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Forord

Under senare ar har ett flertal projekt som ror detektion av norovirus i vatten
avslutats och det finns dven flera pagaende projekt. Svenskt Vatten Utveckling har
darfor tillsammans med Folkhélsomyndigheten identifierat ett behov av att
sammanstalla kunskapen inom omradet for detektion av virus i vatten, med fokus
pa norovirus. Resultaten sammanfattas i denna rapport, for att underlatta
kunskapsspridningen och ¢ka kdnnedomen om projekten.

Informationen i rapporten kan anvands som utgangspunkt for att vidareutveckla
metodiken for detektion av framfor allt norovirus i vatten. Kénnedom om vilka
olika angreppssatt som anvants och vilka som utfort forsoken kan ocksa underlatta
framtida projekt. Rapporten riktar sig till bland annat dricksvattenproducenter,
utvecklingsingenjorer, VA-konsulter, forskare och smittskyddslakare.

Majoriteten av datainhdmtningen och sammanstallning av rapporten har utférts av
Elisabeth Hallin-Bergvall, enheten for parasitologi vid avdelningen for
mikrobiologi. Vidare har Sara Byfors, enhetschef for laborativ bakteriedvervakning
vid avdelningen for mikrobiologi, och utredare Caroline Schénning, enheten for
Overvakning och samordning vid avdelningen for smittskydd och hélsoskydd,
bidragit med synpunkter och utveckling av rapporten. Rapporten har ocksa
granskats av Svenskt Vatten Utveckling och av dem utsedda personer med kunskap
inom omradet. Rapporten publiceras ocksa hos Svenskt Vatten Utveckling som en
C-rapport.

Folkhalsomyndigheten

Karin Tegmark Wisell
Avdelningschef mikrobiologi
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Forkortningar

Cq

G
GDP
HAV
LODx

MBA
MRA
WGS
ODP
PCR
PEG
QMRA

RT-PCR

gPCR
VLP

Quantification cycle, kvantifieringsvérde, dven kallat Ct
Genogrupp

God desinfektionspraxis, har ersatts av forkortningen MBA
Hepatit A-virus

Limit of detection, detektionsgréns. Anger vid vilken koncentration
det ar x procents sannolikhet att man far ett positivt fynd.

Mikrobiologisk barridaranalys, ersatt ODP och GDP

Mikrobiologisk riskanalys, har ersatts av QMRA

Whole genome sequencing, helgenomsekvensering

Optimal desinfektionspraxis, har ersatts av GDP och senare av MBA
Polymeras chain reaction, polymeraskedjereaktion

Polyetylenglykol

Kvantitativ mikrobiologisk riskanalys, har ersatt MRA

Reverse transcription-PCR, Omvénd transkription-
polymeraskedjereaktion.

Kvantitativ PCR

Viruslika partiklar



Ordlista

Amplifiera
Eluera
Matris

Mikro-
koncentrator

PCR
RT-PCR

gPCR

Att kopiera upp flera kopior av samma DNA-sekvens, sker vid en
PCR-reaktion

Att tvatta ur en partikel som bundit till en yta sa att den kommer i
l6sning igen.

Det material som virus befinner sig i, till exempel dricksvatten,
ravatten eller bar

En koncentreringsmetod baserad pa storleksseparering for mindre
volymer dér vétskan och partiklar under en viss storlek passerar
genom ett filter medan storre partiklar fangas upp.

En reaktion dar DNA amplifieras

En reaktion dar RNA forst omvandlas till DNA innan DNA
amplifieras i en PCR-reaktion

En PCR-reaktion dar amplifieringen av DNA mats under sjélva
reaktionen, vilket mojliggor att man mater — kvantifierar — hur
mycket DNA som skapas under processens gang
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Sammanfattning

Att kunna analysera férekomsten, och ibland dven halterna, av virus i vatten ar
nddvandigt for att utreda vattenburna utbrott och bedéma risker i
dricksvattenkedjan.

Denna sammanstallning av de senaste arens forskning visar att det saknas
standardiserade metoder for att pavisa virus i vatten. Fokus for rapporten har varit
metoder for norovirus. Metoder har tagits fram och utvérderats pa olika satt, vilket
gor det svart att jamfora dem. Faktorer sdsom vattnets kvalitet och val av
kontrollvirus paverkar metodens utbyte. Utbytet varierar d&ven inom en metod och
ar ofta lagt.

Alla befintliga metoder bygger pa att koncentrera en storre volym vatten till en
mindre, genom filtrering eller flockulering. Viruspartiklar som koncentrerats till en
yta elueras med en buffert for vidare analys. Sekundar koncentrering ingar i vissa
metoder. Norovirus och andra virus pavisas sedan med hjélp av realtids-PCR
(polymerase chain reaction). PCR-analysen anger om det finns genetiskt material
fran viruspartiklar i provet, men den visar inte om viruspartiklarna &r intakta och
darmed kan orsaka sjukdom hos ménniska.

Norovirus gar inte att odla. Mottagaren av provsvaret stalls darfor infor svarigheten
att vardera analysresultatet i forhallande till bade ett 1agt utbyte och ett eget
antagande om halten viabla virus i provet. Norovirus i ytravatten pavisas i samtliga
undersokta ravattnen, framfor allt under vinterhalvéret.

Dricksvattenproducenter maste ha god kannedom om sitt ravatten for att kunna
sakerstalla att abonnenterna far ett halsosamt och rent dricksvatten. De kan bland
annat gora olika typer av riskbedomningar sasom MBA (mikrobiologisk
barriaranalys) och QMRA (kvantitativ mikrobiologisk riskanalys) for att fa mer
kunskap om sin beredning i forhallande till sitt ravatten. Faroanalyser ar ocksa ett
bra komplement i processen med att sékerstélla ett h&lsosamt dricksvatten.

Det finns sammanfattningsvis ingen metod for att pavisa virus i vatten som
fungerar optimalt under alla forutsattningar. Resultat fran metoderna kan darfor
inte direkt inkorporeras i riskmodeller utan kraver att dricksvattenproducenten
forstar metoden samt vet hur olika virus ar beskaffade och hur riskmodellerna
fungerar. De behover standigt vara medvetna om risken for virus i ravatten och ta
med denna osékerhet i det dagliga arbetet. Vid misstanke om utbrott finns det stort
vérde i att analysera vatten for att se eventuell ndrvaro av virus och att jamfora
viruspartiklar hos patienter och vattenprov for att utrona om vatten kan vara en
trolig smittkalla.



Summary

Waterborne viruses — Methods for detection of norovirus

It is necessary to be able to analyze water for the presence of viruses, and to
establish the quantity of viruses if possible, in order to investigate and evaluate the
risks in drinking water production.

This report summarizes research from recent years and concludes that there is a
lack of standardized methods for the detection of viruses in water. The focus of the
report has been on methods for detecting norovirus. Methods have been developed
and evaluated in many different ways, and this has hampered comparisons of the
methods. Water quality and choice of control virus affects the method’s recovery,
and the recovery also varies within the method and is usually low.

All current methods utilize the concentration of a larger volume into a smaller
volume, which is achieved by filtration or flocculation. Virus particles concentrated
onto a surface are eluted with a buffer for further analysis. Some methods employ a
secondary concentration. Norovirus and other viruses are detected with real-time
PCR (polymerase chain reaction). PCR detection only shows if there is genetic
material from virus particles in the sample, and it does not specify if the virus
particle is viable and thereby capable of infecting humans.

It is not possible to cultivate norovirus. Therefore, the recipient of the results must
take into account the low method recovery and their own assumed level of viable
virus in the sample. Norovirus was detected in all investigated raw waters,
especially during the winter months.

Good knowledge about the raw water is essential in order to be able to deliver
drinking water that meets health standards. Different types of risk assessment
models are available, such as MBA (microbiological barrier analysis) and QMRA
(quantitative microbiological risk assessment), for gaining knowledge about the
raw water.

There is no method for the detection of viruses in water that works well under
many different conditions. Thus the results from the different methods cannot be
directly incorporated into risk assessment models, but require knowledge about the
methods, variations between viruses, and how the risk assessment models work.
Producers of drinking water need to keep up to date on the issue of the presence of
viruses in raw water and need to include this uncertainty in their daily work. In
case of a water-borne outbreak, it is essential to analyze water for the presence of
viruses and to compare virus particles from patients with those from water samples
in order to determine if the water is a possible source of infection.

N.B. The title of the publication is translated from Swedish, however no full version of the publication has been
produced in English.
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Bakgrund

Vatten ar en grundférutsattning for allt liv, och i Sverige férvantar man sig att
dricksvatten fran kranen ar sakert och av god kvalitet. Det finns manga system, allt
fran lagstiftning till kontroller, for att sakerstalla kvaliteten pa dricksvatten.
Kontrollen inkluderar bland annat analyser for att pavisa olika mikroorganismer i
vatten. Det finns vedertagna metoder for att analysera manga bakterier och de
vanligaste parasiterna i vatten, men det saknas etablerade metoder for analys av
virus. Flera olika virus kan dock spridas via vatten och orsaka sjukdom hos
manniska, daribland norovirus som ger upphov till det som kallas vinterkraksjuka.

Virus i vatten ar en betydande orsak till sjukdom

Norovirus &r en av de vanligaste orsakerna till magsjuka (gastroenterit) i varlden
och viruset har ocksa orsakat flera vattenburna utbrott. Magsjukeutbrott leder till
stora kostnader for samhéllet, och detektion underlattar smittsparning och
paskyndar motatgarder. Det finns stor efterfragan pa analyser for att undersoka
forekomst av virus i vatten, liksom ett stort behov av kunskap for att kunna tolka
och forsta relevansen av resultaten.

Klimat- och sarbarhetsutredningen fran ar 2007 slar fast att risken for vattenburna
sjukdomsutbrott kommer att 6ka i och med klimatférédndringar, och norovirus &r
det virus man oroar sig mest for (1). WHO har ocksa pekat ut norovirus som ett
potentiellt hot mot ett halsosamt dricksvatten (2). En genomgang av vattenburna
utbrott 1992-2011 i de nordiska landerna visar ocksa att calicivirus, det vill saga
virusfamiljen som norovirus ingar i, ar den vanligaste orsaken till utbrott dar
orsakande mikroorganism har kunnat identifieras (3).

Studier inom projektet “Klimatforandringar, ravattenkvalitet, rening och
distribution — bedomning av mikrobiella risker genom hélsostudier” har tagit fasta
pa att det till stor del ar okant hur mycket ohélsa som beror pa forekomst av
smittamnen i dricksvatten. Resultaten aterges oversiktligt i tva rapporter fran
Svenskt Vatten Utveckling (SVU) (4, 5). Bland annat har de studerat samband
mellan ohélsa i Goteborg med variationer i nederbdrd och ravattenkvalitet i Gota
alv, och visat att det finns ett tidsmé&ssigt samband mellan kraftig nederbérd,
forsamrad ravattenkvalitet och samtal till 1177. Detta pekar pa att virus ar den
vanligaste orsaken till magsjuka (5).

Under de senaste aren har det pagatt flera stora projekt for att utveckla metoder och
kartlagga forekomsten av virus i vatten i Norden. Resultaten fran dem
sammanfattas i denna rapport, for att géra kunskapen mer lattillganglig och for att
sakerstalla att den kunskap som byggts upp inom dessa projekt tas till vara pa ett
effektivt satt.



Flera virus ger vattenburen smitta

Det finns flera virus som ar moéjliga orsaker vid vattenburen smitta. Denna rapport
fokuserar pa norovirus men tabell 1 visar ett urval av de virus som anses mest
relevanta vid dricksvattenburna utbrott i Sverige. Tabellen visar dven éverlevnad i
vatten och symtom vid infektion.

Tabell 1. Ett urval av virus som beddms relevanta for spridning via dricksvatten.
Gastroenterit (magsjuka) och hepatit (gulsot) &r vanliga symtom. Modifierad frdn WHO (2).

Virus Infektionsdos?' Symtom Overlevnad i Resistens mot
vatten? klor3
Adenovirus Lag Gastroenterit, Lang Mattlig
varierande
Astrovirus Lag Gastroenterit Lang Mattlig
Enterovirus L3g Gastroenterit Lang Méttlig
Hepatit A-virus Lag Hepatit Lang Méttlig
Hepatit E-virus Lag Hepatit Lang Mattlig
Norovirus L3g Gastroenterit Lang Méttlig
Rotavirus Lag Gastroenterit Lang Mattlig
Sapovirus Lag Gastroenterit Lang Mattlig

1 Infektionsdoserna for de olika mikroorganismerna kan variera stort beroende pa flera faktorer sdsom subtyp av den
specifika mikroorganismen samt immunstatus och alder hos personen som exponeras. En infektionsdos som anges vara
"14g” kraver cirka 1-100 mikroorganismer for att orsaka infektion hos 50 % av exponerade (friska, vuxna) personer,
"mattlig” kraver 100-10 000 och "h6g” 6ver 10 000 mikroorganismer.

2 Detektionsperiod av infektios organism i vatten vid 20 °C. Kort 6verlevnad: upp till 1vecka; mattlig 1 vecka-1 ménad;
lang 6ver en médnad.

3 Resistens av infektiosa stadiet nar organismen ar frilevande i vatten som behandlats av normal halt klor vid pH 7-8.
Mattlig resistens mot klor innebér 99 % inaktivering efter 1-3 min.

Detektion av virus i vatten kraver sarskilda metoder

Vattenanalyser kraver analys av storre volymer an till exempel analys av
avforingsprov fran patienter, eftersom koncentrationen av viruspartiklar & mycket
lagre i vatten an i avforingen fran en infekterad person.

Figur 1 visar principen for hur man kan pavisa virus i vatten. Metoderna inkluderar
ibland ett forfiltreringssteg for att bli av med storre storande partiklar eller en
forbehandling, till exempel pH-justering eller tillsats av kemikalier som skapar
flockar. Koncentreringen sker oftast genom adsorption till en yta (ett filter) men
kan daven innebdra att flockar sedimenteras eller centrifugeras ner. Nar man har en
koncentrerad pellet med viruspartiklar resuspenderas denna med en buffert. Vid
eluering l6sgors viruspartiklar fran filterytan med hjalp av en buffert eller genom
att filtret backspolas. Om volymen fortfarande ar for stor behovs sekundar
koncentrering som kan besta av ytterligare filtrering med en mikrokoncentrator
eller genom att viruspartiklarna félls ut med PEG (polyetylenglykol). Darefter
anvands olika kommersiella kit for att extrahera ut det genetiska materialet, det vill
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saga nukleinsyran, fran viruspartiklarna. Som sista steg anvands kommersiella kit
for att omvandla norovirus RNA till DNA och pavisa och méita mangden DNA i

provet.

Figur 1. Generell princip for koncentrering och pévisning av virus i vatten.

Forfiltrering/ _ | Flockulering Virus- _ Eluering/
forbehandling " koncentrering " | resuspendering
gPCR Eventuell Nukleinsyra- Sekundar
RT-PCR extraktion koncentrering

Norovirus gar inte att odla med konventionella metoder (6), och vatten innehaller

for laga halter virus for att man ska kunna pavisa virus med hjalp av

elektronmikroskopi. Darfor behdvs molekylarbiologiska metoder for detektion.
PCR ar standardmetod for att analysera norovirus (och manga andra virus) i bade
patient- och miljoprover. De molekylarbiologiska metoderna som anvands anger
inte om viruset lever eller om de &r infektidsa, utan anger endast att nukleinsyra
fran virus pavisats. Vid koncentrering av vatten koncentreras inte bara
viruspartiklarna utan dven &mnen som kan inhibera PCR-reaktionen, och dessa

hammare &r olika for olika typer av vatten.

En PCR-reaktion innebéar att DNA amplifieras, det vill sdga att en viss DNA-
sekvens kopieras upp i manga kopior. En konventionell PCR visar om den
eftersokta viruspartikeln finns i provet eller inte. Realtids-PCR, ocksa kallad gPCR
(kvantitativ PCR), ger daremot inte bara svar pa om det finns virusgenom utan
visar ocksa halten av virusgenom genom att kontinuerligt mata amplifieringen.

Virus innehaller genetiskt material som antingen DNA eller RNA. Norovius, felint
calicivirus och murint norovirus &r RNA-virus, medan mengovirus och heptatit A-
virus &r DNA-virus. For att kunna méta halten genetiskt material, nukelinsyra, hos
RNA-virus maste RNA forst omvandlas till DNA i en process som kallas omvénd

transkription-PCR, RT-PCR (reverse transcription-PCR). Denna process sker efter

extraktion av nukleinsyra men innan PCR-steget.

