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Sammanfattning 
Rapporten avser att hitta användningsområden för Next-generation Sequencing (NGS) samt 
utreda ifall NGS kan ersätta reverse-transcription real-time polymerase chain reaction (RT-
qPCR) vid kvalitativ och kvantitativ analys av norovirus (NoV). Problem vid identifiering 
och kvantifiering gäller för de flesta RNA-virus men i synnerhet NoV är svår att detektera. 
Rapporten avser också att föreslå laborativa åtgärder för nuvarande analys av virus med RT-
qPCR och implementationen i NGS i arbetsflödet. Åtgärderna är motiverade från 
vetenskapliga artiklar och experter inom området. Förslagen konkretiseras i form av nya 
primer-set och förbehandlingar samt belyser övriga potentiella förbättringar i protokollet för 
RT-qPCR.  
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1.	
  Inledning 
Norovirus (NoV) är det virus som orsakar flest utbrott av maginfluensa runt om i världen. 
Viruset är högst virulent och utbrott sprids snabbt via mat, personkontakt och aerosolt vilket 
kan vara förödande för individer och mycket kostsamt för samhället. Snabb detektion av 
utbrottets ursprung är viktigt för att förhindra vidare smittspridning. I dagsläget använder 
Livsmedelsverket real-time reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR) för 
att detektera förekomsten av norovirus i mat- och vattenprover men resultaten är allt för ofta 
obestämbara och otillfredsställande. Nya tillvägagångssätt utforskas därför nu för att 
effektivisera detektionen av virus. Spekulationer finns kring om Next generation sequencing 
(NGS) kan tänkas vara ett alternativ för att få större framgång med detektion. NGS är en 
teknik som har haft stor framgång inom biotekniken de senaste åren och utvecklingen går 
fort fram. Även andra aspekter av laboratorieprotokollen kan granskas för att se till att alla 
steg är uppdaterade och optimerade för att skapa bästa möjligheten att detektera 
virusinfektion effektivt. Den bästa metoden för att detektera virus idag är RT-qPCR. Det 
problem som Livsmedelsverket har idag med detektion kan bero på ospecifika primer-set 
eller ineffektiv förbehandling av inkommet prov. Dessa problem skulle kunna lösas med 
hjälp av NGS som kan användas för att sekvensera nya typer av virus och designa primer-set 
för dessa, samt att hitta en bättre anpassad förbehandling. 

1.1 Bakgrund	
  
För att sätta sig in i Livsmedelsverkets frågeställning är det viktigt att ha en god insikt i hur 
RNA-virus fungerar. Det är även viktigt att få en förståelse för hur detektionsmetoden de 
använder idag fungerar och hur den skiljer sig från NGS.  

1.1.1	
  Virus 
NoV är ett enkelsträngat RNA-virus, tillhörande virusfamiljen Caliciviridae. Genomet är 
7500 nukleotider stort och omfattar 3 open reading frames (ORF) där ORF1 kodar för ett 
polyprotein vilket bland annat inkluderar ett RNA-polymeras och ORF2 kodar för det stora 
kapsidproteinet VP1. ORF3 kodar för det protein som är nödvändigt vid viral replikation. 
Det finns 5 grupper av virus inom NoV-släktet varav GI, GII och GIV kan infektera 
människan. Virustypen kan sedan ytterligare sorteras in i olika genotyper. Idag är det 
genotypen GII.4 som är mest förekommande. Den orsakar ungefär 60 % av NoV-utbrotten 
runt om i världen (Kundu et al., 2013). Vid smitta orsakar viruset en mycket svår 
maginfluensa vilket kan ha förödande konsekvenser för människor med nedsatt hälsa. Det 
krävs en mycket liten mängd av viruspartiklar för att bli smittad, i vissa fall kan det räcka 
med endast en viruspartikel för att en individ ska insjukna. En studie från Storbritannien 
(Cotten et al., 2014) visade att 50 % av testpersonerna hade insjuknat efter kontakt med 
1000 till 3000 virusgenom. På grund av att NoV är ett så kallat naket virus är det högst 
virulent och smittar inte bara vid direktkontakt så som förtäring utan är också luftburet i 
närheten av avföring eller kräkning från en infekterad individ. Volymen virus kan vara så 
stor som 106 till 109 viruspartiklar per millimeter exkrement (Batty et al., 2013). Kunskapen 
om humant NoV och dess infektivitet har begränsats av att de inte går att odla på 
laboratorier. Det växer inte på någon av de konventionella producerbara medium som annars 
ofta används (Batty et al., 2013).  

1.1.2	
  PCR 
Polymerase chain reaction (PCR) är en metod som används för amplifiering av specifika 
DNA-regioner av intresse. Med denna metod, som introducerades 1983, kan kopior av en 
önskad sekvens öka i antal. Metoden beskrivs som relativt enkel, även om den förlitar sig på 
det tämligen komplexa enzymet DNA-polymeras (Lodish et al., 2013). 
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PCR är en trestegsmetod, där det i det första steget sker en uppvärmning av provet vilket 
denaturerar det dubbelsträngade DNA:t och resulterar i två komplementära strängar. I det 
andra steget binder utvalda primer-set in till det enkelsträngade DNA:t i dess 5’-ändar. Detta 
möjliggör amplifiering av DNA-regionen av intresse då DNA-polymeras i steg tre utför 
syntesen av det enkelsträngade DNA:t till ett dubbelsträngat. Därefter upprepas samtliga 
steg mellan 25-30 cykler (Nelson och Cox, 2013). För att applicera PCR på RNA används 
”Reverse Transcriptase” (RT), vilket är ett enzym som konverterar RNA till cDNA. När 
proverna konverterats till DNA följs den generella metoden för PCR som beskrevs tidigare. 
Detta kallas då för RT-PCR. PCR kan även utformas för en kvantitativ analys av ett prov 
(qPCR). Med denna metod kan studier på genexpression eller undersökning av mängden 
mRNA i ett prov bestämmas. Detta kombinerat med RT-förfarandet bildar metoden RT-
qPCR, vilket blandar båda delar och möjliggör därför att den relativa koncentrationen av en 
specifik RNA bit kan bestämmas, till exempel ett RNA-virus genetiska material (Lodish et 
al., 2013, Nelson och Cox, 2013). 
 

