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Aktuelle agens

Virus har de siste 10-15 é&rene fatt gkt
oppmerksombhet i forbindelse med ut-
brudd av vannbaren sykdom. Spesielt
norovirus (tidligere kalt Norwalk-
liknende virus) har forarsaket en
rekke utbrudd av gastroenteritt, i
Norge og internasjonalt, der drikke-
vannet har vert smittekilden (1, 2).
Teoretisk sett er det flere virus med en
fekal-oral smittevei som kan forarsake
slike utbrudd. Béde rota-, astro- og
enterisk adenovirus smitter denne
veien, men forarsaker ikke vannbérne
utbrudd slik som norovirus gjgr.
Arsaken er trolig at norovirus kun
induserer kortvarig immunitet, mens
de andre gir en livslang immunitet.
Det gjgr at store deler av befolkningen
til enhver tid er mottakelige for infek-
sjon med norovirus, mens infeksjoner
i barndommen forhindrer reinfeksjon
senere i livet med rota-, astro- og
enterisk adenovirus. Vi kan imidlertid
ikke se bort ifra sporadiske tilfeller av
vannbéaren smitte med alle de nevnte
agens.
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Sporadiske tilfeller av vannbaren
smitte med hepatitt A virus (HAV) i
Norge kan heller ikke utelukkes, selv
om sannsynligheten er lav. Vi har en
lav prevalens av registrerte HAV-
tilfeller og gode sanitere forhold.
Likevel, i en undersgkelse av avlgps-
vann i Oslo-omréadet ble HAV pavist i
10 % av prgvene fra ubehandlet vann
(3). Hepatitt A virus ble ogséd pavist i
en prgve av renset avlgpsvann. Det er
sannsynlig at avlgpsvann fra andre
store norske byer ogsa inneholder
HAV i pavisbare mengder. Barn har
gjerne asymptomatiske HAV-infek-
sjoner, men skiller likevel ut virus fra
tarmen. Dette bidrar trolig til funnene
av HAV i smé prgvevolum av avlgps-
vann (4). Under uheldige omstendig-
heter, der avlgpsvann forurenser
drikkevann samtidig som drikke-
vannsbehandlingen feiler, vil HAV
vaere et potensielt smittestoff. Pa
grunn av lav immunitet mot HAV i
den norske befolkningen er mottake-
ligheten for viruset stor.

Videre finnes det en rekke entero-
virus med en fekal-oral smittevei som
hyppig blir pavist i vann (5, 6). Disse
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forarsaker imidlertid i stor grad
asymptomatiske infeksjoner og det er
ukjent hvorvidt det forekommer vann-
barne sykdomstilfeller i Norge.

Pavisning

Det hadde vart gunstig & kunne
benytte en indikatororganisme for
fekal forurensning av vann fordi det
eksistere sd mange forskjellige
enteriske virus som kan smitte denne
veien. Dagens indikatorbakterier er
imidlertid ikke ideelle med tanke pa
virus. De har darligere overlevelses-
evne 1 miljget og inaktiveres mer
effektivt ved vannbehandling enn
virus (7). Direkte pavisning av virus i
vann har derfor blitt aktuelt i flere
situasjoner.

I oppklaring av utbruddsituasjoner
vil direkte viruspavisning veare til
nytte, spesielt hvis det epidemio-
logiske bildet er uklart. Som regel vil
imidlertid den sikreste maten 4 knytte
virus til drikkevann vere & benytte
epidemiologisk utredning fordi virus-
pavisning er vanskelig. Likevel, virus-
pévisning er ikke umulig og i en del
tilfeller har man klart & pavise noro-
virus i vannkilden eller i drikkevannet
(8, 9, 10). Viruspivisning er ogsa
ngdvendig for & gjgre risikoanalyser.
Man trenger da kunnskap om ut-
bredelse av virus i vannkilder, over-
levelsesevne og effekt av eventuell
vannbehandling.

Det er flere utfordringer forbundet
med viruspavisning i vann; to vesent-
lig problemer er de vanligvis lave
konsentrasjonene av virus som finnes
i vann og innholdet av organisk
materiale som kan interferere med
pévisningen. Pavisning av virus i
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révann og serlig i behandlet drikke-
vann krever fgrst oppkonsentrering av
viruspartiklene. Selve pavisningen
blir i dag gjort med molekyler-
metodikk, det vil si at man paviser
kjente omréder av virusgener. Meto-
den som benyttes er polymerase-
kjedereaksjon (PCR) som er veldig
fglsom, men som er sérbar for inhi-
berende stoffer (for eksempel humus i
vannet). En annen ulempe med PCR
er at vi ikke vet om genene vi paviser
stammer fra infektive viruspartikler.
Forelgpig har vi ikke noe alternativ til
PCR fordi tradisjonell virusdiagno-
stikk med virusdyrkning ikke kan
benyttes pd NV og HAV. Norovirus
kan ikke dyrkes og miljgstammer av
HAV er vanskelige & dyrke. Trinnene i
en standard viruspavisning blir der-
med: oppkonsentrering (2 runder),
rensing av nukleinsyrer (gener) og
identifisering av virus (PCR), Figur 1.

Figur 1. Figuren viser de enkelte
trinnene som utgjgr prosedyren for
pavisning av virus i vann.