En sammanfattning av olika steg i analysforfarande for virus med ytterligare
forklaring av de ingadende momenten finns i SVU-rapporten Analysmetoder for

norovirus i ytvatten (7).

Metoder utvarderas genom utbyte, kontroller och grad av

hamning

Genom att tillsatta en kdnd mangd virus gar det att berdkna hur mycket som gar
forlorat i analysprocessen (8) och hur metoder fungerar under olika férhallanden.
Utbytet for en metod anger hur mycket av det tillsatta viruset som aterfinns efter
slutsteget, och det anges i procent. Detektionsgransen (LOD, limit of detection) for




en metod fas genom att anvanda en kand mangd virus-DNA som spads tills det inte
langre kan pavisas. D& har metodens detektionsgrans uppnatts, vilken brukar anges
som antalet genomkopior per liter. Om det inte ar kdant hur manga kopior av ett
virus eller virus-DNA som satts till provet kan vid vilken PCR-enhet per liter som
viruset gar att pavisa anges istallet. For de virus som gar att odla, som t ex
adenovirus, kan man undersoka hur manga virus i provet som har formaga att
infektera odlade celler. Det ger ett matt pa hur manga viruspartiklar som potentiellt
skulle kunna infektera celler och darmed utgora risk for sjukdom hos manniska.

Det &r svart att saga om forlusten av en viss mangd kontrollvirus beror pa sjalva
matrisen (materialet som virus befinner sig i, som dricksvatten eller ravatten) eller
pa de olika stegen i analysprocessen sasom viruskoncentrering, eluering, sekundar
koncentrering, extraktion och PCR-analys. For att kontrollera en matris hdmmande
effekt kan man jamfoéra gransvérden i PCR av ett spikat vattenprov med ett spikat
“rent vatten”, till exempel kranvatten (8).

Ett vanligt satt att hantera hdmning i PCR-reaktionen ar att spada provet.
Forhoppningen ar att tillrdcklig hog koncentration av virus finns kvar i provet men
att inhibitorerna har minskat till en niva som inte stér metoden i lika stor
utstrackning.

Det gar att kontrollera for hamning av qPCR pa olika séatt. Kontrollerna kan vara
antingen interna (kontroll satt till samma vattenprov som dven analyseras for
Onskat virus) eller externa (kontroll satt till separat vattenprov som inte undersoks
for dnskat virus). Ett annat sétt att mata inhibering &r att analysera forskjutningar i
amplifieringseffektiviteten. Gibson m.fl. (2012) (9) undersokte graden av hamning
i 3193 prover fran grundvatten, ytvatten, orenat inkommande avloppsvatten,
avrinningsvatten fran jordbruk och dricksvatten i USA. Nagon generell hamning
beroende pa provtyp eller volym kunde inte konstateras, inte heller nagon
korrelation mellan den provvolym som koncentrerats och analyserats med graden
av hamning av gPCR. Daremot pavisas hamning i alla provtyper. Forfattarna
foreslar darfor att andra faktorer sdsom plats eller sasong paverkar hamningen mer
an provvolym.

Kontrollvirus &r viktigt att anvénda vid analys av virus i vatten eftersom metoderna
brukar uppvisa stor variabilitet och ge daligt utbyte. En studie av Petterson m.fl.
(2015) (10) visar att mengovirus inte var lamplig som kontroll vid analys av
humanvirus da det uppskattade utbytet av mengovirus och humant virus (norovirus
och adenovirus) skilde sig mycket at inom samma prov. En metaanalys av olika
metoder for koncentrering av virus visade att signifikanta skillnader i utbytet
berodde pa typ av virus snarare &n vattentyp, analysvolym eller filtertyp (11). Det
ar vanligt att man anvander kontrollvirus som processkontroll for att undersdka
forlust av virus i olika steg i metoden, men inte lika vanligt att resultaten fran
forsok réknas upp for att korrigera for dessa forluster (10).
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Flera metoder for riskbeddomning

Forekomsten av virus i ravatten fran tva av studierna har anvants i nadgon typ av
riskbedémning for att forsoka tydliggora de pavisade halternas betydelse i
samhallet. | Sverige anvénds framfor allt MBA (mikrobiologisk barriaranalys) eller
QMRA (kvantitativ mikrobiologisk riskanalys) for detta andamal. Syftet ar se
vilken rening eller vilka andra dtgarder som kravs for att kunna leverera ett sakert
dricksvatten. Givetvis paverkas resultaten av de data som anvands i modellerna och
producentens kunskap om sitt vatten.

Mikrobiologisk barriaranalys (MBA)

MBA &r ett systematiskt sétt att vardera barridreffekter. Det kallades tidigare for
god desinfektionspraxis (GDP), och fére det optimal desinfektionspraxis (ODP).
MBA kan anvéndas for att rakna ut vilken desinfektionsgrad som behovs i
slutsteget av reningen, efter att hansyn tagits till ravattenkvalitet, barridrer och
annan vattenbehandling (12). MBA ger "poéng” for olika atgérder, till exempel
avskiljande processer i vattenverket eller ett skyddat tillrinningsomrade. Verktyget
kan alltsa anvandas for att se hur val anpassad reningsprocessen ar till
forutsattningarna. Stor vikt har lagts vid skydd av vattentakten och foérebyggande
atgarder for att minimera mikrobiologisk fororening. Det gar att lagga till eller dra
ifran logreduktionen av olika process-steg, eller att testa att minska reduktionen.
Nackdelen ar att MBA inte tar hansyn till variabiliteten i systemet och det ar svart
att studera effekten av forandringar i processen (12).

Kvantitativ mikrobiologisk riskanalys (QMRA)

QMRA &r en metod for att uppskatta risker i dricksvattenproduktion. Verktyget
staller hogre krav pa data jamfort med MBA och kan anvandas for att modellera ett
vattenverk i syfte att 6ka forstaelsen for vattenverkets funktion, styrkor och
svagheter. Det gar ocksa att hypotetiskt studera effekten pa dricksvattnets
mikrobiologiska kvalitet vid olika justeringar och forandringar i
beredningsprocessen. Dessutom kan olika scenarion simuleras, till exempel utslapp
av orenat avloppsvatten, for att berdkna hur dessa paverkar reningsprocessen.
Resultatet av modelleringarna presenteras i form av antalet infektioner som
teoretiskt kan orsakas av respektive patogen. Verktyget tar med variationer och
osakerheter i berékningarna, vilket ar en fordel. Metoden &r dock inte alltid
anvandbar eftersom det & nddvandigt att ha kunskap om vilka mikroorganismer
som finns och i vilken mangd, och att veta hur de paverkas av de olika
reningsstegen. Visserligen kan standardvarden fran litteraturen anvandas, men
ytterligare studier och kartlaggningar av mikroorganismer i det egna vattenverket
Okar sékerheten i berdkningarna. Modellen anvénds framst for att jamfora olika
processkombinationer, se vilka barridrer som ar mest kritiska och undersoka
konsekvensen om nagon del inte fungerar pa ett korrekt satt. De maximala halterna
av patogena mikroorganismer vid ravattenintag kan uppskattas och sedan jamféras
med verkets barridrverkan under suboptimala forhallanden. QMRA-modellen tar
dock inte hansyn till forsdmringar i ett tidigare steg, &ven om denna férsamring



paverkar efterkommande steg. Svenskt Vatten har tillsammans med Abrahamsson
m.fl. tagit fram ett svenskt QMRA-verktyg (13), och mer information finns pa
Svenskt Vattens hemsida (14).

Majoriteten av metoderna som namns i denna rapport har inte anvant QMRA for
att analysera de uppmatta halternas effekt pa ett reningsverks behov av
reningsprocesser. QMRA &r bara applicerbart pa de studier som utgatt fran ravatten
eftersom det ar ravattnet som renas i dricksvattenverk.

Tidigare publikationer om norovirus fran
Folkhdalsomyndigheten

Folkhalsomyndigheten (tidigare Smittskyddsinstitutet) har tidigare gett ut
publikationen “Norovirus i vatten — en litteraturstudie” (15, 16). Den innehaller
information om till exempel smittvagar, genetik och effekt av olika
desinfektionsmedel pa norovirus samt exempel pa rapporterade vattenburna
norovirusutbrott. Folkhalsomyndigheten har ocksa gett ut rapporten
“Vinterkriksjuka i varden. Kunskapsunderlag for att minska spridningen av
norovirus” (17) som &r ett nationellt kunskapsunderlag med forslag till atgarder for
att forebygga spridningen av norovirus. Rapporten sammanstaller aktuell kunskap
om epidemiologi, diagnostik och vardhygien samt ger forslag till handlaggning
utifran aktuell evidens och erfarenhet.
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Syfte och mal

Folkhalsomyndigheten och Svenskt Vatten har identifierat ett behov av att
sammanstéalla kunskapen inom omradet virus i vatten. Denna rapport ska darfor ge
svar pa fragor sdsom: Vilken kunskap har vi och vilka kunskapsluckor finns?
Genom att sprida projektresultaten vill vi bidra till en battre samordning inom
omradet och till att resurserna nyttjas effektivare.

Malet med rapporten &r att sammanstélla vilken kunskap som finns, framfor allt i
Sverige, men aven i dvriga Norden, nar det galler foljande fragor:

¢ Vilka metoder anvands i Norden for att analysera virus i vatten? Vilka
styrkor och svagheter har dessa metoder?

o Hur tolkas resultaten av analyserna?

e Hur har projekten anvént sina resultat for berédkningar i QMRA eller
MBA?

o Vilka virus har studerats och vilka halter har uppmatts i olika typer av
vatten (till exempel ytvatten, grundvatten, rekreationsvatten)?

e Vilken kunskap finns i dag om olika barriarers effekt pa virus i vatten?
o Vilken betydelse har forekomst av norovirus for folkhalsan?
¢ Vilka kunskapsluckor finns?

Syftet har framfor allt varit att kartlagga de projektrapporter som finns inom
omradet och gora det enklare att fa en dverblick over tillganglig information.
Darefter har vi sammanstallt de viktigaste resultaten och metoderna med fokus pa
metodens utférande och olika steg, metodens utbyte och de uppmatta halterna av
virus.

Rapporten ar en kunskapssammanstéllning av det arbete inom omradet virus i
vatten som utforts och rapporterats under senare ar, fran 2008 fram till i dag
(2017).

Sammanstallningen galler framst forhallanden i Norden, men &ven utanfér om
sadana studier ansetts vara av sarskilt intresse. Forfattaren har gjort begransningen
att endast ta med publikationer dér norovirus ingar som enda eller ett av flera
undersokta virus.



Genomforande

Informationsinsamling for projektet

For att informera om projektet och samla information har Folkhalsomyndigheten
presenterat projektet vid ett antal olika méten och seminarier.

Projektet presenterades forsta gangen pa Svenskt Vattens forsknings- och
utvecklingsworkshop om risk for virussmitta i dricksvatten den 28 oktober 2014.
Experter fran Sverige och Norge som arbetar med virus i vattenomradet bjods in att
presentera aktuell kunskap. Projektet har lyfts &ven i andra sammanhang, bland
annat pa ett referensgruppsmote for mikrobiologiska dricksvattenrisker pa
Livsmedelsverket den 4 november 2014, pa Nationellt natverk for dricksvattens
arbetsgruppsmote for forskning och utveckling den 20 januari 2015, pa Nordiska
Dricksvattenkonferensen den 29 september 2016 och pa Nationella
Dricksvattenkonferensen den 27 april 2017.

Information om projektet har gatt ut via mejl ut till intressenter i olika natverk, dar
mottagarna ocksa uppmuntrades att sprida informationen vidare till parter som
kunde vara intresserade men inte var inkluderade i mejllistan. | de fall forfattaren
har haft kdinnedom om relevanta aktiviteter har forfattaren sokt upp personer for att
fa tillgang till dessa studier.

Litteraturstudie

En litteraturgenomgang inriktad pa analys av norovirus i vatten har genomforts
med hjalp av en informationsspecialist pa Folkhdlsomyndigheten. Manga studier
omfattar fler virus men i denna rapport redovisas framfor allt resultaten for
norovirus. | bilaga 1 finns information om sékningarna.

Det forsta urvalet i sokresultaten var baserat pa screening av titlar och
sammanfattningar. Om det direkt var tydligt att informationen inte var relevant
analyserades artikeln inte vidare. Detta forsta urval resulterade i 106 unika artiklar
och rapporter. Forfattaren laste sedan igenom sammanfattningarna och plockade ut
de som visade sig vara relevanta, vilket resulterade i 29 artiklar som granskades
mer i detalj.

En genomgang av relevanta publikationer fran Svenskt Vattens rapportdatabas har
ocksa gjorts.
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Sammanstallning av genomférda projekt

Nedan redovisas projekt som har genomforts eller pagar. Projekten redovisas under
egna rubriker. FOr ytterligare detaljer hdnvisas till bilaga 2 och respektive referens.
Tabell 2 listar inkluderade rapporter samt referens. Det kan utéver detta finnas
relevanta projekt som inte har kommit till var kannedom. Hur informationen
samlats in beskrivs ovan i kapitlet Genomférande.

Tabell 2. Rapporter med aktuell referens som ingdr i sammanstaliningen av genomforda
projekt.

Inkluderade rapporter Referens nr

Reducing the risk from food-borne viruses in the Nordic countries (FOOD-VIRUS) 18,19

Humanpatogena virus i svenska vattentdkter (NORVID) 7,20
Virus i vatten, Skandinavisk kunskapsbank (VISK) 10, 21-25
Impact of climate change on the transport, fate and risk management of viral 26, 27
pathogens in water (VIROCLIME)

Starkt beredskapskapacitet via rationell laboratoriediagnostik samt férenklad 28, 29
provberedning, pre-PCR processing

Okad form&ga till detektion av virus i livsmedel och humanprover for férbattrad 30
smittspérning

Identifiering av kdnda och nya virus i vatten och deras spridning i befolkningen 31

Snabbare och effektivare analysmetoder for forbattrad risk och kvalitetshanteringi 32
livsmedelskedjan

Verifiera desinfektionseffekten med naturligt férekommande mikroorganismer 33

Reducing the risk from food-borne viruses in the Nordic
countries (FOOD-VIRUS)

Nordiskt kontaktorgan for jordbruksforskning (NJK) finansierade under 2008—
2011 ett nordiskt samarbete déar Sverige (Livsmedelsverket och
Smittskyddsinstitutet), Finland (Helsingfors Universitet), Norge (Norges
Veterindrhogskola), Danmark (Danmarks Tekniska Universitet) och Island (Matis)
ingick i projektet ”Reducing the risk from food-borne viruses in the Nordic
countries” (FOOD-VIRUS). Inom projektet testades en metod for att pavisa
norovirus och adenovirus i 20 typer av dricksvatten fran de nordiska landerna.
Studien finns redovisad som manuskript i en doktorsavhandling (18).

Metod

Metoden gick ut pa att dricksvattenprover pa 1,5 liter spikades med norovirus Gl,
Gl och adenovirus 41 samt med mengovirus som anvandes som processkontroll.
Dérefter filtrerades hela volymen genom ett positivt laddat membran, och virus
eluerades fran filter genom att tacka filtret med NucliSens lyis buffer under
skakning. Hela volymen anvéndes till extrahering med NucliSens mini-MAG, foljt



av cDNA-produktion med Superscript 111. Varje land utforde sina egna analyser till
och med detta steg. Dérefter skickades de frysta proverna till Danmark dar qPCR
utférdes med hjalp av TagMan universal PCR for norovirus Gl, Gll och
mengovirus, och QuantiTect Probe PCR kit for adenovirus. Alla analyser kérdes pa
ABI StepOne. Analysforfarandet liknar metod B i Schultz m.fl. 2011 (19), se
nedan, med &ndringen att filter fran Sartorius anvandes i stéllet for Zetapor. For
flédesschema dver analysforfarandet, se figur 7.

Resultat av metod

Medelutbytet for alla 20 vattentyper var: 43 procent fér norovirus Gl, 45 procent
for norovirus Gll, 15 procent for adenovirus och 46 procent for mengovirus. LODsg
(anger vid vilken koncentration det &r 50 procents sannolikhet att man far ett
positivt fynd, det vill siga pavisar virus) raknades ocksa ut for alla proverna och
uppmattes till 13 PCR U/1,5 L for norovirus Gl, 9 PCR U/1,5 L for norovirus Gl
och 12 PCR U/1,5 L for adenovirus. Dessa LODsg dr jamforbara med de som
Schultz m.fl. rapporterar (19).