1.1.3	
  NGS 
Next generation sequencing (NGS) är det mest kostnadseffektiva sättet att sekvensera DNA 
idag. Sangersekvensering som tidigare använts är runt 100 gånger mer tidskrävande och 
dyrare (Soleri et al., 2012). Vad alla NGS-tekniker har gemensamt är att de skapar ett 
bibliotek med fragment av DNA-sekvensen av intresse och att fragmenten sedan 
sekvenseras. Hur proceduren för de olika teknikerna ser ut skiljer sig däremot. Många NGS-
tekniker kräver en hög koncentration av provet som ska sekvenseras och därför används ofta 
PCR innan sekvenseringen. Två tekniker som gör detta är Illumina och Ion Torrent. 
 

Illumina utnyttjar flödesceller med kovalent bundna oligonukleotider. Dessa 
oligonukleotider är komplementära till adaptrar som bundits till båda sidor av fragmenten 
under biblioteksframställningen. Genom att sedan aktivt värma och kyla cellen och tillsätta 
polymeras skapas miljontals kluster, ett för varje fragment. Därefter sekvenseras fragmenten 
med fluorescerande nukleotider där färgen identifierar baserna i fragmenten. HiSeq och 
MiSeq är två olika typer av Illumina-sekvenserare. Det som skiljer dem åt är att HiSeq kan 
ge ett utbyte på upp till 600 Gb per körning medan Miseq ger 1,5-2 Gb (Shokralla et al., 
2012). 
 

Ion Torrent är en sekvenseringsteknik som introducerades 2010 av Life Technologies och 
som sekvenserar DNA genom att mäta förändring av pH-värden i mikrobrunnar på ett chip. 
Varje brunn innehåller ett DNA-templat från biblioteket och när sedan fria nukleotider 
tillsätts kommer dessa att binda komplementärt till templaten i brunnarna. Eftersom varje 
nukleotid kommer att förändra pH-värdet olika mycket då de binder till templaten kan typ av 
nukleotid identifieras. På så sätt mäts pH-förändringen i samtliga brunnar parallellt och 
templaten kan sekvenseras (Shokralla et al., 2012). 
 
Med NGS erhålls mycket data och för att kunna analysera datan används bioinformatiska 
tillämpningar. Den vanligaste analysen inkluderar fyra steg; primär sekvensanalys, 
sekvensanpassning, variantidentifiering och funktionstolkning av dessa varianter. I den 
primära sekvensanalysen får baserna ett kvalitetsvärde som beskriver hur troligt det är att 
basen är korrekt identifierad. Under anpassningen jämförs sekvenserna med ett 
referensgenom (Yu, et al., 2013) eller med multipel sekvensanpassning (McElroy et a.l,. 
2014) och kan på så sätt kartläggas. Variantidentifieringen innebär att skillnader i genomet 
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urskiljs vilket inkluderar undersökning om enbaspolymorfism finns i sekvensen. Därefter 
undersöks vilken typ av påverkan den eventuella genomvarianten skulle kunna ha på dess 
funktion (Yu, et al., 2013).  
 

1.2	
  Avgränsningar 
Projektbeställningen innefattade ursprungligen andra RNA-virus förekommande i mag- och 
tarmkanalen, men begränsades till NoV. NoV är speciellt svåra att detektera och orsakar de 
flesta fall av matförgiftning förorsakade av virus. Hepatit A (HaV) är ett annat enkelsträngat 
RNA-virus (Mulyanto et al., 2013), men enligt Magnus Simonsson på Livsmedelsverket 
existerar det idag inga problem med detektionen av viruset. Detta menar han är på grund av 
att alla genotyper av HaV har samma serotyp och att genomet har väl konserverade regioner.  
 
Det här projektet kommer inte att testa de framtagna förslagen laborativt, utan projektet är 
endast teoretiskt.  

2.	
  Metoder	
  &	
  Genomförande 
Rapporten bygger på vetenskapliga artiklar i synnerhet hämtade från databaserna PubMed 
och Web of Science, samt förlaget Springer. 

	
  

2.1	
  Studiebesök 
Eftersom ett av huvudmålen med projektet var att studera om NGS kan introduceras för 
ökad chans till detektion av virus kontaktades SciLifeLab. SciLifeLab är ett center för 
molekylär bioteknologi och en av dess hörnstenar är genomik-plattformen med fokus på 
sekvensering, där just NGS utgör en stor del av verksamheten. Projektkoordinatorn Olga 
Vinnere Pettersson kontaktades och ett studiebesök bokades in och genomfördes där frågor 
kring virusdetektion besvarades. 
 
Även Livsmedelsverket besöktes två gånger för att besvara frågor gällande projektet. Vid 
det senare besöket visades även labbet för virusdetektion där undersökning pågick. 

3.	
  Diskussion	
  	
  
 

3.1	
  NGS	
  
NGS kan användas i många sammanhang och nedan beskrivs några av de studier som 
redogör för hur tekniken kan användas för detektion av NoV. Även de problematiska 
faktorerna som är viktiga vid användandet av tekniken med virusprover tas upp nedan. 
 

3.1.1	
  Möjligheter	
  med	
  NGS	
  
Studier har gjorts (Batty et al., 2013) (Cotten et al., 2014) (Kundu et al,. 2013) där NoV-
genom i prover detekteras med hjälp av NGS. Studierna utförs oftast i syften att öka 
förståelsen för NoV men också för att utforska möjligheterna med tekniken. Förutom 
virusets snabbt ombytliga genom är en av de svårigheter som påträffas vid hantering av NoV 
att de är mycket svåra att odla i laboratorier. Forskare är därmed begränsade till att studera 
viruset utifrån prover där de naturligt förekommer vilket ofta handlar om avföringsprover 
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från infekterade individer. Detta innebär dock att proverna är kontaminerade av RNA från 
andra ursprung vilket ytterligare försvårar processen av olika sekvenserings- och 
detektionsmetoder (Batty et al., 2013). 
 