Oppkonsentrering fra 1-1000 liter vann

ﬁ Filtrering

Oppkonsentrering fra 5-300 ml konsentrat

Ultrasentrifugering,
presipitering, flokkulering

Rensing av nukleinsyrer (gener)

ﬂ Diverse kit

Identifisering av virus (PCR)
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Oppkonsentrering av virus fra vann
Vannvolumet det blir analysert pa vil
variere med malet for analysen. En
screening av vannkilder som antas &
ha en liten grad av fekal forurensning
vil kreve et stort volum pa opptil 1000
liter. Et slikt prgvevolum krever
selvfglgelig at prgven oppkonsen-
treres pa stedet. I en utbruddsituasjon
der man analyserer pd rdvann med
hgyere forurensningsgrad kan volu-
met reduseres til ca. 10 liter. En slik
prove kan sendes inn til Norges
Veterinerhggskole for analyse.

Det finnes en rekke metoder for
oppkonsentrering og det finnes ingen
standardisert metodikk. Metoden
velges ut ifra blant annet volum og
kvalitet pa vannet. P4 vannvolum fra
10 til 1000 liter er det mest hensikts-
messig a benytte filtrering. Her er det
to forskjellige prinsipper; ultrafil-
trering der virus holdes tilbake pa
grunn av ekstremt smé poredpninger i
filteret og vanlig filtrering der virus
adsorberer til filteret. Ved & benytte
materiale som har en motsatt ladning
til viruspartikkelen oppnar man at
virus adsorberer til filtre med store
poredpninger. Filtrene kan ha en
porestgrrelse pa 0,45 mm i diameter,
mens norovirus har en diameter pa ca.
30 nm. I vannet vil virus gjerne vaere
festet til partikulert materiale, men
selv frie viruspartikler vil kunne
adsorbere under de rette forholdene.

I vann med ngytral pH vil de
aktuelle virus ha en negativ ladning.
Ved bruk av negativt ladet filter (for
eksempel HAWPO4700, Millipore),
ma vannet forbehandles ved senkning
av pH og tilsetting av ioner for &
oppnd virusadsorpsjon. Dette er

366

upraktisk ved filtrering av store
volum. Da benyttes i stedet et noe
dyrere positivt ladet filter (Virosorb 1-
MDS, Cuno) slik at forbehandling av
vannet er ungdvendig.

For vannvolum pa over 50 liter ma
man bruke sylinderfiltre, mens mindre
volum kan filtreres gjennom disk-
formede membranfiltre av forskjellig
stgrrelse (for eksempel 47 mm og 130
mm i diameter). For de stgrste mem-
branfilterne ma man benytte en kraftig
filterholder og en trykktank for hand-
tering av vannprgven, Figur 2.

Figur 2. A, filterholder for et 130 mm
membranfilter. B, trykktank.

(Bildene er gjengitt med tillatelse fra
Millipore).

Eluering av virus fra filteret

Etter fgrste runde med oppkonsen-
trering vil viruspartiklene finnes fritt i
retentatet (ultrafiltrering) eller festet
til filteret (vanlig filtrering). I sist-
nevnte tilfelle mé& viruspartiklene
vaskes ut av filteret. Til dette benyttes
en proteinrik (gjerne glycin) buffer
med hgy pH. Avhengig av type og
stgrrelse pa filteret, vil buffervolumet
variere fra 5-300 ml.
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Rekonsentrering av virus fra retentat
eller elueringsbuffer

For a oppna et endelig viruskonsentrat
pa ca. 1 ml, ma virus rekonsentreres.
Smé volum pa 5-300 ml gjgr at
metodespekteret er stort; ultrafiltre-
ring, filtrering, ultrasentrifugering,
PEG-presipitering, flokkulering og
immunomagnetisk separasjon er
metoder som kan benyttes.

Ekstrahering og rensing av nukleinsyrer
Ved oppkonsentrering av viruspartik-
ler blir ogsa andre partikler og organisk
materiale i vannet oppkonsentrert.
Poenget med rensing er & bli kvitt mest
mulig av dette materialet og ioner slik
at den enzymatiske PCR-reaksjonen
ikke blir inhibert. Det finnes en rekke
kommersielle kit pd markedet for
rensing av RNA og DNA som skal be-
nyttes til molekyler diagnostikk. Ved
a ekstrahere nukleinsyrer fra et virus-
konsentrat pa 0,5-1 ml ender man opp
med et sluttprodukt pa 40-80 pl.

Molekylcer pavisning (PCR)

Nar man kjenner nukleotidsekvensen
til hele eller deler av et genom kan
man, ved hjelp av PCR, amplifisere
opp et bestemt omrade som sa kan
pavises ved gelkjgring (manuell
avlesning) eller ved real-time PCR
(maskinell avlesning). Real-time PCR
er en mer fglsom pavisningsmetode
og benyttes na for bade NV og HAV.

Viruspavisning i vann er altsd en
relativt omstendelig prosess med
mange trinn. I hvert trinn mister man
en del viruspartikler, samtidig som
man drar med seg en del organisk
materiale som innvirker negativt pa
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videre analysering. Som et alternativ
til direkte pévisning av potensielt
patogene virus som NV og HAV er
flere grupper av indikatorvirus lansert
(6, 7, 11). De aktuelle indikatorvirus
er bakteriofager som infiserer bakte-
rier. En fordel med & benytte disse
bakteriofagene er at de relativt enkelt
kan dyrkes i sin bakterievert, slik at
man kan pavise infektive virus og
ikke bare virusgener som ved mole-
kylar pavisning av NV og HAV.

Det kan vare aktuelt & benytte bakte-
riofager som et supplement til dagens
indikatorbakterier. Mye forskning
gjenstar imidlertid for bakteriofager
kan benyttes rutinemessig ved vann-
analyser.
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