Utbytet varierade med virus, vattentyp och utférande laboratorium och det &r svart
att med sakerhet ange vilken parameter som paverkade utbytet mest. For norovirus
Gl, norovirus Gl och adenovirus 41 hade vattentypen signifikant effekt pa utbytet,
medan vattentypen och laboratoriet hade signifikant effekt pa utbytet for kontrollen
mengovirus. Eftersom olika laboratorier utférde spikning och analys fram till och
med produktion av cDNA &r det svart att séga vad som beror pa vattentyp och vad
som beror pa laboratoriet. Laboratorierna hanterade namligen olika vattentyper
(kvaliteter). En svaghet i studien &r att inga inhibitionsforsok utfordes.

Humanpatogena virus i svenska vattentakter (NORVID)

Humanpatogena virus i svenska vattentdkter (NORVID) &r ett projekt som
delfinansierades av Svenskt Vatten Utveckling dar aktorer fran Stockholm Vatten,
Norrvatten, Géteborg stad- Kretslopp och Vatten, Linkdpings universitet och
Léanssjukhuset Ryhov deltog. Projektet pagick 20092012 och var uppdelat i tva
faser. | fas 1 tog man fram metoder for analys av norovirus i ytvatten som finns
presenterade i rapporten ”Analysmetod for norovirus i ytvatten”, SVU 2010-09 (7).
Fas 2 dar provtagningen genomférdes syftade till att utvéardera resultaten med hjalp
av MRA, och finns presenterad i rapporten NORVID — Riskanalys med MRA och
GDP baserad pa langtidsundersokning av norovirusforekomst i svenska
ytvattentakter, SVU 2013-20 (20). Metoden i Fas 1 (7) justerades nagot ytterligare
under fas 2, bland annat korrigerades metoden for att kunna hantera 4 liter vatten i
stallet for 1 liter. Metoden anvandes ocksa for ravattenanalyser vid mindre volymer
vatten fran Goéta dlv och Vénern inom ett annat projekt - VISK, se nedan.

Metod

Metoden, se figur 2, utgar fran att 4 liter vatten forfilterades genom ett
glasfiberfilter, som dérefter flockulerades med magnesiumklorid. Provet filtrerades

23



24

sedan genom filter av cellulosaester. For att ta bort magnesiumjoner tvattades filtret
med svag svavelsyra. Filtret eluerades genom att recirkulera en tvéttlésning
bestaende av basisk Triton-X-l6sning, och I6sningen neutraliserades genom tillsats
av syra. Hela volymen koncentrerades med hjalp av en mikrokoncentrator och
aterstaende volym extraherades och omvandlades till cDNA foljt av en realtids-
PCR. Vid utvdrdering av metoden tillsattes norovirus som processkontroll.

Figur 2. Flodesschema for NORVID:s metod for analys av norovirus i ravatten (7, 20).
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| projektet ingick ocksa langtidsprovtagning av ytvattentakter, och man analyserade
totalt 104 vattenprover som samlades in augusti 2010-september 2011 fran
Ringsjon, Gota alv och tva punkter i Malaren med metoden ovan. Vid analys av
ytvattenproverna anvandes murint norovirus som processkontroll for anrikningen
for att kunna uppskatta utbytet av filtreringen. Murint norovirus sattes till
ytvattenproverna och till kranvatten som analyserades parallellt. Kranvattnet



analyserades endast i PCR. Skillnaden i detektionsniva mellan provet och
kranvattenkontrollen blev ett matt pa forlusten dver filtreringssteget.
Forlustkoefficienten anvéndes dock inte till att rakna upp halterna i
ursprungsproverna. Vid sadan korrigering hade halterna blivit mycket hoga,
samtidigt som det ar oklart hur stor andel av viruspartiklarna som &r viabla. Enligt
forskarna avstod man fran upprakning eftersom det skulle kunna sla fel i
efterfoljande berakningar av virushalten i ytvattnet, vilket i sin tur paverkar
berékningar av risken.

Resultat av metod

Under utvarderingen av metoden tillsattes humant norovirus som kontroll av
utbytet, och utbytet av metoden var 7-13 procent for norovirus Gl och 9-22
procent for Gll. Utbytet vid langtidsprovtagningen ar inte angivet da
forlustkoefficienten fran tillsatsen av murint norovirus inte redovisas.

Fynd i vatten

Undersodkningen visar att norovirus forekom i samtliga undersokta vattentékter.
Uppmatta maxvarden var for GI 3 000 virusgenom/L ravatten och for Gl var det
10 000 virusgenom/L ravatten. Bada dessa uppmattes i samma ytvatten. | dessa
forsok anvandes murint norovirus som processkontroll. Halten Gl var signifikant
hogre an halten GI. Fynd av Gl och GlI gjordes framfor allt under de kallare
manaderna.

Negativa prover analyserades inte om med en spadning, vilket innebar att prover
som anges som ’ej pavisat” kan ha varit himmade i PCR-steget. Detektionsgrénsen
varierar ocksa over tid, vilket innebar att halter som kunde pavisas en viss manad
inte skulle ha detekterats manaden efter nar detektionsnivan var lagre. For
resultatet “’ej pavisat” har det numeriska vardet 0 anvants i berdkningar, vilket kan
vara missvisande da virus kan ha forekommit men under detektionsnivan i
metoden.

QMRA och MBA inom NORVID

| projektet anvéndes ett fiktivt ytvattenverk for att visa hur man kan anvdnda MRA
(numera QMRA) och GDP (numera MBA). Det ska motsvara ett “typiskt
ytvattenverk” (flockulering, sedimentering, snabbfiltrering, eventuellt foljt av
ytterligera avskiljande steg och desinfektion). Berdkningarna for QMRA och MBA
visar att olika processkombinationer ger olika logreduktioner for norovirus, men
slutsatsen for det fiktiva vattenverket visar att risken for spridning av norovirus till
konsumenterna ar Iag under normala férhallanden om man har flera barriarer. Detta
kan dock paverkas av olika handelser, till exempel braddning av avlopp till en
recipient som utgor en ravattentakt eller nedsatt barriarfunktion. Detta vattenverk
berdknas ha en process som kan hantera 2-10 000 detekterade norovirusgenom/L
ravatten.
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Virus i vatten, Skandinavisk kunskapsbank (VISK)

VISK (Virus i vatten, Skandinavisk kunskapsbank) var ett tredrigt projekt inom
ramen for EU-programmet Interreg IV A Oresund-Kattegatt-Skagerrak som pagick
under perioden 2010-2013. Projektets syfte var att minska samhallets sarbarhet for
vattenburen virussmitta i ett forandrat klimat genom att

o skapa kunskapsnéatverk

o beskriva atgarder for riskhantering

o ta fram béattre metoder for analys och avskiljning av virus i vatten

e sprida information om risk och sékerhet.

Projektet delades in i olika arbetspaket och det involverade 18
forskningsinstitutioner, myndigheter och kommuner i Sverige (bland annat
Chalmers Tekniska Hogskola, Goteborgs Stad, Livsmedelsverket, Lanssjukhuset
Ryhov, Statens Veterindrmedicinska Anstalt och Svenskt Vatten), Norge (Norges
Veterinarhogskola och Norskt Vann) och Danmark (Danmarks Tekniska
Universitet). VISK har ocksa en egen hemsida dar rapporter, publikationer och
information om projektet finns samlade: www.visk.nu.

Inom VISK kartlades bland annat virusforekomsten i vattendragen Glomma i
Norge och Goéta édlv i Sverige med avseende pa halt och typ av virus, vilket
anvandes som underlag i riskmodeller. Inom VISK undersokte man ocksa hur bra
olika barriarer i vattenverken ar pa att avlagsna sjukdomsframkallande virus.

Metoder

Inom arbetspaket 3 tog man fram metoder for detektion av norovirus i olika typer
av vatten. Arbetet genomfdrdes framst av Livsmedelsverket, Lanssjukhuset Ryhov
och Norges Veterinarhdgskola.

Inom projektet anvandes ravatten och avloppsvatten fran Gota alv respektive
Glomma och olika metoder anvéandes av respektive deltagande laboratorium.

Resultaten fran arbetspaket 3 har annu inte publicerats i en egen rapport. Viss
Oversiktlig information finns i SVU rapport 2016-03 *Virus i vatten — skandinavisk
kunskapsbank” (21), men eftersom den rapporten ar en sammanfattning saknas
information om metoddetaljer, utbyte m.m. Darfor kan inga resultat aterges fran
forsoken i Gota &lv. Detsamma galler arbetet med att ta fram och optimera en
metod for att analysera stora volymer dricksvatten. Livsmedelsverket har dock
arbetat vidare med metoden for stora volymer vatten. Metoden och resultaten
presenteras under kapitlet: Sammanstéllning av andra publicerade artiklar,
Optimerad detektion genom pre-PCR modifieringar.

R&vatten Glomma

Information och resultat fran forsoken fran Glomma finns tillgangliga i tva
vetenskapliga publikationer (10, 22). Under utvecklingen av metoder for att
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analysera ravatten fran Glomma testades fyra olika filter och tre olika buffertar, se
tabell 3.

Tabell 3. Olika kombinationer av filter och elueringsbuffertar som testats vid analys av virus i
rdvatten frdn Glomma (22).

Buffert
1: Kott-glycin 2: Basisk 3: NucliSense
triton-X lysisbuffert
Filter 1: NanoCeram X X
2: Glasull i kolonn X X
3: Millipore X X
4: Zetapor X

Vid testning av filter 1-3 ingick ett sekundéart koncentreringssteg med PEG. Under
optimeringsforsoken spikades prover med mengovirus, adenovirus 40 och
norovirus av okand genogrupp. For varje metod anvande man 1 respektive 10 liter
vatten i triplikat, och varden for Cq (kvantifieringsvarde) fran gqPCR anvandes for
att utvardera metoderna.

Utbytet var bast for NanoCeram och Millipore. NanoCeram upplevdes som enklare
att arbeta med och anvandes for fortsatta forsok. Ytterligare optimeringar
genomfdrdes for NanoCeram genom att filtrera 1 liter, 5 liter och 10 liter vatten
och jamfora Cqg-varden fran qPCR.

Metoden innebar att 5 liter ravatten som spikats med mengovirus filtrerades genom
NanoCeram foljt av eluering med basisk triton-X-buffert och sekundér
koncentrering med PEG. Hela precipitatet 16stes upp i lysisbuffert. RNA och DNA
extraherades med mini-MAG och cDNA skapas med Superscript 11 foljt av
TagMan-PCR for detektion, se figur 3. For att undvika inhibition av PCR-
reaktionen analyserades bade ospadda och spadda prover, dar spadning ocksa
innebar att hammare spaddes ut och darmed hade mindre paverkan pa reaktionen.
Positiva och negativa kontroller ingick i alla kdrningar. For att berékna utbytet for
hela metoden tillsattes 2 ml lysisbuffert till 1 ml ofiltrerat vatten som spikats med
mengovirus. Detta RNA-extraherades sedan.
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Figur 3. Flodeschema for metoden som anvandes for analys av norovirus i rdvatten frén
Glomma i VISK (10, 22).
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Resultat av metod

Resultaten fran studien av Petterson m.fl. (10) visade att medelutbytet for
processkontrollen mengovirus var 1,2 procent med stor spridning. Medelutbytet for
andra virus var: adenovirus 0,31 procent, norovirus Gl 0,15 procent och norovirus
GI1 0,053 procent, men spridningen for dessa tre var ocksa mindre. Om resultatet
justerades for metodens utbyte 6kade den uppskattade virushalten med minst 1,8
logso f6r adenovirus, 3,5 logio for norovirus Gl och 4,6 logie for norovirus GllI.
Forfattarna jamforde resultat fran mengovirus och norovirus GlI, norovirus Gll och
adenovirus fran samma forsok, och det framgick att det uppskattade utbytet skiljer
sig at om man raknat pa mengovirus jamfort med resultat fran humana virus. De
uppvisade alltsa dalig korrelation.

Fynd i vatten

Av 52 vattenprover fran Glomma inneholl ungeféar 60 procent norovirus Gl, med
uppmaétt medianhalt 94 genomkopior/L, och ungefér 45 procent innehdll norovirus
GII med uppmatt medianhalt 456 genomkopior/L (22). Inhibition pavisades i 35
procent av ytvattenproverna.



Barriarverkan inom VISK

| VISK-handboken finns en sammanfattning av olika barridrers effekt pa bakterier,
virus och parasiter. Virus ar den mikroorganism som i manga fall avskiljs samst,
forutom vid anvéandning av klor och ozon. Rapporten i sin helhet finns att lasa har
(23).

Inom arbetspaket 4 (24) studerades avskiljning och inaktivering av virus i
vattenverk med hjalp av ultrafiltrering, kolfilter, klor, snabbfilter och kemisk
fallning. Forsok har utforts dels pa laboratorier och dels genom pilotstudier pa
anlaggningar. Reduktionerna som anges baseras pa resultat fran ibland enstaka
forsok, eller resultat fran olika anlaggningar med olika forutsattningar och
involverar analys av kolifager eller viruslika partiklar (VLP), eller tillsatser av
virus i vattnet for att kunna utféra forsoken. | de flesta fall anser forskarna inom
arbetspaket 4 att resultaten dverensstdmmer med litteraturen och egna erfarenheter,
forutom for kemisk féallning dar resultaten &r sdmre an vad som tidigare antagits.
Man forslar en justering av logkrediterna for kemisk fallning inom MBA.
Resultaten for olika barridrer visas i tabell 4. For att fa mer kunskap om halter och
forekomst av virus rekommenderar forfattarna av arbetspaket 4 studier for att
analysera virus i bade ravattnet och utgaende vatten fran avloppsreningsverk. Renat
vatten innehaller ofta laga halter virus och metoderna som anvénds varierar i
utbyte, vilket gor det svart att faststalla reduktionen av virus 6ver barriarer. Darfor
rekommenderas inte analys av virus i renat vatten da resultaten ar behaftade med
osakerhet och kan ge falsk trygghet. Forskarna inom arbetspaket 4 (24) foreslar att
varje producent undersoker hur vél reningen fungerar i olika steg under varierande
forhallanden, eller introducerar extra barriérer.

Tabell 4. Reduktionen fran forsok pd laboratorier och pilotanldggning inom VISK arbetspaket
4. Resultaten baseras pd enstaka forsck eller forsok fran olika anlaggningar med olika
forutsattningar. Modifierad frén (24).

Barriar Logreduktion (%)
Filtrering genom 40 m sand (omattad zon 4 (99,99 %)

varierade fran 1 till 5 m f6r 3 olika

grundvattenplatser)

Kemisk fallning och filtrering 1-3 (90-99,9 %)
Kolfilter 0-1 (0-90 %)
Ultrafiltrering 2—4 (99-99,99 %)
Klor 0,5-6 (68-99,9999 %)

Virus eller fager som tillsats till vattnet for att mata barridreffekten behover inte
bete sig som naturligt férekommande virus nér det géller till exempel aggregering.
Aggregerade virus avskiljs lattare genom till exempel koagulering, sedimentering,
och filtrering, medan inaktivering (desinfektion) kan ha samre effekt da viruset
skyddas av aggregatet. Effekten av kemisk fallning &r beroende av virusets
laddning och kommer d&rfor variera med viruset. Ingen metod har visat sig kunna
tacka alla funktioner, men forskarna inom arbetspaket 4 foreslar att man anvander
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partikelrdknare, VVLP eller online-turbiditetsméatningar for att kontrollera effekten
vid kemisk féllning och ultrafiltrering. For att kontrollera effekten vid inaktivering
med klor foreslas anvandning av CT (kontakttid) och eventuellt analys av levande
celler (infargning som anger om cellen har intakt cellvagg eller inte).