I en studie från Oxford (Batty et al., 2013) tillhandahölls avföringsprover från ett 
maginfluensautbrott på ett engelskt sjukhus. Proverna testades först med RT-qPCR för att 
bekräfta förekomsten av NoV. Därefter kunde allt befintligt RNA från proverna extraheras 
med hjälp av ett RNA-extraktionskit. Endast 0,12-1,90 % av totala mängden sekvenserat 
RNA visades matcha den NoV-referenssekvens som tagits från GenBank. Det var alltså 
endast en mycket liten del av det totala RNA:t i proven som var NoV. Trots detta erhölls 
med hjälp av Illumina MiSeq och HiSeq nästintill fullständiga (som högst 99,1%) sekvenser 
av genomet på noroviruset av intresse. I slutändan kunde det visas att det är möjligt att 
sekvensera NoV från prover mycket kontaminerade av andra sekvenser och utan att förlita 
sig helt på sekvensspecifika primer-set vilka kan medföra ett vinklat resultat (Batty et al., 
2013). 
 
I en annan studie undersöktes möjligheten för att lösa fall av maginfluensautbrott där det 
hittills inte varit möjligt att finna den orsakande faktorn genom att utföra metagenomisk 
analys med hjälp av NGS (Moore et al., 2014). Genom extrahering av RNA och omvänd 
transkription till cDNA med slumpvisa primer-set kunde sekvenser från alla RNA-
organismer amplifieras utan att erhålla samma vinklade resultat som specifika primrar kan 
resultera i. Proverna analyserades sedan med Illumina MiSeq. Genom fylogenetisk analys 
med hjälp av ClustalW kunde därefter 8 stycken olika virus identifieras och även en parasit 
(Moore et al., 2014). Bland dessa förekom bland annat adenovirus, sapovirus och rotavirus. 
Metoden utvecklades för att kunna identifiera orsaken till ett sjukdomsutbrott oberoende av 
om det handlar om ett vanligt förekommande virus, bakterie eller ett nytt virus. Problemet 
med att standardtester ofta inte inkluderar alla vanligare patogener belyses även, och 
identifieringsresultat kan utebli på grund av det (Moore et al., 2014). 
 
Med hjälp av NGS har förståelsen för viruset och dess virulens fördjupats avsevärt. Dessa 
ökade kunskaper kan bland annat komma väl till pass vid större eller outgrundliga utbrott 
där smittokällan är viktig att utreda. På sjukhus är det inte helt ovanligt att problem uppstår 
med elaka virulenta sjukdomar som kan var livshotande för många patienter (Kundu et al,. 
2013).  Ett försök har gjorts där sekvensering av NoV i avföringsprov från patienter som 
insjuknat i maginfluensa gjort det möjligt att kunna följa virusets mutationsförändringar 
(Kundu et al,. 2013). Genom sekvensering och de novo hopförande kunde spridningens väg 
påvisas. Med hjälp av ett fylogenetiskt träd kunde det bekräftas att två patienter drabbats av 
samma infektion och dessutom kunde de detekterade virusens skillnader i alleler jämföras 
för att bestämma spridningens riktning. En liknande undersökning utfördes även på prover 
från ett annat sjukhus (Cotten et al., 2014). Även där blev bilden av de enskilda virusen 
mycket detaljerad och också dess sammankoppling. Från resultaten läggs dock störst fokus 
på framgångarna med att hitta ett effektivt sätt att hantera amplifieringen av virusen och de 
specifika primrar som tagits fram. De nya primrarna användes i RT-qPCR och resultatet fick 
då hög grad av lyckad amplifiering och speciellt för den mest vanligt förekommande 
genotypen av NoV (Cotten et al., 2014).  Slutsatser kunde också dras kring vilka regioner av 
NoV-genomet som hade högst evolutionstakt och var de mer konserverade regionerna oftast 
var och med vilken hastighet som substitutioner förekommer i de olika regionerna (Cotten et 
al., 2014). 
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3.1.2	
  Problem	
  med	
  NGS 
För att kunna sekvensera RNA och skapa ett bibliotek för Illuminas MiSeq och HiSeq krävs 
en viss mängd virus och denna är ofta mycket låg i de mat- och vattenprover som 
Livsmedelsverket är intresserade av. Enligt Olga Vinnere Pettersson på SciLifeLab i 
Uppsala behöver de minst 100ng, men helst 1-3µg, av virus-RNA för att kunna skapa ett 
bibliotek som sedan ska sekvenseras. Liknande mängder krävs för en lyckad sekvensering 
på The Huck Institute i USA. Därför används ofta PCR innan sekvenseringen för att 
amplifiera sekvenserna. Ett problem med att använda PCR innan NGS är att det kan 
introducera systematiska fel (McElroy et al., 2014). Då ett bibliotek skapas från en liten 
provmängd är chansen stor att missvisande mätvärden erhålls och sekvenser av låg kvalité 
produceras. Detta beror på att anrikningen misslyckas då det finns mer adaptrar än 
sekvensen av intresse. Analysen kan då påverkas negativt och sekvensen av intresse kanske 
inte genereras lika mycket (Kircher et al,. 2011). Om helgenomsekvensering inte är 
nödvändigt kan istället innesluten PCR (nested PCR) användas där endast mindre 
målregioner amplifieras (McElroy et al., 2014). Även kvalitén, det vill säga renheten, på 
provet spelar stor roll för att få en bra sekvensering (The Huck Institute, 2015). Olga på 
SciLifeLab menar att om kvaliteten på provet som ska sekvenseras är dålig, kommer även 
sekvenseringen att få låg kvalité. Dessutom påpekar hon att provet ska vara högmolekylärt 
och ha minimalt antal med frysning- och upptiningscykler. Med en spektrofotometer kan 
renheten i provet mätas genom att analysera absorbansen vid 260/280 nm, samt vid 260/230 
nm. För dessa värden ska absorbansen ligga på 2,0 och 2,0-2,2 enligt The Huck Institute. 
Enligt Olga gäller liknande på SciLifeLab där absorbansen ska ligga mellan 1,8-2 respektive 
2,0-2,2 för 260/280 nm och 260/230. Även för att uppskatta koncentrationen i provet mäts 
absorbansen. Eftersom alla nukleionsyror har störst absorbans vid 250-260 nm kommer även 
koncentrationen av DNA och fria nukleotider att uppskattas vid mätning. Om dessa finns 
närvarande i provet kan detta leda till en mindre noggrann koncentrationsuppskattning enligt 
The Huck Institute. Dessa är krav som är svåra att uppfylla när det kommer till hantering av 
de virusprover som skickas in till Livsmedelsverket enligt Olga. 
 

