. Kommersiella RNA-extraktionskit for miljoprov dr mycket
dyra, tidskrivande, kan endast hantera liten provmingd och ir inte méjliga
att automatisera.

Enskilda viruspartiklar dr mycket smd och sedimenterar normalt inte vid
centrifugering. Detta utnyttjas for att analysera kliniska prov dir fekalier
l6ses upp i en neutral fosfatbuffert, varefter provet centrifugeras. En tillrick-
ligt stor fraktion viruspartiklar forblir i vitskefasen medan stérre partiklar
sedimenteras i botten pa roret. I detta delprojekt utvecklades en analysme-
todik for slam baserad pa en centrifugerings- och elueringsmetodik.

9.1 Analys av prov med tillsats av norovirus

Till fortjockat slam tillsattes norovirus. Slamproven skakades kraftigt och
fick std pd litc skakning i en timme. Proven centrifugerades varvid partiklar
sedimenterade till en pellet i botten av réret. Vitskan ovanfor pelleten ana-
lyserades for att bestimma i vilken grad viruspartiklarna band till slammet.
Resterande vitska dekanterades och pelletarna lostes upp parallellt i vardera
tre olika buffertar: PBS, RLT- buffert respektive glycin-/kdttextrakebuffert.
Proven skakades kraftigt under en minut och inkuberades sedan under litt
skakning i en timme i rumstemperatur. Direfter centrifugerades proven och
vitskefasen analyserades. Samma mingd virus som var tillsatt till slammet
analyserades direkt och utgjorde referensprov. Alla prov var i triplikat och
analyserades enligt avsnitt 10.2.

Noroviruspartiklarna band i hog grad till slammet. I vitskefasen &ter-
fanns mindre 4n 0,1 % av tillsatta viruspartiklar. Provet pavisades ocksa vara
frite frin storande imnen. Aven om det ir ogorligt ate efterlikna beting-
elserna i vattenverk tyder forssket pa att det 4r rimligt att anta att en stor
andel viruspartiklar avskiljs i flocknings- och sedimenteringsprocessen.

Glycin-/kéttextraktbufferten frisatte majoriteten av alla inbundna virus-
partiklar. Med PBS kunde endast en liten andel virus frigéras, medan inga
virus kunde pavisas genom frisittning med RLT-buffert. RLT-bufferten
pavisades frisitta storande eller nedbrytande substanser. I 6vriga prov fanns
inga tecken pa sddan frisitening. Ete skil ill ace glycin/kdttextrakebufferten
fungerade bist dr sannolikt dess hoga pH, (pH 9,5). Det 16ser upp flockarna
i slammet och partiklar som varit bundna till dessa frigors.
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9.2 Analys av autentiska slamprov

Centrifugerings- och elueringsmetodiken tillimpades pa fyra autentiska
prov av sedimenteringsslam frin Norrvatten, Sydvatten, Goteborg Vatten
och Stockholm Vatten. Proven analyserades enligt avsnitt 10.2.

Norovirus kunde pévisas i tvd av de fyra slamproven, men nivderna var

for laga for att kunna bestimmas.

9.3 Slutsatser slamanalys

* Sedimenteringsslam kan binda noroviruspartiklar i mycket stor utstrick-
ning, vilket styrker antagandet om att det sker en betydande avskiljning
vid kemisk fillning och snabbsandfiltrering.

* En centrifugerings- och elueringsmetod utvecklades for att frisitta virus-
partiklar frin sedimenteringsslam. Metoden fungerade vil pd slam med
tillsats av norovirus.

* Sedimenteringsslam frin fyra svenska vattenverk testades med den fram-
tagna metoden. I tvd av proven kunde norovirus detekteras.
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10 Automatisering av
molekylarbiologisk analys

Avforingsprov frén norovirusinfekterade personer kriver endast enkel upp-
arbetning infér molekylirbiologisk analys, eftersom virusnivderna i avféring
frin smittade individer vanligen ir extremt hoga. Miljéprov, sdsom ytvatten
eller sedimenteringsslam, #r betydligt mer resurskrivande eftersom proven
mdste upparbetas (anrikas respektive renas) infor molekylir analys. Oavsett
provtyp kan emellertid normalt samma molekylira analysmetodik tillimpas
nir vil provet upparbetats.