QMRA inom VISK

| dagslaget (oktober 2017) finns endast en preliminar version av arbetspaket 5
tillganglig pa VISK:s hemsida och denna har anvants som informationskalla. Inom
arbetspaket 5 (25) har man anvant QMRA for att rakna pa reduktionsférmaga i tva
olika vattenverk: Overby som ligger i anslutning till Gota alv i Sverige, och Nedre
Romerike Vattenverk som ligger i anslutning till Glomma i Norge. For att rakna pa
reduktionen har man utgatt fran tre olika informationskallor:

1) Uppmatta varden fran prover tagna i ravattnet. Forskarna inom arbetspaket
5 anser att dessa data ar osakra da norovirus endast detekterades i ett fatal
prover. Dessutom har man inte kunnat ta hansyn till den analyserade
volymen eller utbytet i metoden.

2) Uppmatta halter av fekala indikatorn E. coli. Arbetspaket 5 har anvéant
modellering fér scenarion dér E. coli antas harstamma fran antingen
obehandlat avlioppsvatten eller behandlat avloppsvatten. Enligt slutsatserna
fran arbetspaket 5 ar tva svagheter med att anvanda E. coli att kallan inte
behdver vara avloppsvatten och att E. coli och norovirus inte har samma
Overlevnad, vilket antas i modellen.

3) Hydrodynamisk modellering for att testa olika scenarion av tillfléde av
norovirus genom varianter av tillforsel fran reningsverk uppstroms.

For Overby har forskarna inom arbetspaket 5 anvént samtliga tre angreppssatt for
att rakna pa mojlig virusfororening, medan man for Nedre Romerike Vattenverk
har anvént sig av nummer 1-2.

For Overby vattenverk gav de uppmatta halterna av norovirus (inte korrigerade for
processforluster) lagst antagen halt av norovirus i vattnet och ocksa minst behov av
reduktion i vattenverket. Hogst antagna halt sags nar man utgick fran E. coli-
vérden. Berdkningarna visar att logreduktionen av norovirus i vattnet i hog grad
beror pa kontakttiden och koncentrationen av fritt klor i vattenverkets rening, och
att den forutsatter god cirkulation av hela vattenmassan som renas sa att inga
fraktioner passerar relativt opaverkade av klor. Som alltid &r det svart att isolera en
del av reningsprocessen eftersom effekten av klor ar beroende av att tidigare steg i
reningen fungerat. Hydrodynamisk modellering vid Gota alv visar att tillforsel av
norovirus fran uppstroms avloppsreningsverk (Vanershorgs avloppsreningsverk)
var den viktigaste kéllan till norovirus vid Overbys ravattenintag. Att minska
méangden norovirus som slapps ut fran avloppsreningsverket skulle fa stor effekt pa
sjukdomsrisken. Likasa ar information om uppstrémshandelser och kunskap om
transporttider viktiga for att kunna anpassa intaget och den efterféljande
behandlingen i vattenverket.



Vid berékning av halten norovirus i Glomma korrigerades for forluster i utbyte,
vilket gav varden som &ar hdgre an vad som tidigare rapporteras i litteraturen.
Forlusterna raknades ut genom att tillsatta ett kontrollvirus, mengovirus. Utbytet
var i medeltal 2,4 procent men det varierade stort mellan prover, 0,0001-10
procent. I snitt erholls 10 ganger fler viruspartiklar efter korrigering for utbytet i
metoden, men for den 6vre 95:e percentilen skrevs halten upp narmare 10 000
ganger. Medianhalten 1ag pa ca 1 000 genomkopior/L medan den i den dvre 95:e
percentilen kunde dverstiga 1 000 000 genomkopior/L. Alltsa behéver
dricksvattenproducenter god k&nnedom om sin metods utbyte och veta inom vilket
intervall koncentrationsutbytet galler for att kunna rakna ut férvantad halt
norovirus i provet. Till detta kommer att molekylarbiologiska metoder inte tar
hénsyn till om viruspartikeln &r viabel och kan infektera manniska eller inte. For
Glomma stamde den beraknade halten norovirus utifran indikatororganismerna E.
coli och Clostridium perfringens val 6verens med de uppmatta virushalterna.

Generellt sett har bade Overby (koagluering, flockulering, sedimentering;
snabbfilter; langsamfilter; och klordesinfektion) och Nedre Romerike Vattenverk
(koagulering, flockulering; snabbfilter; aktivt kol; UV-desinfektion; och
klordesinfektion) god avskiljningsformaga under normala forhallanden. Daremot
paverkades reningen av fluktuationer i olika parametrar. QMRA-berakningar fran
Nedre Romerike Vattenverk visade att kortare storningar sasom backspolning
gjorde att risken for infektion av norovirus blev tio ganger hégre per dygn, medan
feldosering av koagulant hade storre effekt och dkade risken med en faktor pa 100
-200. Klor &r en viktig barriar for bada vattenverken och kontakttiden &r av stor
betydelse.

Impact of climate change on the transport, fate and risk
management of viral pathogens in water (VIROCLIME)

Projektet VIROCLIME pagick januari 2010-mars 2012 och finansierades av EU:s
sjunde ramprogram (FP7) for forskning. Syftet med projektet var att undersdka hur
klimatforandringar paverkar virusforekomsten och darmed vattenkvaliteten vid
fyra olika platser med ytvatten i Europa och Amazonas genom olika hydrologiska
modeller. Projektet anvande sa kallad kéllsparning dar man undersoker om det gar
att ange en fororenings ursprung, till exempel manniska, fagel eller nétkreatur.
Platserna var utvalda baserat pa modeller om var klimatférandringarna kommer
resultera i 0kad nederbdrd.

VIROCLME innehdll deltagare fran flera lander och huvudsyftet var inte att ta
fram nya metoder &ven om metodoptimering och forsok genomférdes. Eftersom
denna rapport fokuserar pa Norden har forfattaren valt att ta med de forsok och
resultat som finns tillgangliga fran Umeélven i Sverige.

Metod

Ett forsta steg i projektet var att vélja och optimera en metod. Valet foll pa
flockulering med mjolkpulver enligt Calgua m.fl. (26), en metod som anvénds for
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bade sotvatten, marint vatten och avloppsvatten. Projektet tog ocksa fram egna
metoder for sjalva koncentreringen med flockulering. Metoderna for sétvatten och
marint vatten ar snarlika. Provet justerades till pH 3,5 och om konduktiviteten var
for 1ag tillsattes artificiellt havsvatten. Provet flockades i 8-10 timmar under
omrorning foljt av sedimentering i 810 timmar. Sedimentet centrifugerades och
pelleten lostes upp i PBS, foljt av extraktion med QlAamp viral RNA kit och real-
tids-PCR med Ultrasense One-step Quantitative RT-PCR Kkit, se figur 4. Ett annat
kit testades forst, QuantiTect RT-PCR for real-time mix, men bytet till RNA
Ultrasense One-step Quantitative RT-PCR kit 6kade ké&nsligheten for alla RNA-
virus utom enterovirus (27).

Adenovirus 35 anvéandes som processkontroll. FOr att prova ut metoden spikades
vatten med enterovirus 35, polyomavirus JC, enterovirus echovirus 7, norovirus
GlIl och influensavirus (27).

Figur 4. Flodesschema for metoden for detektion av norovirus, utarbetad vid Viroclime i
Umed (26, 27).
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Resultat av metoderna

Tillsats av 1 procent w/v (vikt/volym) saltvatten tkade kansligheten i metoden med
1-2 cykler pa Ct-vardet, medan ytterligare tillsats av saltvatten inte hade nagon
effekt pa sensitiviteten (27). Resultat fran Umead visar att medelutbytet varierade
mellan olika virus: 49 procent fér adenovirus, 92 procent for polyomavirus JC, 22
procent for enterovirus, 8 procent for norovirus Gll och 13 procent for
influensavirus A. Resultaten for enterovirus och norovirus Gll ar baserade pa
resultaten fore bytet till RNA Ultrasense One-step Quantitative RT-PCR-Kkittet,
vilket alltsa forbattrade resultaten.

DNA-virusen (adenovirus och polyomavirus) paverkades inte av hamning fran
matrisen. Det gjorde daremot RNA-virusen (enterovirus, norovirus Gll och
influensavirus A), vilket antagligen beror pa att hamningen sker i omvant
transkriptas-steget.

Fynd i vatten

Sapovirus och enterovirus pavisades inte i nagra ytvattenprov. Norovirus Gl eller
Gl pavisades i 6 procent av proverna fran Umealven.

Starkt beredskapskapacitet via rationell
laboratoriediagnostik samt férenklad provberedning, pre-
PCR processing

Under 2014-2016 genomfordes det MSB-finansierade projektet *’Stéarkt
beredskapskapacitet via rationell laboratoriediagnostik samt férenklad
provberedning, pre-PCR processing” dar huvudsdkande var Rikspolisstyrelsen via
Statens kriminaltekniska laboratorium. Projektet syftade till att bygga en
samverkansplattform for effektivare DNA- och RNA-baserad analys och
darigenom stérka beredskapskapaciteten avseende mikroorganismer och forensiska
spar i ett sektorsGvergripande perspektiv. Projektet genomfordes i samarbete med
Lunds Tekniska Hogskola, Livsmedelsverket, FOI och SVA med fokus pa att
forbattra detektionsgransen och 0ka provflodet av olika typer av DNA- och RNA-
prover. Livsmedelsverket vidareutvecklade sin metod for detektion av norovirus i
ravatten inom projektet, och metoden bygger pa analys av stora volymer vatten
genom ett ultrafilter féljt av optimerad forbehandling fére PCR-reaktion (28). Del
av projektet arbete finns ocksa redovisat i Borgmastars m.fl. (2017) (29).

Okad férmé&ga till detektion av virus i livsmedel och
humanprover for forbattrad smittsparning

Projektet Okad formaga till detektion av virus i livsmedel och humanprover for
forbattrad smittsparning finansieras av MSB:s 2:4-anslag och I6per under 2015
2017 med foérlangning under 2018 (30). Det ar ett samarbete mellan
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Livsmedelsverket, Folkhadlsomyndigheten, Sahlgrenska sjukhuset och
Léanssjukhuset Ryhov. Projektets mal &r att ta fram molekylarbiologiska detektions-
och/eller typningsmetoder for norovirus Gl, Gll och GVI; sapovirus G, GllI, GIV
och GV; rotavirus A, B och C; astrovirus; adenovirus F40, F41 och G52; humant
enterovirus; hepatit A; hepatit E; aichivirus; och fastingburen encefalit-virus
(TBEV).

Syftet med projektet ar att ta fram metoder for att forbattra smittsparningen i
livsmedels- och dricksvatten nér det géller utbrott med virus. Metoderna ska
mojliggora effektiv extraktion av virus fran olika matriser sdsom dricksvatten,
bladgronsaker och olika feta livsmedel. Man designar och testar olika PCR-
metoder, bade konventionell PCR och qPCR, som fungerar pa prover fran bade
manniska och livsmedel. Metoder ska &ven testas ut for virus som normalt inte
analyseras for pa kliniska mikrobiologiska laboratorier, sasom norovirus GIV, for
att kunna undersoka om de ger upphov till utbrott. (M Simonsson,
Livsmedelsverket, personlig kommunikation mars 2015).

Identifiering av kanda och nya virus i vatten och deras
spridning i befolkningen

Forskningsradet Formas har beviljat projektet “Identifiering av kiinda och nya virus
i vatten och deras spridning i befolkningen” vid G6teborgs universitet finansiering
under 2016-2018. | studien kommer férekomsten av nio olika humanpatogena
tarmvirus undersokas i vatten fore och efter behandling. Klimatfaktorer och deras
paverkan pa rening och viruspopulationer ska studeras genom att samla in vatten
regelbundet under tva ar. Fynd av virusstammar i avioppsvatten kommer att
jamforas med stammar som har isolerats fran patienter fran samma region och
tidsintervall. Mangden virus i vattnet kommer att relateras till uppskattat antal
personer som utsdndrar viruset, till antalet personer som &r smittade och sokt
sjukvard, och till antalet telefonsamtal om gastrointestinala sjukdomar till 1177
Vardguiden. Fran avloppsvatten koncentreras virus genom flockulering med
mj6lkpulver och fran ravatten med hjalp av ett elektropositivt filter. De vanligaste
virustyperna kommer att identifieras med PCR och sekvensering.
Djupsekvensering och nya djupanalysstrategier kommer anvéndas for att bestdimma
hittills okanda virus. Patientprover kommer ocksa undersokas for dessa tidigare
okdanda virus. FOr mer information se Formas hemsida (31).

Snabbare och effektivare analysmetoder for forbattrad risk
och kvalitetshantering i livsmedelskedjan

Vinnova finansierar projektet ”Snabbare och effektivare analysmetoder for
forbéttrad risk och kvalitetshantering i livsmedelskedjan” under 2015-2018. Syftet
med projektet &r att méjliggora battre detektion och kvantifiering av mikrober i
livsmedel och forhindra spridning av smittan genom snabba och tillforlitliga
rutinanalysmetoder. De analystester som utvecklas i projektet ar inriktade mot, men
inte begransade till, PCR-baserad metodik. Huvudsokande ar SP Sveriges Tekniska
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Forskningsinstitut och medsokande ar bland annat Goteborgs universitet,
Livsmedelsverket, Lunds universitet, Norrvatten, Statens Veterindarmedicinska
Anstalt och Stockholm Vatten. (J. Hakansson, SP Sveriges Tekniska
Forskningsinstitut, personlig kommunikation mars 2016, samt Vinnovas hemsida

(32)).

Verifiera desinfektionseffekten med naturligt
férekommande mikroorganismer

Vid Lackarebécks vattenverk har man i en studie forsokt anvanda kolifager som en
processindikator i stallet for humana virus, for att komma runt svarigheterna med
att detektera humanpatogena virus i vatten. Analys av kolifager for processkontroll
ar enklare an direkt detektion av virus men nackdelen &r att metoden mer liknar en
indikatoranalys och inte visar direkt effekt av barriarer pa humanpatogena virus.
Genom att isolera klortaliga fager ur avloppsvatten och anvanda dem i
desinfektionsforsok forsokte man i studien utveckla en vélfungerande
processkontroll, och resultaten finns publicerade i SVU-rapport 2014-24 (33).
Forsoken var ett forsta steg for att béattre forsta klorinaktivering av virus. Studien
resulterade i identifieringen av 1-3 fager som é&r klortaliga och kan odlas med
standardmetoder for somatiska kolifager. Fagerna kan propageras upp till
tillrackligt hog halt for att detektera inaktivering 6ver 8 log. Forsoken visade ocksa
att det fanns skillnader mellan den utraknade logreduktionen fran MBA och den
uppmatta logreduktionen. Reduktionen av levande celler motsvarade
virusreduktionen enligt Cg-berékningar.
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Sammanstallning av
andra publicerade artiklar

Utover ovanstaende projekt finns ocksa flera relevanta vetenskapliga artiklar och
rapporter fran enskilda forskargrupper. Nedan presenteras ett urval som beror
norovirusmetodik och/eller nordiska forhallanden. Tabell 5 listar inkluderade
artiklar samt aktuell referens. For ytterligare detaljer hanvisas till bilaga 2 och
respektive referens.

Tabell 5. Artiklar med aktuell referens som ingar i sammanstallningen av
publicerade artiklar.

Inkluderade artiklar Referens nr
Presence of human noro- and adenoviruses in river and treated wastewater, a 34
longitudinal study and method comparison
Collaborative validation of a rapid method for efficient virus concentration in 19
bottled water
Improved detection of norovirus and hepatitis A virus in surface water by 29
applying pre-PCR processing
Internationell standardmetod for bestamning av hepatit A virus och norovirus i ISO/TS 15216-
livsmedel med realtids RT-PCR 1:2013
SS-EN ISO

15216-1 2017

Forekomst av norovirus och adenovirus i floden Vantaa, en
ettarsstudie och en metodjamforelse, Maunula m.fl. 2012

| Finland har Maunula m.fl. (2012) genomfért en ettarig studie for att undersoka
forekomsten av norovirus i floden Vantaa samt jamfort tre olika metoder pa vatten
som samlats in vid olika tidpunkter och pa olika platser (34).

Metod

Forekomsten av virus i floden Vantaa undersoktes under mars 2007—februari 2008.
Prover togs da en gang per manad vid 5 olika provtagningsplatser. Vid dessa
provtagningar filtrerades 3 liter vatten. Om vattnet sag ut att innehalla mycket
partiklar forfiltrerades provet genom Waterrafilter och dérefter genom negativt
laddade HA-membran. HA-membranen eluerades med AVL-buffert under skak.
For att fa med eventuella virus som fastnat i Waterrafiltret eluerades detta med
kott-glycinbuffert. Elueringarna extraherades sedan separat. Extrahering
genomfordes med QlAamp Viral RNA kit. Endast norovirus analyserades med en
one-step realtids-RT-PCT med QuantiTect Probe RT-PCR, se figur 5. PCR kordes
alltid pa ospadda prover och pa prover som spatts till 1:10.