3.2	
  Inför	
  PCR	
  
För att öka chanserna för en lyckad amplifiering med RT-qPCR tas det nedan upp faktorer 
att ta hänsyn till för att optimera kvalitén av provet för den teknik som används.  

	
  

3.2.1	
  Provhantering 
För att förstå ett virus överlevnad i vatten och livsmedel är det viktigt att identifiera virusets 
uppbyggnad. Ett icke höljeförsett virus är miljömässigt mer ihärdigt än dess höljeförsedda 
motsvarighet (Kotwal och Cannon, 2014). För fekal och oral överföring av humant NoV 
behöver viruset omslutas av en robust kapsel för att kunna överleva i extremt låga pH-
värden och utanför en människa. NoV GI kan detekteras i yt- och grundvatten 3-5 veckor 
efter kontamineringen. En studie av Seitz et al. (2011) har visat att konsumtion av vatten 
som kontaminerats 61 dagar tidigare av NoV GI kan orsaka sjukdom. Kallare temperaturer 
ökar även ett virus överlevnad i vatten (Kotwal och Cannon, 2014). 
Temperatur, mattyp och virus (typ och stam) är viktigt att ta hänsyn till vid undersökning av 
mag- och tarmvirusens överlevnad i mat. Generellt sett har en stor virusmängd som 
observerats i bär reducerats efter 3 dagars förvaring i 21°C (Kotwal och Cannon, 2014). 
Virus som har kontaminerat sallad, kalkon, jordgubbar och hallon som förvaras i runt 10°C 
överlever längre än virus på bär som förvaras i 21°C. Virus som befinner sig i en miljö runt 
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10°C överlever i fler än sju dagar. Jordgubbar, hallon, blåbär, persilja, basilika, spenat och 
hallon är några av många matvaror som förvaras frysta. Då viruskontaminerad mat frysts 
och förvarats i runt -20°C i sex månader har virusen knappt inaktiverats (Kotwal och 
Cannon, 2014).  
 

3.2.2	
  Förbehandling	
  inför	
  PCR 

Inhibitorer 
Inhibitorer är ämnen som förhindrar eller försämrar att en viss katalytisk process ska fortgå. 
Enzymatiska inhibitorer kan göra detta på reversibel väg, då de binder icke-kovalent, eller 
irreversibelt, då de binder kovalent och förändrar väsentliga enzymatiska aminosyror. 
Inhibitorer påverkar dock inte bara enzym, som polymeraset i PCR-processen, utan även 
andra molekyler som nukleinsyror. 
 
Vilka inhibitorer som finns i ett prov beror på var provet kommer ifrån (tabell 1). De flesta 
inhibitorer är organiska molekyler (gallsyra, heme, kollagen, humusämnen etc.) men de kan 
också vara oorganiska (kalciumjoner etc.). 
 

Tabell 1. Olika typer av inhibitorer i olika typer av prov. 

Inhibitor Typ av 
prov 

Mekanism 

Polysackarider Avföring Reducerar kapaciteten att resuspendera 
utfällt RNA 

Heme Blodprov Hindrar DNA syntes från dess järn 

Kollagen Matprov Inhiberar DNA-templatbindning 

Humusämnen Jord Inhiberar DNA-templatbindning 

Proteinaser, Kalcium, 
plasmin 

Mjölk Inhiberar polymeras 

Urea Urin Nedbrytning av polymeraset 

Fenoler Bär Korslänkning av RNA under oxidativa 
förhållande 

Gallsyra + salter 
---Avföring  

- 

 

Om livsmedel som hallon ska testas för virus med RT-qPCR finns det en risk att cellerna 
innehåller fenoler, att det finns spår av jord på hallonen som innehåller humusämnen samt 
att andra inhibitorer finns närvarande där vatten kan vara en rimlig källa. Alla dessa ämnen 
inhiberar amplifieringsprocessen och kan göra att RT-qPCR inte fungerar alls. Om utslag 
skulle ske med dessa inhibitorer närvarande i processen så kan resultatet riskera att inte bli 
tillförlitligt. 
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Mekanismer 
PCR-inhibitorer kan delas in i olika kategorier baserat på vilken typ av mekanism de har 
som ger upphov till inhibering. Dessa kategorier kan delas upp som inaktivering av DNA-
polymeraset samt blockering och nedbrytning av nukleinsyrorna (Wilson, 1997). Ytterligare 
en inhibitorgrupp skulle kunna vara då inhibitorer interagerar med polymeraset under 
primerförlängningsprocessen (Kerry et al., 2009). Ofta är mekanismerna inte kända och 
förbehandling av ett prov är empiriskt belagt. 
 

Förbehandlingar	
  till	
  PCR 
Förbehandling av ett givet prov kan göras genom att koncentrera provet så att virusmängden 
är så hög att inhibitorerna får en marginell effekt på PCR-amplifieringen, eliminera 
inhibitorerna eller konvertera provet till ett mer homogent prov (Rådström et al., 2004).   
 
Vilken typ av förbehandling som ska användas beror på vilken inhibitorkomposition som 
provet innehåller vilket i sin tur beror på var provet kommer ifrån. Förbehandlingarna inför 
RT-qPCR är generellt sätt laborativt komplexa och beroende på vilken typ av behandling 
laboranten väljer ger det upphov till olika känslighet och specificitet. För att få ett så bra 
resultat som möjligt från diverse miljö- och livsmedelsprov så krävs det också att 
provbehandlingen, förbehandlingen och RT-qPCR kvantifieringen är flexibel och rätt 
anpassad efter vilken typ av prov som ska identifieras eller kvantifieras. Rimligtvis finns det 
varken medel, personal eller kompetens för att utföra en anpassad PCR-amplifiering. Då är 
det istället lämpligt att använda ett fåtal standardiserade laborativa metoder som fungerar för 
de flesta prover. 
 