Den sista delen av analysmetodiken, sjilva detektionen, genomférs med
realtids-PCR (se avsnitt 6.3.1). For att detta skall vara méjligt krivs att noro-
virusarvsmassan (RNA) utvinns ur provet. Direfter miste RNA omvandlas
till komplementirt DNA (cDNA) innan realtids-PCR kan anvindas. Dessa
moment dr som nidmnts tidigare till stor del utvecklade och olika kommer-
siella system finns tillgingliga. For att skapa en effektiv analys, frin RNA-
extraktion till detektion och kvantifiering med realtids-PCR, utvirderades
olika robotiserade systemen var f6r sig och sattes samman till en automati-
serad analyskedja.

10.1 Utvérdering av automatiserade processer

Vid RNA-extraktion utvinns RNA frin alla organismer som finns i pro-
vet, diribland arvsmassan frin norovirus. Processen utférs vanligen med
manuella extraktionskit, men dven robotiserade extraktionsprocesser, frimst
avsedda for kliniskt bruk, dr utvecklade.

En robotiserad RNA-extraktion sattes upp och utvirderades mot ett vil-
beprovat manuelle kit. Utbytet for RNA-extraktionsmetoderna pévisades
vara mycket lika. Den robotiserade metoden medgav hantering av stora
provserier (upp till 48 prov), och krivde mindre tid med mycket enkla
arbetsmoment.

Vid ¢cDNA-syntes gors enkelstringad arvsmassa (RNA) i provet om till
dubbelstringad (DNA). Processen, som kan utf6ras kemiskt med kommer-
siella kit, bestdr av flera steg dir pipettering av smd volymer ir nédvindigt.
Aven infor detektion med realtids-PCR krivs ett stort antal volymoverfs-
ringar, sisom pipettering av PCR-reagenser, prov och standardkurva.

Robotiserad pipettering utvirderades mot manuell pipettering vid
cDNA-syntes och realtids-PCR. Robotiserad pipettering gav stor tidsvinst
(framforalle for stora provserier), hog exakthet, precision och reproducer-
barhet. Roboten ir enkel att anvinda, men kriver viss mjukvarukinnedom

vid uppsittning av olika pipetteringsmallar.
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10.2 Molekyldrbiologisk analys av norovirusprov

Den robotiserade RNA-extraktionsmetoden anvindes. 200 pl prov blan-
dades med lika volym RLT-buffert. Provet genomgar ett antal reningssteg,
dir storande dmnen tvittas bort och RNA samlas upp i 50 pl vatten. 20
pl av extraherat RNA gjordes om till 50 pl cDNA med ett kommersiellt
kit. Realtids-PCR utfordes med ett analyssystem for detektion av norovirus
utvecklat av Nordgren et al. (2008) baserad pd LUX™. Vid savil cDNA-
syntes som vid realtids-PCR utférdes pipettering med robot.

10.3 Slutsatser automatiserad analyskedja

* Den automatiserade analyskedjan ger ett effektivt analysflode med moj-
lighet att hantera ett stort antal prov parallellt.

* Analyskedjan ir robust och oberoende av anvindaren samt ger en analys
med hég precision och reproducerbarhet.

* Manuell provhantering 4r minimerad, vilket gor att analysen har lag risk
for kontaminering och provférvixling.
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11 Diskussion

Norovirus bedéms utgéra ett stort hot mot svensk dricksvattenberedning
(Svenskt Vatten 2007). Trots att viruset har orsakat ett stort antal vatten-
burna utbrott i Sverige saknas uppgifter om normalhalter i svenska révat-
tentikeer. I dagsliget finns heller ingen standardiserad metod fér att mita
virus 1 vatten.