Vid metodjamforelsestudien som utfordes 2009 togs prover en gang i manaden
under 3 manader (februari, mars och maj) fran 4 olika provtagningsplatser. Tre
olika metoder jamfordes:



A) 3 liter vatten forfiltrerades genom Waterra och darefter genom negativt
laddade HA-membran. Membranet eluerades med lysisbuffert under skak
och darefter tvattades membranet med destillerat vatten. Lysisbuffert och
destillerat vatten poolades och anvéndes till RNA-extraktion med
NucliSens foljt av RT-PCR.

B)

C)

3 liter vatten som justerades till pH 3,5 filtrerades genom glasfiberull.
Filter eluerades med kott-glycinbuffert och darefter sanktes pH till 3,5
igen. Proven centrifugerades och pelleten Igstes upp i PBS och

nukleinsyra extraherades med NucliSens.

30-50 ml vatten som frysts vid -80 °C utsattes for frystorkning under 2
dagar. Materialet l6stes upp i PBS och anvandes till nukleinsyraextraktion

med NucliSens.

Figur 5. Flddesschema for metod for analys av norovirus fran révatten frén floden Vantaa.
Modifierad fran (34).
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QuantiTect Probe realtids-RT-PCR

Extraktion genomférdes med NucliSens magnetic extraction kit for samtliga
metoder. For norovirus anvandes en one-step realtids-RT-PCR med QuantiTect
Probe RT-PCR, och PCR kordes alltid pa ospadda prover och pa prover som spétts
till 1:10. For bade metodjamforelsen och ettarsstudien anvandes ett patientprov
med hdg titer for norovirus Gl1.4 for att skapa en standardkurva. PCR-enheter
anvandes for berdkningar da exakt antal genomkopior var okant for kontrollprovet.
Detektionsgransen for bade norovirus och adenovirus var 1 enhet per 5 pl
extraherad volym i en PCR-reaktion.
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Resultat for metoderna

Vid metodjamforelsestudien detekterades inte norovirus under
tremanadersperioden i ndgot prov med ndgon metod. Adenovirus pavisades i 11 av
12 prover totalt med alla metoder. Med glasullsmetoden pavisades adenovirus i 9
av 11 prover, med forfiltrering och HA-filter pavisades adenovirus i 8 av 12
prover, och med frystorkning pavisades adenovirus i 4 av12 prover.
Medelkoncentrationen av adenovirus under mars for glasullmetoden var 1,17 x 10°
PCR-enheter/L, och for forfiltrering och HA-filter var den 5,39 x 102 PCR-enheter.
PCR-hamning undersoktes genom att spada proverna men pavisades inte.

Fynd i vatten

| ettarsstudien pavisades norovirus framfor allt under vintermanaderna (december—
april). Norovirus Gll pavisades signifikant oftare an norovirus GI. Over aret
pavisades norovirus 3-5 ganger per ar och provplats. Totalt pavisades norovirus i
20 av 65 prover Over aret, vilket motsvarar ungefar 30 procent av proverna.
Eftersom Cg-vardena lag néra detektionsgransen och det ar lagt utbyte i metoderna
har forfattarna inte réknat ut kvantitativa varden for virus i flodvatten.

Jamforelse av fyra metoder for detektion av norovirus i
flaskvatten, Schultz m.fl. 2011.

| en europeisk studie har Schultz m.fl. jamfort fyra olika metoder (A-D) for
detektion av norovirus i flaskvatten (19). Denna studie lag till grund for forsok som
senare utférdes av Uhrbrand m.fl. (18) och som redogérs for under FOOD-VIRUS
ovan.

Metod

Fyra metoder jamfordes och utvarderades genom att proverna spikades med felint
calicivirus och hepatit A-virus. Tre laboratorier deltog; alla prover analyserades i
triplikat och PCR analyserades i duplikat. VVarje laboratorium utforde bara en
metod i jamforelse med D (alltsa A + D, B + D och C + D). Se figur 6 for
schematisk bild. Har foljer en kort beskrivning av de olika metoderna:

A) Prov pumpades igenom anjonkromatografisystem och virus eluerades med
fosfatbuffer. Eluatet koncentrerades ytterligare med hjalp av
ultracentrifugering, och pelleten resuspenderades i AVL-buffer foljt av
RNA-isolering.

B) Prov filtrerades genom positivt laddat Zetaporfilter. De inkuberades med
NucliSens easyMAG lysisbuffert och eluerades med NucliSens easyMAG.

C) Prov filtrerades genom elektropositivt filter. Filtret inkuberades med kott-
glycinbuffert under skak foljt av ultracentrifugering. Pelleten
resuspenderades i PBS och RNA extraherades med QlAamp viral RNA
mini Kit.



D) Prov filtrerades genom positivt laddat Zetaporfilter. Filtret inkuberades

med kott-glycin buffert. pH justerades till 8,0 och vatskan koncentrerades
med en microconcentrator. RNA extraherades med NucliSens MiniMAG.
Metoden bygger pa Gilgen m.fl. 1997 (35) och anges som referensmetod i
artikeln som man jamfoér metod A, B och C mot.

RNA fran felint calicivirus och hepatit A-virus detekterades med two-step TagMan
RT-PCR. RNA fran norovirus Gl och GlI detekterades med one-step TagMan RT-

PCR och RNA Ultrasense One-step gRT-PCR system.

Figur 6. Flddesschema for metoden for flaskvatten som publicerats av Schultz m.fl. 2011
(19). En variant av metoden med NucliSense anvandes ocksd av Uhrbrand 2012 (18).
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Resultat fér metoderna
Genomgangen visade att metod B hade signifikant lagre Cqg-varde for bade felint
calicivirus och hepatit A-virus jamfort med referensmetoden D &n metoderna A
och C. Man gick da vidare med metod B och utvarderade den genom att lata fem
olika laboratorier utfora analyser med alla eller nagra av foljande virus: felint
calicivirus, hepatit A-virus, norovirus Gl och norovirus GlI.

For metod B varierade utbytet for felint calicivirus for de fem laboratorierna:
mellan 1 procent + 1 och 72 procent + 28 med ett medelutbyte pa 34 procent + 32,
Utbytet for hepatit A-virus var mellan 8 procent + 6 och 70 procent £ 35 med
medelutbytet 51 procent + 26. Utbytet for norovirus GI for de tva laboratorierna

som utforde analysen var 61 procent £ 8 respektive 61 procent + 13 med ett

medelutbyte pa 61 procent + 0. Utbytet for norovirus Gl for de tre laboratorierna
som utférde analysen var mellan 17 procent + 29 och 64 procent £ 25 med ett
medelutbyte pa 35 procent + 25.
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Optimerad detektion
genom pre-PCR processing, Borgmastars m.fl. 2017

Borgmastars m.fl (2017) (29) har undersokt mojligheten att minska matrisens
hammande effekt pa PCR-steget genom att modifiera stegen innan PCR-
reaktionen, sé& kallat pre-PCR processing. Studien eftersokte en qPCR-master mix
som inte paverkades av inhibitorer, och forsokte aven minska mangden inhibitorer
som foljer med i koncentrationssteget samt att modifiera primrarna. Tre olika
vatten jamfordes; dricksvatten, Almungevatten och Gorvalnvatten. Almungevatten
anger forfattarna som ett hogkomplext vatten som kan innehalla manga inhiberande
substanser, medan Gorvalnvatten anges som ett mellankomplext vatten och
kranvatten som ett lagkomplext vatten. Denna indelning baserar sig pa bland annat
fargtal, turbiditet, kemisk syreforbrukning (CODwn), totalorganiskt kol (TOC), och
16st organiskt kol (DOC).

Metod

Metoden borjar med ultrafiltrering av 50 liter vatten foljt av eluering med PBS. Del
av eluatet precipiterades med PEG, centrifugerades och pelleten resuspenderades i
PBS. Dérefter genomférdes nukleinsyraextraktion och standardprotokollet for
NucliSense miniMAG (A) jamfordes med ett modifierat protokoll (B), se dven
figur 7.

A. 1 ml elutat blandades med 2 ml lysisbuffert, inkuberades och dérefter
tillsattes 50 pl magnetkulor, och ordinarie protokollet f6ljdes.

B. 1 ml elut blandades med 600 ul lysisbuffert, inkuberades med skak, 300 pl
kloroform tillsattes och provet skakades kraftigt, inkuberades igen innan
centrifugering. Elutet blandades med 1,4 ml lysisbuffert och inkuberades
och darefter tillsattes 50 pl magnetkulor och ordinarie protokollet foljdes.



Figur 7. Flodesschema for pavisning av norovirus inklusive skillnad mellan standarprotokoll
och modifierat protokoll for nukleinsyraextraktion som tagits fram for hégkomplexa vatten

(29).
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TagMan Fast Virus 1-step Master Mix

Ultrafiltreringssteget genomfordes i triplikat med tva olika koncentrationer av
norovirus G, norovirus Gll och hepatit A-virus. Mengovirus tillsattes till alla
proven som en intern processkontroll, och ett ospikat vattenprov fungerade som
negativ kontroll vid alla férsok.

Efter extraktionen paborjades PCR-steget som utvarderades genom att jamfora fyra
olika RT-gqPCR kit: TagMan Fast Virus 1-step Master Mix, SensiFast Probe No-
ROX One-Step kit, One-Step PrimeScript RT-PCR Kit, och gScript XLT one-step
RT-gPCR ToughMix. De olika kiten utvérderades genom att analysera extraherat
norovirus GlI i spadningsserier och jamféra bland annat LOD och utbytet i PCR.
De tva kit som uppvisade bast resultat underscktes vidare genom att testa hur val
de detekterade norovirus GlI spikat i olika volymer htgkomplext vatten. Proverna
analyserades ospatt och spadda i duplikat.

Forfattarna modiferade ocksa primrarna sa att de skulle klara hogre

annealingtemperatur.

Resultat for metoderna

Det modifierade protokollet for nukleinsyraextraktion funderade battre an
standardprotokollet for det mest komplexa vattnet, Almungevatten. Himning
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pavisades i PCR-reaktionen med standarprotokollet men inte i det modifierade
protokollet. Vart att notera ar att 1:10 spadning av eluatet fran standarprotokollet
ocksa minskade den hammande effekten till samma niva som for det modifierade
protokollet. Ingen signifikant skillnad mellan de tva protokollen for
nukleinsyraextraktion detekterades for kranvatten eller Gorvalnvatten.

Utbytet blev signifikant battre med modifierade protokollet &n standardprotokollet
for mengovirus i ett hdgkomplext vatten, och en stor skillnad noterades dven for
norovirus Gl d&ven om skillnaden inte var signifikant. Inga signifikanta skillnader i
utbyte pavisades i mellankomplext vatten for nagot virus med det modifierade
protokollet. Daremot var utbytet béttre for standardprotokollet &n modifierade
protokollet for lagkomplexa vattnet och skillnaden var signifikant for mengovirus.
Att standardprotokollet var battre for lagkomplext vatten an det modifierade
protokollet tror forfattarna beror pa storre forlust av nukleinsyra i det modifierade
protokollet &n i standardprotokollet.

Utbytet i det hégkomplexa vattnet med det modifierade protokollet var 33 procent
for mengovirus, 13 procent for norovirus Gl, 8 procent for norovirus Gll och 4
procent for hepatit A-virus. Den teoretiska LOD for 50 liter ultrafilterat mellan-
och lagkomplextvatten var 4 x 10 genomkopior fér norovirus Gl och 8 x 10°
genomkopior for norovirus GlI.

Det RT-gPCR kit som uppvisade bast formaga att motsta inhibitorer var TagMan
Fast Virus 1-step Master Mix som tolererade storst volym hdgkomplext vatten vid
detektion av norovirus Gll, det vill sdga var mest tolerant mot hammande amnen i
matrisen.

De modifierade primrarna forbattrade detektionen av framférallt norovirus GII men
aven norovirus Gl. Modifierade primrar testades inte for hepatit A-virus eller
mengovirus.

Internationell standardmetod

En standardmetod, kallad CEN/TC275/WG6/TAG4, ISO/TS 15216-1:2013, har
tagits fram for att detektera hepatit A-virus och norovirus i mat inklusive
flaskvatten med realtids-RT-PCR. Mengovirus anvénds som processkontroll.
Metoden har anvénts vid detektion av norovirus i musslor och bivalver (36, 37) och
har modifierats och testats pa ravatten av bland andra Grgndahl-Rosado m.fl.
(2014) (22). Under 2017 kom en ny version av standarden, nu ocksa pa svenska,
SS-EN ISO 15216-1 2017.



Diskussion

Denna sammanstallning bygger pé publicerade studier och vetenskaplig litteratur
samt pa information om pagaende projekt som forskargrupper frivilligt delat med
sig av. Det kan dock finnas studier eller arbeten som forfattaren inte kanner till.

Variation i metoder for virusanalys

Genomgangen visar att olika projekt och forskargrupper rapporterar olika
utbytesresultat for liknande metoder och samma virus. Metoderna som anvants ar
dock aldrig identiska. Darutdver har man anvant olika kontrollvirus, utvarderat
metodens prestanda pa olika sétt, anvant vatten med olika karaktarer och sa vidare.
Alla dessa faktorer paverkar resultaten och gor det svart att jamféra metoderna med
varandra. Vissa trender kan dock skonjas:

e Vanligast ar att anvanda ett positivt laddat filter.

o De som gor sekundéar koncentrering anvander oftast mikrokoncentrator
eller PEG-fallning.

o Extraktion sker oftast med QiaAmp viral RNA kit eller NucliSens system.

e | manga metoder analyseras mindre volymer vatten (1,5-5 liter) men inom
Viroclime analyserades 10 liter och Borgméstars m.fl. anvénde 50 liter.

Skillnader i utvéardering av metoderna visar ocksa att det behovs ett brett accepterat
standardforfarande for att utvardera analysmetoder, sa att studierna blir mer
jamforbara och forskarsamhallet gemensamt kan utréna hur olika forhallanden
paverkar respektive metod.

Steg for steg fortydligas dock till exempel vilken effekt virus har pa utbytet och
utbytesvariationen inom samma metod. En svarighet ar att metoderna som
undersdks ger mycket varierande utbyte och det blir da svart att jamfora metoden
vid upprepade forsok. Beror utbytet pa vattenkvaliteten, pa viruspartikeln, pa
naturliga inter- och intrametodvariationer eller nagon annan faktor? Genom att
faststalla hur metoderna ska utvarderas gar det atminstone att jamfara olika
metoder. Samtidigt paverkas metoden av hur den utvarderas, och den kan fungera
battre under naturliga forhallanden &n under faststallda utvéarderingsforhallanden.

Val av filter kan paverka metodens utbyte

Adsorptionsytan hos filter kan ha olika egenskaper: den kan vara positivt laddad,
negativt laddad eller av glasull. Studier med positivt laddade filter rapporterar ett
utbyte for norovirus pa 0-84 procent for dricksvatten (18, 38) och 0,5-12 procent
for flodvatten (39). Studier med elektronegativa filter har visat ett utbyte av
norovirus fran dricksvatten pa 2-80 procent (40, 41) och fran flodvatten pa 4-35
procent (40, 41). Anvandandet av glasull har genererat utbyte for dricksvatten om
ungefar 3-30 procent (38, 42). Koncentrering kan ocksa ske med till exempel
flockulering med torrmjolk. En studie med flockulering visar ett utbyte om ca 50
procent for norovirus i flodvatten (26).
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Cashdollar m.fl. 2013 (11) har genomfort en metaanalys av rapporterade
medelutbyten fér norovirus, poliovirus och bakteriofager i ytvatten, havsvatten och
dricksvatten vid anvandandet av elektropositiva och elektronegativa filter. De visar
att vattentyp och analysvolym inte hade signifikant effekt pa utbytet. Likasa var det
ingen signifikant skillnad i medelutbytet for elektropositiva filter, elektronegativa
filter eller ultrafiltrering, men ultrafiltrering var baserat pa farre studier.

| flera av de genomgangna projekten har olika varianter av filter undersokts, men
da har ocksa andra parametrar sasom elueringsbuffert eller efterféljande steg
varierat. Detta gor att man inte kan dra nagon slutsats om enbart filtrets paverkan
pa utbytet.