Val	
  av	
  polymeras	
  under	
  amplifieringen 
Typen av polymeras som används under amplifieringen är inte en förbehandling men vissa 
förbehandlingsmetoder kan substitueras med ett polymeras. Dessutom anpassas 
förbehandlingsmetoderna efter vilken inhibitor som polymeraset är känsligt mot. 
Valet av DNA/RNA-polymeras beror på vilken typ av sekvens som ska amplifieras, vilken 
noggrannhet som önskas och vilka inhibitorer som finns närvarande i provet. Det finns en 
mängd olika termofila polymeras där de allra flesta härrör från bakterien Thermus aquaticus 
och kallas för taq-polymeras. Olika polymeras är känsliga för olika inhibitorer; ett av de 
vanligaste polymerasen, taq-DNA-polymeras, är känsligt för blod och humusämnen från 
jord (Tebbe et al., 1993). Vid amplifiering av blod kan det vara lämpligt att använda till 
exempel Phusion Hot Start II High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA) som inte är lika känsligt mot blod vilket kan spara tid i form av 
reningsarbete och laborativt arbete. Andra DNA-polymeras som OneTaq Hot Start DNA 
Polymerase och Hot Start High Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, Ipswich 
Massachusetts, USA) har andra egenskaper som ökad resistens mot vissa inhibitorer. 
 
En signifikant förbättring i form av antal genkopior och sekvens-specificitet har observerats 
då till exempel AmpliTaq Gold DNA polymerase används istället för AmpliTaq DNA 
polymerase vid detektion av DNA i blod (Kebelmann-Betzing et al., 1998). 
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Förbehandling	
  för	
  att	
  förhindra	
  positiva	
  utslag	
  av	
  RT-­‐qPCR	
  för	
  inaktiva	
  virus 
Vid detektion av NoV i blötdjur, såsom musslor och ostron, kan det vara lämpligt att göra en 
kvantitativ analys av virusmängden. Ett positivt utslag av virus i en kvalitativ RT-qPCR-
analys för blötdjur är relativt stor men säger inte nödvändigtvis någonting om dess 
smittsamhet eftersom smittsamheten beror av mängden virus samt av om viruspartiklarna är 
aktiva och därmed kan orsaka smitta. 
 
För att förhindra att positiva utslag av virus uppstår vid kvantifiering av viruset HaV, men 
potentiellt också av NoV, så kan provet behandlas med proteinkinase K och RNase vid 37°C 
i 30 minuter innan RT-qPCR (Nuanualsuwan S, 2002). Detta har visat sig förhindra att 
amplikon från inaktiva virus bildas. 
          

Koncentrationsmetoder 
Två av de vanligaste metoderna som idag används för att koncentrera virus från mat- och 
vattenprover är Ultrafiltration och Polyentylenglykol (PEG)-utfällning (Pan et al., 2012). 
 
PEG-utfällning är en vanlig storleksbaserad bioseparationsmetod som används för att 
koncentrera och fånga stora peptider. Att tillsätta PEG är ett vanligt första steg i en 
reningsprocess där en tillsats av PEG till en proteinlösning bidrar till ökad kemisk potential 
av proteinet i lösningen. När proteinets kemiska potential överstiger nivån för en mättad 
lösning sker en utfällning av proteinet. Utfällning av stora proteiner sker vid låga 
koncentrationer av mindre PEG, medan mindre proteiner fälls ut vid höga koncentrationer 
av större PEG (Sim et al., 2012).  
 
Ultrafiltration (UF) är en tidseffektiv metod som används för att koncentrera virus. För att 
koncentrera provet tvättas det först, för att sedan filtreras (Vivvaspin 20 filter, 1000000 
nominal molekylviktsgräns) och centrifugeras (maxhastigheten 10000xg, tiden varierade 
beroende på provets viskositet). Det kontaminerade provet koncentreras på så sätt till en 
mindre volym (Lee et al., 2012). 
 
Receptor-binding capture and magnetic sequestration (RBCMS) är en metod som 
koncentrerar virus i olika matprover inom ett par timmar (Ha et al., 2014), genom 
inbindning av viruset till beads. Histo-blodgrupp-antigener (HBGA) är receptorer till 
humant norovirus (HuNoV) och har används för att koncentrera viruset i vattenprover. 
RBCMS-metoden är beroende av kapsidproteiners närvaro som kan binda till HBGA-
receptorerna och viralt RNA som frigörs från kapseln för att kunna utföra amplifiering och 
signaldetektion med RT-qPCR (Pan et al., 2012). 
 
Både UF och PEG-utfällning kan användas för att detektera virus i naturligt kontaminerade 
livsmedelsprover (Lee et al., 2012). Vid koncentrering av HaV i salladsprover kunde det 
visas att UF var mer effektiv än PEG-utfällning i den aspekten att färre genomkopior gick 
förlorade vid användning av UF. UF är även en enklare metod, då PEG-utfällning kräver 
många organiska reagens.   
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PEG-utfällning, ultracentrifugering och ultrafiltrering är vanliga metoder som används för 
att koncentrera virus i mat-och vattenprover. Dessa metoder har alla liknande virusutbyte, 
det vill säga hur många procent av den ursprungliga virusmängden som påträffas i provet 
efter koncentrationssteget. Bland dessa metoder är PEG-utfällning vanligast för 
koncentration av virus. Återhämtningsmängden som fås från PEG beror på molekylvikten på 
den PEG som används. RBCMS visades ha större virusåterhämtning än PEG-utfällning, 
även om den också är låg. Detta beror på mängden fria virus och inte kapaciteten på pärlor 
och är den största anledningen till att återhämtningsmängden för virusets är låg (Pan et al., 
2012). En annan studie på tomater och körsbär visade även den att virusåterhämtningen var 
11,7 % då RBCMS-metoden användes, medan den var 7,5% vid PEG-utfällning (Ha et al., 
2014). 
 

3.2.3	
  Sekvensoberoende	
  amplifieringstekniker 
Eftersom konventionell PCR kräver specifika primer-set, skulle andra alternativ istället 
kunna användas då genomet hos viruset är okänt eller mycket lite om genomet är känt. Den 
metod som har använts mest vid identifiering av okända virus är slumpmässig (random) 
PCR (rPCR). Detta är en teknik som amplifierar sekvensen i två PCR-reaktioner (Bexfield 
och Kellam, 2010) där primar som består av en universell primer som bundits till en 
slumpmässig sekvens används. Vid amplifiering av RNA, det vill säga RNA rPCR, kommer 
den slumpmässiga sekvensen att binda till olika platser på RNA-sekvensen av intresse. 
Därefter sker omvänd transkription vilket resulterar i enkelsträngat cDNA innehållandes den 
universella primern. Efter denaturering används återigen primrar med slumpmässig sekvens 
som nu kan binda till cDNA:t. Med Klenow-fragment fås sedan dubbelsträngat cDNA med 
universella primrar på båda 5’-ändarna och med dess komplementära sekvens på 3’-ändarna. 
Sedan kan sekvenserna amplifieras med de universella primrarna i konventionell PCR 
(Froussard, 1993).  
 