Det ir svért ate forestilla sig de ofantliga kvantiteter norovirus som en
infekterad person kan utséndra, upp till 10" viruspartiklar per gram avfo-
ring (Atmar et al. 2008). Om de virus som en enda norovirussmittad indi-
vid utséndrar under en dag sprids ut homogent i Bolmen (en sj6 med 184
km? yta och ett medeldjup av 5,4 m) blir koncentrationen uppét 1 000
viruspartiklar per liter. Merparten av dessa skulle dock aldrig n révattenin-
taget till ett dricksvattenverk och endast en mycket liten fraktion av dessa
virus skulle i sin tur vara infektidsa.

For att ytterligare visa pa att stora mingder norovirus frisitts i miljon kan
en nyligen publicerad studie av Nordgren et al. (2009) nimnas. I studien
utfordes provtagning av ett svenskt reningsverk ménatligen under ett &r. I
inkommande vatten pdvisades 10*~10” noroviruspartiklar per liter. Medel-
reduktionen i reningsverket var endast 1,5 log, O—Cnheter, vilket innebir att
stora mingder norovirus kvarstar i det utgdende vattnet.

Inom detta projekt har en metodik f6r analys av norovirus i vatten tagits
fram med syfte att anvindas for att studera bakgrundsnivéer av norovi-
rus i svenska dricksvattentikter. Med metodiken krivs uppskattningsvis
500-2 000 viruspartiklar per liter vatten for att bestimma virusnivder i vat-
tenprovet. Nivdn for att detektera norovirus i vattenprovet ir nigot ligre
och kriver mellan 100-400 noroviruspartiklar per liter.

Detektionsnivan kan tyckas otillricklig, d& endast 10-100 noroviruspar-
tiklar ricker for att orsaka infektion. Virusmitningarna dr dock anpassade
for orenat ytvatten, varfor virusnivderna forvintas vara tusentals ginger
hégre in i det distribuerade dricksvattnet. Dessutom férlorar viruspartiklar
i vattenmiljd gradvis formagan att infektera och de allra flesta viruspartik-
larna i ytvattnet forvintas vara inaktiverade. Analysen med realtids-PCR
detekterar norovirusarvsmassa, vilket innebir att sdvil infektiosa som inak-
tiverade norovirus mits. Det idr samtidigt mycket troligt att totala antalet
detekterade norovirus korrelerar med antalet infektiosa norovirus, det vill
siga att hoga uppmitta norovirusnivier tyder pa att ytvattnet ir ohilsosamt.

Eftersom normalhalterna av norovirus férmodas vara liga i de flesta
svenska ytvatten syftar metodutvecklingen i detta projeke till att uppné god
detektion av norovirus i just liga halter. Vid analys av prover som spikats
med ldga virushalter kan det dock vara svért att rikna fram meningsfulla
siffror pa utbytet beroende pé ett flertal faktorer som tillsammans ger hoga
standardavvikelser; 1) stokastiska effekter (det vill siga slump), 2) de ofran-
komligt manga analysstegen samt 3) realtids-PCRens l&ga noggrannhet vid
laga halter. Detta medfor att forssksuppstillningarna blir komplicerade
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med manga varierande parametrar vilket i sin tur gor att det blir svirt att
presentera utbyten ens med en enda virdesiffra (exempelvis 5 %).

Innan analysmetodiken tillimpas pd ytvattenprov kommer den att for-
bittras ytterligare samt skalas upp for analys av omkring 20 liter vatten.
Hirigenom forbittras mojligheterna till mitning av laga bakgrundsnivaer.

Med den under projektet utarbetade analysmetodiken for slam pavisades
norovirus i slamprov frin tvi vattenverk. Nivderna virus vara ldga, strax dver
detektionsgrinsen. Metodiken for slam kan skalas upp genom anvindning
av ett anrikningssteg, nigot som avses utredas vidare.