Val av virus péverkar metodens utbyte

En publikation av Petterson m.fl. 2015 (10) visar att mengovirus inte verkar vara
ett optimalt kontrollvirus for metoder som ska pavisa norovirus. En metaanalys av
Cashdollar m.fl. fran 2013 visar &ven att valet av virus signifikant paverkar utbytet,
oavsett typ av filter, vattentyp eller analysvolym. Det ar oklart om denna skillnad
beror pa olika egenskaper hos virus nar det géller isoelektrisk punkt,
viruspartikelns struktur och storlek, eller andra faktorer (11). Fler liknande
granskningar kravs for att utvardera vilka kontrollvirus och metoder som fungerar
under olika forutsattningar. Studierna visar ocksa pa vikten av att utfora forsoken
med det virus man avser undersoka i stallet for att optimera en metod med hjalp av
modellvirus. Modellvirus &r dock ett bra komplement, sarskilt vid arbete med virus
som inte gar att odla.

Fynd i vatten och tolkning av resultat

Flera av studierna rapporterar fynd av norovirus i ravatten, framfor allt under
vintermanaderna. Det &r inte forvanande eftersom ravatten kan paverkas av renat
avloppsvatten som normalt innehaller virus och andra patogener da reduktionen i
avloppsreningsverken inte ar fullstdndig. Halterna varierar men det &r utan tvekan
sd att det finns norovirus i vara ravattenkallor. Om halterna dessutom skulle raknas
upp for att korrigera for det laga utbytet i metoden blir halterna av norovirus i
manga fall mycket hoga. For att kunna anvéanda resultaten fran metoderna i
riskboedomningar krévs att halter av virus anges. De fa berakningar av reduktioner i
vattenverken som gjorts inom de olika projekten visar dock att vattenverken under
normala forhallanden har god férmaga att reducera de beraknade virushalterna.

Vid tolkning av resultaten behdver man ta hansyn till bade processforlusten
(utbytet) och det faktum att inte alla pavisade virusgenom ar infektiosa. Att virus
inte pavisas i PCR-analysen innebar inte nédvandigtvis vattnet ar fritt fran virus,
utan endast att virus inte kunde pavisas. Orsakerna kan vara flera, bland annat att
utbytet var daligt, att halterna var under detektionsgransen for metoden, att
fraktionen vatten som filtrerades inte innehdll virus och att PCR-reaktionen var
h&mmad.



Resultaten av virusforekomst i ravatten kan med fordel kopplas samman med
annan data, sasom forekomsten av sjukdomssyndrom i befolkningen enligt
sjukvardsupplysningen och funktionen Halsolage som finns tillganglig via
Folkhalsomyndigheten. Halsolage ar baserat pa samtal till 1177 Vardguiden och
analyserar automatiskt om det finns forhdjda nivaer av samtal som ror
forutbestamda symtom jamfoért med vad man kan forvanta sig i ett viss geografiskt
omrade. Vid forhojda nivaer av magsjuka uppstroms finns risk for okat tillskott av
virus till recipienten som senare kan fungera som nagon annans ravatten. Uppmatta
virushalter i ravatten kan ocksa jamforas med rapporterad magsjuka i vattenverkets
distributionsomrade.

Dricksvattenburna virusutbrott kraver kompletterande metoder

Vid ett dricksvattenburet utbrott ar det alltid 6nskvart att kunna spara en trolig
smittkalla. Halterna virus i dricksvatten &r ofta laga, och om till exempel en
braddning ligger bakom ett utbrott &r det troligt att flera olika typer av patogena
mikroorganismer, inklusive olika genotyper av norovirus, pavisas hos patienter. |
vissa fall kan &ven olika varianter av norovirus pavisas i vattnet. Vid ett utbrott kan
typning av virus anvandas for att starka sambandet mellan dricksvatten och
patienter. Typning innebér att undersoka om virus hos patient och vatten ar lika pa
nukleotidniva. De metoder som anvands i studierna baseras pa en realtids-PCR, det
vill séga att man forsoker ange halten virus i ett prov och inte endast nérvaro av
virus. Vid utbrottsituationer ar det viktigare att kunna pavisa virus i vatten och att
jamfora virus fran patient och humanprover med typning, an att bestamma halten,
och da kan konventionell PCR vara av varde. Realtids-PCR har ofta hogre
kanslighet an konventionell PCR. Nackdelen med realtids-PCR &r att man inte kan
jamfora nukleotiderna fran olika prover med varandra, vilket man kan med
konventionell PCR. Aven med konventionell PCR innebir inte franvaro av virus att
vattnet ar fritt fran virus, utan det betyder endast att virus inte kunde pavisas.

Mangarig erfarenhet fran arbete med utbrott och smittsparningar pa
Folkhalsomyndigheten visar att pavisande av samma typ av virus i vatten och
patient har stor betydelse for hur ett utbrott hanteras och accepteras. Med ett
pavisat samband brukar det bli lattare att satta in atgarder for att hindra fortsatt
smittspridning och forhindra nya utbrott.

Norovirus i vatten har oklar betydelse fér folkhalsan

Det &r svart att bedoma vilken betydelse norovirus i dricksvatten har for folkhalsan.
Calicivirus, den virusfamilj dar norovirus ingar, ar dock den vanligaste kanda
mikrobiologiska orsaken till dricksvattenburna sjukdomsutbrott (43). En studie i
Sverige har uppskattat att upp till 175 000 personer per ar kan insjukna i svar
magsjuka pa grund av smitta via dricksvatten, men inte specifikt av virussmitta
(44). En studie av Tornevi m.fl. (2016) (45) visar vidare att 0kad barriérverkan i
vattenverken har stor effekt pa antalet fall av magsjuka i befolkningen under
perioder da virus ar en vanlig orsak till magsjuka. Sammantaget visar detta att virus
i vatten, och framfor allt norovirus i vatten, sannolikt kan spridas via dricksvatten.
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Dricksvattenburna norovirusutbrott pagar inte konstant i befolkningen aven om
norovirus pavisas i ravatten. Det kan bero dels pa att reningen i vattenverken ar
tillrackligt god, dels pa att alla pavisade virus inte ar viabla och inte kan orsaka
infektion. Molekylarbiologiska metoder ger inte svar pa om pavisade virus ar
viabla eller inte. I dag finns alltsa en kombination av lagt utbyte, manga faktorer
som paverkar pavisning av norovirus och metoder som inte anger om virus ar
viabla eller inte. Darmed &r det svart att ange vilken risk ett visst vatten utgor for
ménniskors hdlsa om det anvands vid dricksvattenproduktion.

Dricksvattenproducenter behdver kanna sitt vatten och veta vilka halter av
indikatororganismer och patogener som brukar forekomma i det, for att kunna
upptécka variationer och vardera vilken risk de medfér. Klart ar att humanpatogena
virus ofta finns narvarande och att perioder med héga halter kan antas bero pa en
okad tillforsel till ravattnet fran manniskor via till exempel avloppsvatten. Hogre
halter virus staller hogre krav pa reningen av ravattnet for att
dricksvattenproducenten ska kunna leverera ett sékert dricksvatten. Metoder sasom
analys av VLP och kolifager anvands av vissa vattenverk for att undersoka
barridreffekten. Ingen av dessa varianter korrelerar med virusférekomst utan
anvénds enbart for att undersoka barridrverkan.

Framtida behov av utveckling

Ett flertal projekt och studier av olika storlek har genomforts under de senaste tio
aren, och stora resurser har tillforts fran olika finansiarer, bade nationellt och
internationellt. Trots detta finns det i dagslaget (2017) inte nagon allmant
accepterad och val fungerade metod for att pavisa virus i vatten. Det finns stora
variationer i utbyte, och det ar fortfarande svart att koppla PCR-resultat till
viabilitet, i de fall virus inte kan odlas.

Fortsatt arbete kréavs for att utveckla metoder for pavisning och haltbestamning av
virus i vatten. Mycket arbete har genomférts, men utan nagon revolutionerande
teknikutveckling under tiden som paverkat metoderna. Fragan ar om vi har kommit
sa langt det ar mojligt med de nuvarande metoderna. Behévs nya angreppssatt och
innovationer for att ta ett stort kliv framat?

Forsoken med att ta fram realtids-PCR for att pavisa och haltbestamma virus i
vatten bor inte dverskugga behovet av konventionell PCR med efterfdljande
typning for anvandning vid smittsparning.

Ett annat alternativ vid detektion av okant virus &r att anvanda
helgenomsekvensering (WGS, whole genome sequencing) men da kravs en relativt
hdg halt viruspartiklar. Folkhdlsomyndigheten leder ett nystartat MSB-finansierat
2:4-krisberedskapsprojekt kallat ”Starkt formaga till analys av ravatten och
dricksvatten vid ovéntad kemisk, mikrobiologisk och radioaktiv fororening i
fredskriser, for det civila forsvaret och hdjd beredskap”. Syftet med det &r bland
annat att undersoka anvandandet av WGS vid fragestallningar om mikroorganismer
i vatten. Det aterstar att se om denna teknik kan vara del av l6sningen eller om
ytterligare utveckling krévs.
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Bilagor

Bilaga 1
Sokstrangar och antal traffar vid genomgang av litteraturen for analys av norovirus
i vatten.

Databas: Scopus Datum: 2015.02.13

(Elsevier)

Sokning Sokfalt Sokstrang Antal

Nr traffar

1 Title, TITLE-ABS-KEY ( norovirus OR 2915
Abstract, "norwalk virus" OR calicivirus)
Keywords AND PUBYEAR > 2009

2 Title, TITLE-ABS-KEY ( analysis OR 4112192
Abstract, characterization OR isolation OR

Keywords determination OR detection) AND
PUBYEAR > 2009

3 Title, TITLE-ABS-KEY ( ( drinking water | 300204
Abstract, ) OR groundwater OR ground-
Keywords water OR (‘water supply) OR (
water resource) OR lake OR (
surface water)) AND PUBYEAR

> 2009

4 #1 AND #2 AND #3 167

Databas: SciFinder (CAS) Datum: 2015.02.18

Sokning | Sokfalt Sokstrang Antal

Nr traffar

1 Research Topic analysis norovirus in 14
(Keyword/Title/Abstract) | drinking water

2 Research Topic analysis norovirus in 20
(Keyword/Title/Abstract) | groundwater

3 Research Topic detection of norovirus in 14
(Keyword/Title/Abstract) | groundwater

4 Research Topic detection of norovirus in 20
(Keyword/Title/Abstract) | drinking water

5 Research Topic norovirus PCR 878
(Keyword/Title/Abstract)

6 #5. Refined by publication 484

year: 2010 —




7 #6. Refined by language: 375
English

Databas: PubMed Datum: 2015.02.02

(NCBI)

Sokning | Sokfalt Sokstrang Antal

Nr traffar

1 MeSH "Norovirus"[Mesh] 3000

2 MeSH "Drinking Water"[Mesh] OR "Water 33232
Resources"[Mesh]) OR
"Groundwater"[Mesh]) OR "Water
Supply"'[Mesh]

3 #1 AND #2 85

4 MeSH "Norovirus/analysis"[Mesh] OR 1556
"Norovirus/isolation and
purification"[Mesh]

5 #2 AND #4 59

6 MeSH "Caliciviridae/analysis"[Mesh] OR 2085
"Caliciviridae/isolation and
purification"[Mesh]

7 #6 AND #2 65

8 Title, norovirus[Title/Abstract] OR "norwalk 3285

Abstract virus"[Title/Abstract]
9 Title, "drinking water"[Title/Abstract] OR 52760
Abstract drinking-water[Title/Abstract] OR

groundwater[Title/Abstract] OR ground-
water[Title/Abstract] OR "ground
water"[Title/Abstract] OR "water
supply”[Title/Abstract] OR "water-
supply”[Title/Abstract] OR "water
resource"[Title/Abstract] OR "water
resources"[Title/Abstract]

10 #6 AND #7 136
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Databas: PubMed Datum: 2015.02.13

(NCBI)

Sokning | Sokfalt Sokstrang Antal

Nr traffar

1 MeSH "Norovirus"[Mesh] 3000

2 MeSH "Drinking Water"[Mesh]) OR 68502
"Groundwater"[Mesh]) OR "Water
Resources"[Mesh]) OR "Water
Supply”[Mesh]) OR "Fresh
Water"[Mesh]

3 #1 AND #2 142

4 #3. Filter: Published last five years 54

5 Title, norovirus[Title/Abstract] OR norwalk 4423

Abstract virus[Title/Abstract] OR

calicivirus[Title/Abstract] OR enteric
virus[Title/Abstract]

6 Title, drinking water[Title/Abstract] OR 100897

Abstract ground water[Title/Abstract] OR ground-

water[Title/Abstract] OR
groundwater[Title/Abstract] OR fresh
water[Title/Abstract] OR
freshwater[Title/Abstract] OR water
supply[Title/Abstract] OR water-
supply[Title/Abstract] OR water-
resource[Title/Abstract] OR water
resource[Title/Abstract] OR
lake[Title/Abstract] OR
pond[Title/Abstract] OR surface
water[Title/Abstract] OR surface-
water[Title/Abstract]

7 #1 OR #5 5059

8 #2 OR #6 135391

9 #7 AND #8 328

10 #9. Filter: Published last five years 146

Bilaga 2
FOOD-VIRUS
Vattenkalla och | Dricksvatten. 20 olika dricksvatten fran tappkran fran Sverige,
provplats Norge, Danmark, Finland, Island.
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Volym, antal 1,5 L, 160 prover (20 provplatser, 4 olika koncentrationer av virus i
prover och dubbelprov) under hésten 20009.

tidpunkt

Virus Norovirus Gl, Gll, adenovirus 41, mengovirus

analyserade

Adsorption och
elueringsmetod

1,5 L dricksvatten spikades med virus och filtreras genom ett

47 mm positivt laddat membran med porstorlek 0,45 pm med hjélp
av vakuum. Virus eluerades fran filter med 3 ml NucliSens
lysisbuffert (BioMerieux) under skak RT, 15 min. Hela volymen
anvéndes till efterfoljande nukleinsyraextraktion.

Extraktion och
molekylé&r-
biologisk metod

Nukleinsyraextraktion genomférdes med NucliSens mini-MAG
(BioMerieux) till 100 pl eluat. cDNA producerades med Superscript
11 RT kit (Invitrogen). Extraktion och cDNA utfordes av varje
laboratorium (land) for sig. Prover férvarades i -20 °C innan
transport till Danmark for realtids-PCR-analys. Realtids-PCR
utfordes for norovirus Gl, GIl och mengovirus med TagMan
universal PCR (Applied Biosystems). For adenovirus anvandes
QuantiTect Probe PCR kit (Qiagen). Alla analyser analyserades pa
ABI StepOne (Applied Biosystems).

Kontrollvirus

Mengovirus tillsattes som processkontroll tillsammans med évriga
virus i vattnet. Negativ kontroll bestod av fos.

Utbyte Medelutbytet for alla 20 vattentyper var: 43 % for norovirus Gl,
45 % for norovirus GllI, 15 % for adenovirus, 46 % for mengovirus.
LOD50 raknades ocksa ut for alla proverna och uppmattes till 13
RT-PCR U/1,5 L for norovirus Gl, 9 RT-PCR U/1,5 L for norovirus
Gll, 12 RT-PCR U/1,5 L for adenovirus.
Variation i utbyte mellan olika typer av virus, de olika
dricksvattentyperna och utférande laboratorierna. Dricksvattentypen
paverkade signifikant utbytet av alla virus. Utbytet paverkades
ocksa av vilken virustyp som undersoktes.
Ingen kontroll anvandes for att kontrollera hamning av RT-PCR-
steget.

NORVID

Vattenkalla och | Ravatten. Ringsjon, Malaren, Gota Alv

provplats

Volym, antal 4 L, 2 ganger/vecka september 2010-september 2011, totalt 104

prover och prover.

tidpunkt

Virus Norovirus Gl, GII, murint norovirus

analyserade

Adsorption och
elueringsmetod

Provet reducerades 20 000 ganger, fran 4 L ner till 200 ul.
Forfiltrering: 4,5 L vatten spikat med murint norovirus filtrerades
over glasfiberfilter med porstorlek 2 um, maxflode pa 450 ml/min,
foljt av flockulering med 25 mM magnesiumklorid. Filtrering: 4 L
filtrerades genom cellulosaesterfilter med porstorlek pa 0,45 pm
med maxhastighet av 200 ml/min. Filtret tvattades med 200 ml 0,5
mM svavelsyra for att ta bort magnesiumjoner, darefter eluerades
viruspartiklarna genom att recirkulera 15 ml tvéttldsning med hogt
pH (basisk Triton-X-tvattlésning) i motsatt riktning i 2 min. Sedan

53



neutraliseras filtratet. Ultrafiltrering: Hela volymen sattes till en
mikrokoncentrator pa 50 kDa och kylcentrifugerades i 35 min vid
4 000 g. Retentatet var max 200 pl.