Sequence-independent amplification technique (SISPA) är ytterligare en amplifieringsteknik 
som inte kräver att genomet är känt. Metoden använder först endonukleas för att bryta ned 
DNA-sekvenserna i fragment och sedan ligeras asymmetriska adaptrar på båda sidor av 
fragmenten. Genom att tillsätta en primer komplemenär till dessa adaptrar kan PCR-
amplifiering genomföras. Efter amplifieringen appliceras provet på en agarosgel och 
eftersom virala genom har låg komplexitet kommer mycket få olika fragment skapas vid 
enzymatisk nedbrytning och därmed kommer banden på gelen att bli mycket åtskilda. 
Bakterier och djur har mer komplexa genom och därmed skapas fragment i många olika 
storlekar vilket istället resulterar i fläckar på gelen. Med hjälp av banden på gelen kan de 
virala sekvenserna identifieras och sedan sekvenseras (Bexfield och Kellam, 2010). 
Modifieringar av SISPA har utvecklats där bland annat rPCR införts, samt användandet av 
DNase i kombination med SISPA (DNase-SISPA) som bryter ned DNA-sekvenserna i 
provet. Optimeringar har även gjorts för att SISPA bäst ska kunna kombineras med NGS. 
Eftersom många RNA virus har poly-A-svansar i genomet har det även tillsatts poly-T-
svansar på en del primrar som använts vid den omvända transkriptionen. På detta sätt fås en 
bättre uppskattning av sekvenserna på 3’-ändarna eftersom dessa kan vara svåra att 
uppskatta (Djikeng et al., 2008).  
 
Variationer av RT-qPCR finns och Pang (2005) upptäckte att Multiplex-realtids-RT-PCR 
(Mrt-RT-PCR) hade en god noggrannhet och känslighet. Samtidigt var den mycket 
kostnadseffektiv då den endast körde en PCR-reaktion och då för både gengrupp GI och GII 
samtidigt. Detta bidrog till att reagenskostnaden sänktes med 1/2 eller 1/3 i pris och detta 
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bland annat med hjälp av de slumpmässiga primrar som användes. Dock beskriver inte 
artikeln någonting kring metodens möjlighet att appliceras på mat- och miljöprover.  
 

3.2.4	
  Kit 
På senaste tiden har många olika kit för detektion av just NoV kommit ut på marknaden. Det 
är främst Life Technologies som utvecklat dessa och erbjuder alltså kit för detektion av både 
GI och GII där RT-qPCR används för att detektera noroviruset. Viruset behöver endast 
existera i en mängd av minst fem kopior per reaktion för att ge positivt resultat. De kit som 
erbjuds påstås fungera på alla sorters miljö- och livsmedelsprover. Dessa har blivit 
validerade senast i år och då för alla genotyper från respektive gengrupp I eller II (Life 
Technologies 2015a, Life Technologies 2015b). 
 

3.2.5	
  Primer-­‐set 
Livsmedelsverkets extraktionsprotokoll för kvantitativ analys av NoV och HaV erhölls för 
att undersöka de primrar beställaren använder sig av i PCR-förfarandet (se bilaga 1 och 2). I 
detta protokoll anges de virussekvenser som primrarna är designade för och ett 
referensnummer till Genbank för just dessa virus. Genom att undersöka dessa 
referensnummer konstaterades det att de sekvenser som beställaren använder är relativt 
gamla. Sekvensen för HaV registrerades i Genbank 1993, sekvensen för NoV GI 2006 och 
NoV GII 2005. 
 
När det kommer till NoV GI och GII är det ett problem. Detta eftersom viruset har en 
mycket snabb mutationsfrekvens, speciellt GII. Exempelvis återkommer GII.4 vart 2-3:e år i 
en ny form med förändrat genom. På grund av detta är det viktigt att de primer-set man 
använder är designade efter så konserverade regioner som möjligt. Eftersom de sekvenser 
beställaren använder är från 2005 samt 2006 är risken stor att de primer-set som används 
inte fungerar just på grund av att de regioner de är designade för har förändrats.  
 
I en studie togs det fram 3 kandidatsekvenser för nya primrar för NoV GI respektive GII 
(NKI-F/R/F2 samt NKII-F/R/R2) (Kong et al., 2015). Detta gjordes genom att 37 sekvenser 
av NoV GI och 52 sekvenser av NoV GII togs ut från National Center for Biotechnology 
Information (NCBI). Sedan samlades totalt 354 prover in som bestod av både kliniska 
prover samt miljöprover som var positiva för GI och GII mellan åren 1968 och 2013. De 
kliniska proverna bestod av avföringsprover från personer som led av akut gastroenterit från 
Gyeonggi Institute of Health Environment och miljöproverna samlades in från grundvattnet i 
republiken Korea mellan juni och oktober 2013. RNA från dessa prover extraherades och 
amplifierades med både RT-PCR och en annan typ av PCR som involverar två körningar 
med primrar. Proverna analyserades sedan med hjälp av agarosgelelektrofores. PCR-
produkterna skickades för sekvensering och det returnerade resultatet analyserades med 
BLAST i NCBI. Primrarnas effektivitet testades med hjälp av RT-PCR gentemot 
konventionella primrar rekommenderade av sjukdoms- och smittomyndigheten i Sydkorea. 
Dessa är för GI; GI-F1/R1/F2, SRI-1/2/3 och för GII; GII-F1/R1/F2, SRII-1/2/3 och kan ses 
i Figur 1 och Figur 2. De sekvenser som Livsmedelsverkets primer-set är designade för 
illustreras i dessa bilder gentemot de nya föreslagna i Kong et al. (2015). Figurerna visar att 
några av de nya primrarna även återfinns i de sekvenser Livsmedelsverket använder och 
styrker att de är designade för konserverade regioner. De konventionella primer-seten 
återfinns i de gamla sekvenserna men illustreras ej i figurerna. 
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Figur 1: Figuren ovan är ett utdrag ur FASTA-sekvensen för NoV GI (Norwalkvirus, 2006) 
som anges i Bilaga 1. De rödmarkerade sekvenserna är de primrar som Livsmedelsverket 
använder idag och de blå-och grönmarkerade anger de nya sekvenserna presenterade i Kong 
et al (2015), vilka överlappar varandra. 