Det finns idag bra verktyg for att utvirdera risker vid dricksvattenbe-
redning (Lundberg Abrahamsson et al. 2009). For att utféra tillf6rlitliga
riskanalyser krivs dock bra indata. D3 det saknats analysmetoder f6r virus
i svenska vattendrag har halter istillet uppskattats med hjilp av utlindska
studier och indikatororganismer. Den i projektet utvecklade analysmetoden
ger helt nya mojligheter att analysera norovirusférekomst i vira ytvatten.
Metoden kan anvindas for att studera verkliga normalhalter och variationer
vilket ger tillférlitligare underlag till dagens riskanalysmodeller. Tillf6rlit-
ligare riskvirderingar ger i sin tur att bittre riktlinjer kan sittas upp for
dricksvattenberedningen och dirigenom sikerstilla ett hilsosamt dricks-

vatten.
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12 Slutsatser

Metodik f6r analys av norovirus i &- och sjévatten har tagits fram. Tvd uppar-
betningsmetoder har utvecklats, en f6r anrikning av norovirus i ytvatten och
en for frisittning av norovirus frin slam. Metoderna kan kombineras med
en, under projektet utarbetad, molekylirbiologisk analyskedja for detektion
och koncentrationsbestimning av norovirus. Analyskedjan ir robust, i hég
grad automatiserad med lag risk f6r kontamination och provforvixling.

Anrikningsmetoden for ytvatten 4r en vidareutveckling utifrin en befint-
lig metod. Den nya metoden fungerar vil for ytvatten med tillsats av norovi-
rus. Metoden ir cirka fem ginger bittre 4n den befintliga, har hég precision
och reproducerbarhet.

Den utvecklade metoden for frisittning av norovirus i slam ir billig,
enkel och fungerar utmirke for sedimenteringsslam med tillsats av norovi-
rus. Med den framtagna metoden kunde norovirus pavisas i sedimenterings-
slam frin tvd svenska vattenverk.

De utvecklade systemen for mitning av norovirus ir bra verktyg for att
utreda forekomsten i svenska ytvattentikter. De kan dven anvindas for att
studera verkliga normalhalter och variationer vattentikterna for att ge till-
forlitligare underlag till dagens riskanalysmodeller.

Upparbetningsmetoderna f6r norovirus i ravatten och slam, kommer att
forfinas, skalas upp och kan direfter appliceras for att mita bakgrundsnivéer

av norovirus 1 svenska dricksvattentikter.
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Appendix A

Ordlista

Adsorbera Binda in

Antigen Ett f6r kroppen frimmande dmne, kan vara en del av mikroorganismers
ytstrukturer

Antikropp En molekyl bildad av det egna immunforsvaret vid kontakt med ett frimmande
dmne (antigen)

Asymtomatisk En infektion dir den smittade personen forblir symtomfri

Bakteriofag Virus som angriper bakterier

Eluat En I6sning med frigjorda partiklar

Eluera Att frigora bundna partiklar med en losning

Filtrat Vitska som passerat ett filter

Humanpatogen Mikroorganism som orsakar sjukdom hos minniska

Inaktiverade virus

Virus som inte lingre kan orsaka sjukdom.

Infektionsdos Det antal mikroorganismer som krivs for att med 50 % sannolikhet orsaka
infektion

Kapsid Kapsel av proteiner hos virus

Kit En firdigkomponerad uppsittning kemikalier, reagenser och provrér for ett
specifikt syfte

Konditionering Tillsats av kemikalie for att indra jonstyrkan, ofta pH, i ett vattenprov

Kéttextrake Kéttextrake dr en odefinierad proteinblandning som férbittrar utbytet vid

eluering. Detta har visats empiriskt och vildigt minga studier anvinder det.
g p g &

log, -reduktion

1 log, -reduktion innebir 90 % avskiljning
2 log, -reduktion innebir 99 % avskiljning och sa vidare

Mikrokoncentrator En anordning som genom filtrering skiljer partiklar.
Anordningen kan koncentrera partiklar i sm& provvolymer
Pandemi Virldsomfattande utbrott
Patogen Sjukdomsalstrande organism
PCR (Polymerase Chain Reaction) — en molekylir metod fér pavisning av arvsmassa.
RLT-buffert En buffert som har sonder viruset och frigor RNAt

Sekundir smittspridning

Andraledssmitta, frin person-till-person

Serotyp Undergrupp av samma mikroorganismart
Spp. Species, engelska for arter

Syntetisera Framstillning av kemisk forening
Virulens Formaga att smitta
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