Extraktion och
molekylar-
biologisk metod

Extraktionen med QlAamp viral RNA mini kit (Qiagen) gav 60 pl
varav 8 ul anvandes till att skapa 30 pl cDNA med en RT-PCR
(Hustra ready to go reverse transcriptase bead, GE). 2 pl anvandes
till PCR pa LigthCycler (Roche) med LUX-primrar (Invitrogen),

Kontrollvirus

Murint norovirus tillsattes till vattenproverna samt till ett
dricksvattenprov som kordes parallellt.

Utbyte

Detektionsgréans med hansyn tagen till metoden och utbyte &r 1 000
viruspartiklar/L ravatten. Utbyte i ravatten fran Gota alv var 7-13 %
for Gl, 9-22 % for GlI.

Fynd i vatten

Norovirus férekom i samtliga undersokta vattentékter, framfor allt
under oktober—februari. Uppmatta maxvarden var for Gl 3 000
virusgenom/L ravatten och for GIl 10 000 virusgenom/L ravatten.
Bade dessa uppmaéttes i samma ytvatten.

Ovriga resultat

Ingen korrelation mellan halter av norovirus och de kemiska (pH,
temp, FNU, TOC, COD) eller mikrobiologiska (C. perfringens, E.
coli, koliforma bakterier) parametrarna.

Ovrig
information

Eftersom man i utvecklingen av metoden inte pH-justerar provet
anvander man inte ett positivt laddat filter utan ett hydrofilt filter,
MCE (mixed cellulose ester). Slutmetoden har satts upp pa Ryhov
for att anvandas inom VISK.

En del viruspartiklar avskiljs antagligen vid flockuleringen da de &r
aggregerade till stérre partiklar.

VISK, Glomma, metodoptimering, Grgndahl-Rosado m.fl. 2014

Vattenkélla och

Ravatten. Glomma; Inkommande ytvatten - Nedre Romerike

analyserade

provplats Vattenverk

Volym, antal 30 L provtogs men 1 och 10 L anvéndes for analyserna. Prov togs
prover och vid 5 tillfallen september—december 2010.

tidpunkt

Virus Mengovirus, adenovirus 40 och 41, norovirus Gl, GlI.

Adsorption och
elueringsmetod

Fyra olika filter testades med tre olika buffertar, dar filter 1-3
testades med buffert 1-2 och filter 4 med buffert 3 foljt av RNA-
extraktion. Vid uttestning av filter 1-3 ingick ett sekundart
koncentreringssteg med PEG 8000, 80 g/L och NaCl 17,5 g/L pH
7,3 med omrérning 6ver natt vid 4 °C foljt av centrifugering vid 10
000 x g for 45 min vid 4 °C.

Filter 1: 147 mm NanoCeram aluminiumfiberdiskfilter, porstorlek 2
pm (Argonide); Filter 2: Glasull packat i kolonn; Filter 3: MF-
Millipore 47 mm cellulosaesterfilter, porstorlek 0,45 um; Filter 4:
Zetapor Sp 47 mm diskfilter porstorlek 0,45 um (Cuno Filtration
SAS 3M). Buffert 1: 3 % kottextrakt med 0,1 mol/L glycin, pH 9,5;
Buffert 2: 0,05 M KH2P0O4, 1 M NaCl, 0,1 % (v/w) Triton X-100,




pH 9,2; buffert 3: Lysisbuffert (NucliSens easyMAG, Biomerieux).
For varje metod anvandes 1 L och 10 L vatten i triplikat, och Cg-
varden (quantification cycle) fran gPCR anvéndes for att utvardera
metoderna. Nér en viss metod valts ut (filter 1 och buffert 2) gjordes
ytterligare optimeringar genom att filtrera 1, 5 och 10 L vatten och
jamfora Cg-varden fran qPCR.

Extraktion och
molekylar-
biologisk metod

Nukleinsyraextraktion med NucliSens easyMAG (Biomerieux)
enligt tillverkarens instruktioner. Pelleten resuspenderades i 3 ml
lysisbuffert och forvarades i -20 °C. Vid fortsatt analys tillsattes 50
pl magnetiska kulor, och extraherat RNA/DNA eluerades i 25 pl
och forvarades vid -80 °C. cDNA skapades med superscript I
(Invitrogen) random hexamers och 11 pl RNA enligt tillverkarens
instruktioner, till totalvolym av 20 pl. Alla prover amplifierades i
duplikat i Stratagene MX3005P (Agilent Technologies Inc) med
TagMan Environmental Master Mix (Applied Biosystems) med 2 pl
cDNA/DNA i 20 pl totalvolymreaktion. Spadda och ospédda prover
analyserades parallellt for att spadda ut eventuella inhibitorer.
Positiva och negativa kontroller ingick i alla kérningar.

Kontrollvirus

Mengovirus anvandes som processkontroll. Ett prov med endast
elueringsbuffert analyserades varje vecka som negativ kontroll. For
att kunna berédkna utbyte tillsattes 2 ml lysisbuffert till 1 ml
ofiltrerat vatten som spikats med mengovirus, och som sedan RNA-
extraherades.

Ovriga resultat

Filter 1 och filter 3 tillsammans med buffert 2 uppvisade
konsekvent lagst Cg-varden (hdgst utbyte). Filter 1 (NanoCeram)
var lattare att hantera, och Cqg-resultat fran forsok med olika
volymer samt utbyte fran spikningsforsok visade att filtrering av 5
L gav bést utbyte.

VISK, Glomma, forsok, Grgndahl-Rosado m.fl. 2014

Vattenkélla och

Ravatten. Glomma; Inkommande ytvatten - Nedre Romerike

analyserade

provplats Vattenverk

Volym, antal 30 L vid 55 tillfallen (ca 1 gang i veckan) under januari 2010-april
prover och 2012. Fran juni 2011 var 5 L standard vid analys.

tidpunkt

Virus Mengovirus, adenovirus 40 och 41, norovirus Gl, GlI.

Adsorption och
elueringsmetod

Ytvatten spikades med mengovirus som processkontroll, blandades
och stodi 2 timi 4 °C. Provet delades i 2-3 replikat om 5 L och
filtrerades inom 4-8 tim fran provtagning med en peristaltisk pump
med fléde 80 ml/min (Watson-Marlow) genom 147 mm
NanoCeram nano aluminiumfiberdiskfilter porstorlek 2 um
(Argonide). Filter eluerades genom att cirkulera 40 ml av buffert
innehallande 0,05 M KH2PO4, 1 M NaCl, 0,1 % (v/w) Triton X-
100, pH 9,2'i 1 min. Eluatet koncentrerades ytterligare genom PGE-
fallning och pelleten resuspenderades i 3 ml lysisbuffert och
forvarades i -80 °C i vantan pa nukleinsyraextraktion.
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Extraktion och
molekylar-
biologisk metod

Nukleinsyraextraktion med NucliSens easyMAG (Biomerieux)
enligt tillverkarens instruktioner. Pelleten resuspenderades i 3 ml
lysisbuffert och forvarades i -20 °C. Vid fortsatt analys tillsattes 50
ul magnetiska kulor, och extraherat RNA/DNA eluerades i 25 pl
och forvarades vid -80 °C. cDNA skapades med superscript I
(Invitrogen) random hexamers och 11 pl RNA enligt tillverkarens
instruktioner, till totalvolym av 20 pl. Alla prover amplifierades i
duplikat i Stratagene MX3005P (Agilent Technologies Inc) med
TagMan Environmental Master Mix (Applied Biosystems) med 2 pl
cDNA/DNA i 20 pl totalvolymreaktion. Prover analyserades spadda
och ospéadda for att upptécka eventuell inhibition. Positiva och
negativa kontroller ingick i alla kérningar.

Kontrollvirus

Mengovirus anvandes som processkontroll. Ett prov med endast
elueringsbuffert analyserades varje vecka som negativ kontroll. For
att kunna berékna utbytet tillsattes 2 ml lysisbuffert till 1 ml
ofiltrerat vatten som spikats med mengovirus som sedan RNA-
extraheras. PCR-metoderna foljer rekommendationerna fran
CEN/TC275/WG6/TAG4

Utbyte

LOD var 7 genomkopior/L for alla virus. Bara prov éver LOD
anvandes i vidare berékningar (dvs. man tog inte med negativa
prover som 0). Relativa standarddeviationen var 7-97 % for alla
virus, och relativ medelstandarddeviation var 45 % for adenovirus,
53 % for norovirus Gl, och 54 % for norovirus Gll. Inhibition
detekterades i 35 % av proverna.

Fynd i vatten

Viruskoncentrationen ar hdgre under vintern (november—mars), nar
lufttemperaturen &r lag (-26,3-6,8 °C) och nederbdrden ar lag (0-27
mm/dag). Viruskoncentrationen var hdgst vid neutralt pH, och hdg
vid hég konduktivitet, och uppvisade ingen samvariation med
turbiditet.

Viroclime

Vattenkélla och
provplats

Flodvatten. 2 platser vid Umedlven.

Volym, antal
prover och
tidpunkt

10 L, 14-20 experiment per virus i Umed, januari 2011-juni 2012.

Virus
analyserade

Norovirus Gl, Gll, sapovirus, humant adenovirus, polyomavirus JC,
enterovirus, influensavirus A. FOr utvardering av metoden anvandes
adenovirus 35, polyomavirus JC, enterovirus echovirus 7, norovirus
GII och influensavirus.

Adsorption och
elueringsmetod

Vid mycket material i vattnet sedimenterades provet i 15 min och
vattenfasen 6verfordes till ny behallare. pH justerades till 3,5. Vid
behov justerades konduktiviteten till 6ver 1 200 pl. 100 ml av 1 %
torrmjolksldsning i artificiellt saltvatten med pH 3,5 tillsattes provet
foljt av omrdrning i 8-10 timmar vid rumstemperatur, déarefter
sedimenterades provet i 8-10 timmar. Supernatanten togs av och
flockarna samlades upp och centrifugerades vid 8 000 x g, 30 min,
4 °C. Pelleten lostes upp i totalt 10 ml PBS.




Extraktion och
molekylar-
biologisk metod

Virus extraherades med QlAamp Viral RNA kit (Qiagen) foljt av
realtids-PCR med Ultrasense One-step Quantitative RT-PCR Kit
(Invitrogen) for RNA-virus och Tagman Environmental PCR kit for
DNA-virus (Applied Biosystems).

Kontrollvirus

Till processkontroll vid forsok med metoden anvandes adenovirus
35 som tillsattes till ett separat prov innan flockulering.

Utbyte

Medelutbytet varierade mellan olika virus: 49 % for adenovirus, 92
% for polyomavirus JC, 22 % for enterovirus, 8 % for norovirus GlI
och 13 % for influensavirus A. Resultaten for enterovirus och
norovirus GlI &r baserade pa resultaten fran QLAGENS mix, innan
bytet till Invitrogens Kit.

Fynd i vatten

Sapovirus och enterovirus pavisades inte i nagra ytvattenprov.
Norovirus Gl eller GIl pavisades i 6 % av proverna fran Umeélven.
Detta var lagst forekomst av alla platserna som undersoktes i
Viroclime.

Ovrig
information

Forst anvandes QuantiTect RT-PCR for real-time mix (QIAGEN),
men byttes senare ut mot RNA Ultrasense One-step Quantitative
RT-PCR kit (Invitrogen). Byte av kit 0kade sensitiviteten for alla
RNA-virus utom enterovirus. Tillsats av 1 % w/v saltvatten dkade
ocksa sensitiviteten med 1-2 cykler pa Ct-vardet. DNA-virusen
(adenovirus och polyomavirus) visade ingen hdmning av matrisen.
Det gjorde daremot RNA-virusen (enterovirus, norovirus Gll och
influensavirus A) vilket antagligen beror pa hamning av “reverse
transkriptase”-steget.

Maunula m.fl. 2012, jamférelse av metoder

Vattenkélla och

Ravatten. Floden Vantaa

provplats

Volym, antal Februari, mars och maj 2009, totalt 12 prover fran 4 olika
prover och provplatser. Provtagning 1 gang/manad i 3 manader.
tidpunkt

Virus Norovirus, adenovirus

analyserade

Adsorption och
elueringsmetod

Tre olika metoder jamfordes: A) 3 L vatten forfiltrerades genom
Waterra (FHT-700) och filtrerades darefter genom negativt laddade
HA-membran (cellulosacetat och nitratmix, Millipore). Prov
eluerades med 2,5 ml lysisbuffert (Biomerieux) under skak i 10
min, RT. Déarefter tvattades membranet med 1 ml destillerat vatten.
Lysisbuffert och destillerat vatten poolades och anvéndes till RNA-
extraktion med NucliSens (Biomerieux) foljt av RT-PCR. B) 3 L
vatten som justerats till pH 3,5 filterades genom glasfiberull (725,
Rantigny). Eluerades med 200 ml 50 mmol/glycinbuffert pH 9,5
med 3 % kottextrakt, darefter sdnktes pH till 3,5 igen. Provet
centrifugerades vid 7 000 x g, 30 min och pelleten I6ses upp i 8 mi
PBS, pH 7,2. 1 ml anvéandes till nukleinsyraextraktion med
NucliSens. C) 30-50 ml vatten som blivit fryst vid -80 °C utsattes
for frystorkning (Heto DW3) i 2 dagar. Kvarvarande material 16stes
upp i 1 ml PBS och anvéndes till nukleinsyraextraktion med
NucliSens (Biomerieux).
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Extraktion och
molekylar-
biologisk metod

Prov extraherades med NucliSens magnetic extraction kit
(Biomerieux) till 60 pl eluat. For norovirus anvandes en one-step
realtids-RT-PCT med QuantiTect Probe RT-PCR (Qiagen) och
LightCycler Softaware 3.5 (Roche Applied Sciences). For
adenovirus anvandes realtids-PCR och Rotorgene RG-3000
(Corbett/Qiagen). PCR kordes alltid pa ospatt och 1:10 spétt prov.

Kontrollvirus

Ett patientprov med hdg titer for norovirus Gl1.4 respektive
adenovirus anvéndes for att skapa en standardkurva.

Utbyte

PCR-enheter anvéandes for berdkningar da exakt antal genomkopior
var okant for kontrollproven. Tiofaldiga spadningar av nukleinsyran
testades med amplifiering och den hdgsta positiva spadningen
bestamdes innehalla 1 PCR-enhet. Detektionsgransen for bade
norovirus och adenovirus var 1 enhet per 5 pl extraherad
nukleinsyra i en PCR-reaktion.

Fynd i vatten

Norovirus detekterades inte under denna tremanadersperiod i nagot
prov med nagon metod. Adenovirus pavisades i 11 av 12 prover.
Med glasullsmetoden pavisades adenovirus i 9 av 11 prover, med
forfiltrering och HA-filter pavisades adenovirus i 8 av 12 prover,
och med frystorkning pavisades adenovirus i 4 av 12 prover.
Medelkoncentrationen av adenovirus under mars for forfiltrering
och HA-filter var 5,39 * 10?2 PCR-enheter/L, och for glasullmetoden
1,17 * 10° PCR-enhter/L. PCR-hamning pavisades inte genom
spadning av proven.

Maunula m.fl. 2012, ettdrsstudie

Vattenkélla och

Ravatten. Floden Vanta

provplats

Volym, antal Mars 2007—februari 2008, totalt 65 prover fran 5 olika provplatser.
prover och Provtagning 1 gang/manad.

tidpunkt

Virus Norovirus

analyserade

Adsorption och
elueringsmetod

3 L forfiltrerades genom Waterra (FHT-700, Anon 2000) om vattnet
sag ut att innehalla mycket partiklar. Darefter filtrerades vattnet
genom negativt laddade HA-membran (cellulosacetat och nitratmix,
Millipore). Prov eluerades fran HA-filter med 1 ml AVL-buffert
(Qiagen) under skak i 10 min, RT. For att fa med eventuella virus
som fastnat i forfiltreringen med Waterra eluerades det filtret med
50 ml glycinbuffert 50 mmol/l pH 9,5 med 3 % kottextrakt.