 
Figur 2: Figuren ovan är ett utdrag ur FASTA-sekvensen för NoV GII (Lordsdalevirus, 
2005) som anges i Bilaga 1. De rödmarkerade sekvenserna är de primrar som 
Livsmedelsverket använder idag och den blå anger en av de nya presenterade i Kong et al 
(2015). 
 

Totalt identifierades 84 prov innehållandes GI och 134 prov innehållandes GII. Totalt 
identifierades 83 prov som positiva för GI och GII, där 50 bestod av kliniska prov och 33 av 
miljöprover. Det primer-set som detekterade GI med största framgång var NKI-F/R/F2 som 
fann 22/24 prov som positiva. De konventionella primer-seten detekterade 13/24 samt 6/24 
av proverna som positiva. Vid detektion av GII var NKII-F/R/R2 det mest framgångsrika 
primer-setet som fann 53/59 positiva för GII. De konventionella detekterade 31/59 samt 
19/59 som positiva. Detta bevisar hur viktigt det är med väldesignade primer-set för en 
lyckad detektion av NoV och att de nyframtagna (NKI-F/R/F2, NKII-F/R/R2) är överlägsna 
i den meningen eftersom de är designade för mer konserverade regioner som illustreras i 
figur 1 och 2 (Kong et al., 2015). 
 

3.2.6	
  Nanoporer 
Nanoporer är porer av endast ett fåtal nanometer i diameter och dessa kan användas för att 
sekvensera DNA. Dessa porer är inbäddade i antingen ett biologiskt membran eller en solid-
state-film som separerar två behållare fyllda med elektrolyt. Genom att tillsätta spänning 
skapas ström genom att jonerna i elektrolyten förflyttar sig från en reservoar till den andra 
genom nanoporen. Denna ström kommer att störas om en DNA-molekyl börjar förflytta sig 
genom poren och skillnaden i ström kan användas för att detektera baserna i DNA:t. En 
annan parameter som kan användas för att identifiera basen är hur lång tid det tar för basen 
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att förflytta sig igenom poren. (Feng Liang och Peiming Zhang, 2014). Det största problemet 
med nanoporer idag är att mer än 90 % av baserna blir fel i sekvenseringen (Yanxiao Feng et 
al., 2015). En av anledningarna till detta är för att förflyttningen genom poren är för snabb 
(l-3µs/bas) (Feng Liang och Peiming Zhang, 2014). Skulle problemen övervinnas däremot, 
har nanoporsekvensering potential att fungera som en sekvenseringsteknik med låg kostnad, 
hög hastighet och utan amplifieringssteg (Yanxiao Feng et al., 2015). 

4.	
  Förbättringsförslag 
I försök att öka detektionen av NoV i mat- och vattenprover har denna rapport resulterat i ett 
alternativt arbetsflöde där både de nuvarande protokollen har granskats och nya tekniker har 
involverats. 
 
 

 
 
 

Figur 3: Föreslagen strategi vid detektion av virus. Intaget prov förbehandlas (1) inför RT-
qPCR (2). Provet identifieras och/eller kvantifieras med RT-qPCR (3). Antingen lyckas 
identifieringen och/eller kvantifieringen (4) eller misslyckas (5). Om identifieringen 
och/eller kvantifieringen misslyckas så tyder det på att det inte finns något virus i provet 
eller att amplifieringsprocessen misslyckats. Om det blir ett fel i amplifieringsprocessen så 
används icke-specifika primers under PCR (6) inför Next-Generation sequencing (7). Den 
genetiska informationen från NGS kan jämföras med tidigare genetisk information från 
databaser vilket, med bioinformatiska metoder, kan ge upphov till lämpliga primer-set (8). 
Dessa nya primer-set används för ytterligare en iteration i arbetsflödet (2). 
 

4.1	
  Implementation	
  av	
  NGS	
  i	
  PCR-­‐förfarandet 
I dagsläget finns ännu inga NGS-metoder som kan ersätta den roll som PCR spelar vid 
detektion av virus i mat- och vattenprover. Mängden virus som återfinns i dessa prover är för 
liten för att med dagens teknik kunna vara säkert detekterbar. Den andel de virulenta 
sekvenserna utgör i ett infekterat prov skulle endast kunna ses som ett brus i den 
sekvensering som utförts och skulle inte vara tillräckligt tydligt för att varken säkerställa 
förekomsten eller avsaknaden av virulenta sekvenser. För att få ett tydligt resultat från en 
NGS körning krävs därmed amplifiering av sekvensen av intresse, vilket görs effektivast 
med PCR. 
  
Ett tillvägagångssätt för att kunna säkerställa källan till ett misstänkt utbrott är följaktligen 
att arbeta med PCR och NGS i samverkan. Om inget resultat fås vid körning av PCR med 
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standardprimers kan ett fekalt prov från en infekterad individ sekvenseras med hjälp av 
NGS. Detta prov kommer innehålla en betydligt högre koncentration av virala sekvenser 
vilket i tidigare studier har visat sig ge resultat vid NGS (Batty et al., 2013). Det kan även 
vara så att den variant av NoV som föreligger i provet är ny, och alltså inte går att amplifiera 
med hjälp av nuvarande primer-set för RT-qPCR. En tänkbar strategi för att tackla detta 
problem är att använda kortare primer-sekvenser i sitt primer-set, även dessa designade för 
de mer konserverade regionerna presenterade i Kong et al. (2015), följt av NGS. Detta 
skulle innebära att det är möjligt att identifiera vilken eller vilka genotyper som föreligger i 
det kontaminerade provet, alltså om det är en ny eller redan känd variant av genotypen. I 
scenariot med en redan känd variant kan ett standardprotokoll för RT-qPCR användas. I det 
andra tänkbara scenariot, som innefattar att det existerar en ny variant i provet, kan NGS 
tillämpas för att sekvensera denna och undersöka om de redan definierade primer-seten 
passar för den nya variantens sekvens. Utifrån detta är det möjligt att bygga mycket 
specifika primer-set som kan användas för att på nytt köra RT-qPCR på provet. Ju fler som 
implementerar detta tillvägagångssätt för identifikation, desto enklare kommer det bli att 
hantera NoV-prover i framtiden. Detta eftersom sekvenseringen kan publiceras på sidor som 
NCBI för allmän tillgång och nytta. 
 