Extraktion och
molekylé&r-
biologisk metod

Extrahering med QlAamp Viral RNA kit (Qiagen) till 60 pl eluat.
Endast norovirus analyserades genom en one-step realtids-RT-PCT
med QuantiTect Probe RT-PCR lite (Qiagen) och LightCycler
Softaware 3.5 (Roche Applied Sciences). PCR utfordes alltid pa
ospatt och 1:10 spatt prov.

Kontrollvirus

Ett patientprov med hdg titer for norovirus Gll.4 anvéndes for att
skapa en standardkurva.

Utbyte

PCR-enhter anvéandes for berakningar da exakt antal genomkopior
var okant for kontrollproven. Tiofaldiga spadningar av nukleinsyran
testades med amplifiering och den hdgsta positiva spadningen
bestamdes innehalla 1 PCR-enhet (enhet). Detektionsgransen for




bade norovirus och adenovirus var 1 enhet per 5 pl extraherad
nukleinsyra i en PCR-reaktion.

Fynd i vatten

Ungefar 30 % av proverna var positiva for norovirus. Norovirus
detekterades framfor allt under vintermanaderna (december—april)
och norovirus GlI detekterades signifikant oftare an GlI. Indikatorn
E. coli pavisades ocksa under hela aret

Schultz m.fl. 2011 jamférande studie

Vattenkalla och

Flaskvatten fran Italien, ”Monte Cimone”

analyserade

provplats

Volym, antal 1,5 L, 5 flaskor spikades.

prover och

tidpunkt

Virus Felint calicivirus och hepatit A-virus

Adsorption och
elueringsmetod

5 flaskor spikades, forsdken utfordes i tre repetitioner och PCR i
duplikat. Metod D antogs vara referensmetod och utfordes av alla
tre laboratorierna som sedan utférde jamférande studier mot
antingen metod A, B eller C.

4 metoder jamfordes:

A) anjon-utbyteskromatografi med positivt laddat interaktivt media
med monolitisk kolonn (BIA Separations, d.0.0) kopplad till en
HPLC-pump och en UV/VIS-detektor (Knauer). Prov pumpades
igenom och virus eluerades fran matrisen genom att tvatta med
minst 10 kolonnvolymer av 50 mM fosfatbuffer med 1 M NaCl, pH
7,0. Elutet, ca 15 ml, koncentrerades ytterligare med hjalp av
ultracentrifugering (Beckman L8-80 M) vid 8 5750 x g vid 4 °Ci 1
tim, och pelleten resuspenderades i 560 ul AVL-buffer (QlAamp
Viral RNA Mini kit, Qiagen).

B) Prov filtrerades med vakuumsug genom positivt laddade
Zetaporfilter porstorlek 0,45 um (Cuno Filtration SAS 3M).
Flédeshastigheten var ca 1,5 L per 17 min. Filtren inkuberades i 20
min vid omgivningstemperatur i petriskalar med 3 ml NucliSens
easyMAG lysisbuffert (BioMerieux).

C) Elektropositiva filter, porstorlek 0,45 um (Startolon Polyamide,
25000-47-N, Sartorius). Filtret 6verfordes till 50 ml rér med 3 ml 50
mM glycin 1 % kottextrakt pH 9,4 buffert. Réren vortexades och
skakades vid 500 rpm i 20 min. Vétskan ultracentrifugerades (TLA
100.4 Beckman Coulter) vid 165 000 x g i 4 timmar vid 4 °C.
Pelleten resuspenderades i 100 pl fosfatbuffrad salinlésning (PBS).

D) Metod D bygger pa Gilgen m.fl. 1997 och anges som
referensmetod som metod A, B och C jamférs mot. Proverna
filtreras genom positivt laddade Zetaporfilter porstorlek 0,45 um
(Cuno Filtration SAS 3M). Flédeshastigheten var ca 1,5 L per 17
min (samma som for metod B). Filtret flyttades till rér och 10 mi
100 mM Tris 50 mM glycin 1 % kottextrakt pH 9,5 tillsattes och
skakades vid 500 rpm i 20 min. pH justerades till 8,0 och vatskan
koncentrerades med Amicon Ultra-15 (Ultracell-100, Millipore) vid
4 000 x g i 13 min tills volymen var 500 pl eller mindre. Vid behov
justerades volymen till 500 pl med PBS.
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Extraktion och
molekylar-
biologisk metod

A) RNA extraherades med QlAamp Viral RNA Mini kit enligt
tillverkarens instruktioner.

B) RNA extraherades fran allt lysat pa NucliSens easyMAG-
plattform enligt tillverkarens instruktioner.

C) RNA extraherades med QlAamp viral RNA mini kit.

D) RNA extraherades med NucliSens MiniMAG (Biomerieux)
enligt tillverkarens instruktioner.

RNA fran felint calicivirus och hepatit A-virus detekterades med
two-step TagMan RT-PCR, Stratascript bufffer (Strategene) och
TagMan MasterMix (Applied BioSystems).

Kontrollvirus

Ospikat prov anvéndes som negativ processkontroll i varje forsok.
Tva negativa kontroller inkluderades i varje korning. RNA fran
stamldsning av felint calicivirus och hepatit A-virus anvandes som
positiva amplifieringskontroller. Standardkurvor med extraherat
RNA kordes parallellt med forsoken.

Utbyte

Utbyte i medelprocent berdknades for prover som spikats i 1:10
spadningar och baseras pa 216 PCR-korningar och 72 Cg-vérden
per virus med 6 spikningsnivaer. Utbytet for referensmetoden D
varierade for felint calicivirus for de tre laboratorierna: mellan

< 0,01 % £ 0,0 och 0,8 % = 0,6. De individuella laboratorierna hade
utbyte for metod A pa 6 % + 6, metod B pa 25 % + 8, och metod C
pa 0,5 % * 0.4. Utbytet for referensmetoden D for hepatit A-virus
var mellan < 0,1 % och 3 % +3. De individuella laboratorierna hade
utbyte for metod A pa 34 % +5, metod B pa 32 % +10, och metod C
pa 0,3 % +0,1. Kom ihag att metoden A, B, C bara utférdes av ett
laboratorium var.

Ovriga resultat

Metod B hade signifikant lagre Cg-varde for bade felint calicivirus
och hepatit A-virus jamfort med referensmetoden D &n de andra
metoderna A och C. Metod C som innehdll ultracentrifugering hade
hogre Cg-vérden &n metod A och B for felint calicivirus och hepatit
A-virus med lagre utbyte som foljd. Metod C kravde ocksa mer
forberedelse innan RNA-extrahering. Metod A hade goda resultat
med en logs lagre detektionsgrans for hepatit A-virus &n metod B.

Schultz m.fl. 2011 utvarderande studie

Vattenkélla och

Flaskvatten fran Italien, ”Monte Cimone”

analyserade

provplats

Volym, antal 1,5 L, 6 flaskor spikades.

prover och

tidpunkt

Virus Felint calicivirus, hepatit A-virus, norovirus Gl och GlI.

Adsorption och
elueringsmetod

Forsoken utfordes i tva repetitioner och PCR i duplikat. Metod D
antogs vara referensmetod och utférdes av alla fem laboratorierna.
Alla fem laboratorierna utforde ocksa analys av felint calicivirus
och hepatit A-virus med metod B, tva laboratorier analyserade
norovirus Gl med metod B, och tre laboratorier analyserade
norovirus Gl med metod B.




Metod B: Prov filtrerades med vakuumsug genom positivt laddade
Zetaporfilter porstorlek 0,45 um (Cuno Filtration SAS 3M).
Flodeshastigheten var ca 1,5 L per 17 min. Filtren inkuberades i 20
min vid omgivningstemperatur i petriskalar med 3 ml NucliSens
easyMAG lysisbuffert (BioMerieux).

Extraktion och
molekylar-
biologisk metod

Extraktion genomférdes med tva olika system: 4 laboratorier
anvénde semi-automatisk NucliSens minMAG och 1 laboratorium
anvande den helautomatiserade easyMAG-plattformen (bade
Biomeieux) for extraktion. RNA fran felint calicivirus och hepatit
A-virus detekterades med two-step TagMan RT-PCR, Stratascript
bufffer (Strategene) och TagMan MasterMix (Applied BioSystems).
RNA fran norovirus Gl och GlI detekterades med one-step TagMan
RT-PCR och RNA Ultrasense One-step qRT-PCR system
(Invitrogen).

Kontrollvirus

Ospikat prov anvandes som negativ processkontroll i varje forsok.
Tva negativa kontroller inkluderades i varje korning. RNA fran
stamlosning av felint calicivirus, hepatit A-virus och norovirus Gl
och Gl anvandes som positiva amplifieringskontroller.
Standardkurvor med extraherat RNA kordes parallellt med
forsoken.

Utbyte

Utbytet ar baserat pa 560 PCR-kérningar och 28 Cg-vérden per
virus med 7 spikningsnivaer. Metod B anvénds vid alla forsok.
Utbyte for felint calicivirus var for de 5 laboratorierna mellan 1 % +
1 och 72 % + 28 med ett medelutbyte pa 34 % + 32. Utbyte for
hepatit A-virus var for de 5 laboratorierna mellan 8 % + 6 och 70 %
+ 35 med ett medelutbyte pa 51 % + 26. Utbyte for norovirus Gl for
de tva laboratorierna var 61 % =* 8 respektive 61 % * 13 med ett
medelutbyte pa 61 % + 0. Uthytet for norovirus Gl for de tre
laboratorierna var mellan 17 % + 29 och 64 % + 25 med ett
medelutbyte pa 35 % + 25,

Ovriga resultat

Laboratorierna fick likvérdiga standardkurvor for alla virus oavsett
om de anvande NucliSens easyMAG (1 laboratorium) eller
NucliSens MiniMAG (4 laboratorier).

Alla laboratorierna anvande samma metod B med samma parti
vatten, samma kontrollvirus och samma reagens men trots det
uppstar skillnader i utbytet. Skillnader i resultat kan alltsa bero pa
skillnader i PCR-plattformar, otillrackligt reglerade viruskontroller
eller den manskliga faktorn. Det finns darmed ett tydligt behov av
standardiserade kontrollvirus och RNA for valideringsforsok.

Borgdmstars m.fl.

2017

Vattenkélla och

Ravatten. Ostra Langsjon (Almunge), Malaren (Gorvaln).

provplats Dricksvatten. Fran tappkran i Uppsala

Volym, antal 50 L anvéndes for analyserna. Antal prover och tidpunkt for
prover och provtagning inte angivet.

tidpunkt

Virus Mengovirus, norovirus Gl, Gll, hepatit A-virus.

analyserade
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Adsorption och
elueringsmetod

Ultrafiltrering genomfordes tre ganger for varje
spikningskoncentration, totalt 6 prover. Vid varje forsok
analyserades ett ospikat prov parallellt som negativ kontroll.

REXEED-25A ultrafilter blockades genom att cirkulera 5 % fetalt
kalvserum under 10 min foljt av Overnattinkubation vid 5 °C.
Dérefter tvattades filtret med 1 L av det vatten som sedan skulle
analysera. 50 L spikat vatten filtrerades med hjalp av en Masterflex
L/S peristaltisk pump (Cole-Parmer) med hastigheten 2900 mi/min.
Filtret eluerades genom att backspola med 500 ml PBS
innehallandes 0,01 % NaPP, 0,001 % Antifoam Y-30 och 0,01 %
Tween 80 med en hastighet av 650 ml/min.

Sekundér koncentrering genomfdérdes genom att percipiera 300 ml
av ultrafiltratet med 12 % PEG 8000, 1 % kottpulver och 0,3 M
NaCl. Efter inkubering pa skak med 250 rpm vid 5 °C 6ver natt
centrifugerades I6sningen vid 10 000 x g under 30 min vid 5 °C.
Supernatanten togs bort och pelleten centrifugerades ytterligare en
géang vid 10 000 x g under 5 min. Aterstéende pellet
resuspenderades i 1-4 ml PBS med 0,001 % Anitfoam Y-30 och
0,01 % Tween 80. Efter resuspendering av pellet erhélls en volym
av 5 ml for vatten fran Gorvaln och dricksvatten och 8 ml for vatten
fran Almunge.

Extraktion och
molekylar-
biologisk metod

Nukleinsyraextraktion med NucliSens MiniMAG (Biomerieux):
Tva olika protokoll jamfordes, standardprotokoll (A) eller
modifierat protokoll (B).

A) 1 ml av resuspenderad pellet blandades med 2 ml lysisbuffert,
inkuberades 10 min foljt av tillsats av 10 pl silikakulor och
tillverkarens instruktioner foljdes.

B) 1 ml resuspenderad pellet blandades med 600 pl lysisbuffert,
vortexades och inkuberades 10 min. 300 pl kloroform tillsattes,
blandas och inkuberas 3 min innan centrifugering 14000 x g, 5 min.
Supernatanten dverfordes till 1,4 ml lysisbuffert, vortexades och
inkuberades 10 min vid RT. Darefter tillsattes 50 pl silikakulor och
tillverkarens instruktioner foljdes.

Extraherad nukelinsyra renades med OneStep inhibitor removal kit.
4 positiva extraktionskontroller analyserades, en for varje virus
spikningskoncentration och en for varje extratktionsprotokoll. 4
olika RT-gqPCR kits testades:

1) TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix (Applied Biosystems) 2)
SensiFast Probe No-ROX One-Step Kit (Bioline), 3) One-Step
PrimeScript RT-PCR Kit (Clontech), gScript XLT one-setp RT-
gPCR ThougMix (Quanta Biosciences) med ett LightCycler Nano
instrument.

For norovirus Gl och GlI utvérderades modifierade primrar som
klarar hdgre annealingtemperaturer.

Kontrollvirus

Mengovirus anvandes som positiv processkontroll i alla proverna.
Positiv extraktionskontroll for varje virus (norovirus Gl, Gl och
HAV) anvandes for att avgora spikningskoncentrationerna.

Utbyte

Utbytet i hdgkomplext vatten (Almunge) med standardprotokollet
for extraktioner var 0,5 % + 0,02 foér norovirus Gl; 0,06 % + 0,02
for norovirus GllI; 0,06 % + 0,01 for HAV; 0,8 % + 0,4 for

mengovirus. Med modifierade protokollet var motsvarande utbyte




13%+£0,8:8%+0,7; 4% £ 0,3; 33 % £ 3. For mellankomplexa
vatten (Gorvaln) med standardprotokollet var utbytet 14 % + 2 for
norovirus Gl; 11 % + 1 for novorvirus Gll; 7 % + 0,5 for HAV; 42
+ 6 for mengovirus. Med modifierade protokollet var motsvarande
utbyte 17 % + 7; 21 % + 2; 8 % + 2; 45 % + 5. For lagkomplexa
vatten (dricksvatten) med standardprotokollet var utbytet 124 % +
20 for norovirus Gl; 89 % =+ 8 for norovirus Gll; 32 % + 2 for
HAV; 80 % + 22 fér mengovirus. Med modifierade protokollet var
motsvarande utbyte 65 % + 9; 65 % = 2; 25 % £ 4; 49 % £ 5.
Modifierade protokollet vara bara signifikant béattre for
hogkomplexa vatten.

Ovriga resultat

Modiferade primrar for norovirus Gll sankte LODgs med tva
tredjedelar jamfort med standardprimrar, samma effekt sags inte for
norovirus Gl. Cq-vérden for TagMan Fast Virus 1-Step Master
(Applied Biosystems) paverkades inte av tillsats av 10 pl
ultrafilteringseluat till skillnade mot 6vriga testade kit som
uppvisade hdmning.
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Rapporten sammanstaller analysmetoder som tagits fram for att pavisa norovirus i rdvatten och
dricksvatten. Rapporten inkluderar projekt i Norden under perioden 2008-2017 och ett urval
publicerade artiklar.

Sammanstallningen utgdr en grund for vidare utveckling av metoder och ger en nuldgesbild av
kunskapen inom omradet.

Rapporten riktar sig till de som har intresse av pavisning av virus i vatten, framfor allt
dricksvattenproducenter, utvecklingsingenjorer, VA-konsulter, forskare och smittskyddslakare.
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