4.2	
  Uppdatering	
  av	
  primer-­‐set 
NoV är kanske det virus i modern tid som fortfarande förbryllar forskare och har en stor 
negativ inverkan i människors vardag. Med dess snabba mutationsfrekvens återkommer det 
var och vartannat år i en ny form som inte kan tacklas med enkla medel och infektion kan i 
värsta fall leda till döden. Ett bra exempel är utbrottet på ålderdomshemmet i Ljungby 2015 
som kostade tre människor livet (Dagens Nyheter, 2015). Med detta i åtanke kan det 
konstateras hur viktigt det är att kunna analysera både mat- och miljöprover som misstänks 
innehålla NoV. Den bästa metoden för detta är RT-qPCR och används idag på 
Livsmedelsverket. För att RT-qPCR ska fungera så bra som möjligt krävs, förutom 
anrikning av provet och eliminering av inhibitorer, även väldesignade primer-set för själva 
amplifieringssteget. De primer-set som Livsmedelsverket använder idag visade sig inte 
överlappa med de konserverade regioner som återfanns i studien (Kong et al., 2015) och 
anses således inte vara optimala för användning i RT-qPCR. Därför ges rådet att uppdatera 
de primer-set som idag används för att öka chanserna för en lyckad kvantifiering och 
kvalifikation av viruset i ett prov. De primer-set som rekommenderas är de som är beskrivna 
under 3.2.5. 
 

4.3	
  Utveckling 
Metodik och teknik inom NGS har under de senaste åren haft stora och betydande 
framgångar och utvecklingen går fort. Om ytterligare några år kommer metoderna säkerligen 
ha utvecklats ytterligare och skärpan för en sekvensering kommer att öka och möjliggöra 
nya användningsområden. Det är definitivt ett område att hålla ögonen på för att följa 
utvecklingen och de implementationer som komma skall.  
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5.	
  Slutsats	
  
 
NGS kan idag inte ersätta detektionen med RT-qPCR för NoV. Detta är på grund av att NGS 
kräver en viss koncentration för sekvensering som uppnås med hjälp av PCR. Om de primer-
set som används inte är optimala för sekvensen av intresse fungerar dock inte PCR-
förfarandet. Genom att förbättra de förbehandlingar som används idag på Livsmedelsverket 
och introducera nya primer-set, möjligtvis med hjälp av NGS, ökar chanserna för en lyckad 
detektion.  

6.	
  Tillkännagivanden 
Tack till alla de som har som har hjälpt till att möjliggöra detta projekt, utan er hjälp hade 
det inte blivit samma resultat. 
 
Tack till Olga Vinnere Pettersson på SciLifeLab som har varit till stor hjälp för detta projekt 
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Kvalitativ detektion av Norovirus och Hepatit A i bär och bladgrönsaker 

 
 
1.  Förord 

I denna version har ett förtydligande att hela matrisen bör täckas av buffert under inkubationen med pH-
justering gjorts. Mindre ändring av recept för buffertar/lösningar ändrade versionsnummer. Stavfel korrigerade. 
 
 
 
 
2. Inledning 

Norovirus (NoV) är det virus som orsakar vinterkräksjukan och är ett enkelsträngat RNA virus utan hölje och 
tillhör familjen Calicieviridae. Det finns fem olika genogrupper (G) av norovirus men endast tre, G I, II och IV, 
infekterar människor. De orsakar gastroenterit där GI och II är vanligast, GIV är ovanlig men kan förekomma. 
Metoden analyserar endast för GI och GII men specificerar vilket genogrupp.  
 
Hepatit A (HAV) kan orsaka akut hepatit och är ett icke höljeförsett RNA virus och tillhör familjen Picornaviridae. 
Det finns tre humanpatogena genogrupper (I-III). Metoden kan detektera alla tre genogrupper men kan inte 
specificera vilken det är. 
 
Både norovirus och hepatit A är viktiga agens vid fördoämnesburna virala utbrott. Det finns inga 
odlingsmetoder för dessa virus från livsmedel. Detektion måste då förlita sig på molekylärbiologiska metoder 
som t.ex. realtids PCR med omvänd transkription (RT-PCR). Många livsmedel innehåller mycket inhibitorer som 
inhiberar RT-PCR så en bra metod för att få rent RNA behövs. Metoden kan specifikt påvisa norovirus från GI, GII 
och HAV som förorenat bär och bladgrönsaker. 
 
MI-metoden bygger på den nu publicerade ISO/TS metoden 15216-2:2013 ”Horizontal method for detektion of 
hepatitis A virus and norovirus in food using real-time RT-PCR – Part 2: Method for qualitative determination” 
 
Metoden är utformad för att vara mycket bred i sitt användningsområde. Många olika matriser kan analyseras 
och kontroller monitorerar utbytet och inhibitionsgraden genom hela processen. På Livsmedelsverket har 
framför allt hallon analyserats och använts i valideringen. Metoden är i huvudsak ämnad för provtyperna 2:4 
vegetabiliska produkter. 
 
Det som skiljer MI-metoden från ISO-standarden är att i MI-metoden löses PEG-pelleten upp i 400 µL istället för 
rekommenderade 500 µL. Detta för att hela volymen skall kunna extraheras med biorobot EZ1. Vi har också valt 
att nukleinsyraextrahera den positiva extraktionskontrollen på samma sätt som proverna istället för 
rekommenderade koklysering. Elueringen av nukleinsyran skiljer sig även då EZ1 eluerar med 90 µL istället för 
ISO:ns 100 µL 
Efter nukleinsyraextraktion har vi i MI metoden lagt till ytterligare ett reningssteg för inhibitorer med ett så 
kallat zymo inhibitor removal kit. I slutdetektionen med PCR så har vi i MI metoden valt att analysera NoV i 
duplexformat, simultan detektion, istället för singelplex. Vi ansåg även att det var bättre att sätta två brunnar 
istället för rekommenderade en. Inhibitions- och PCR-kontrollen (EK) sätts dessutom i en större volym för att 
minska variationen i pipetteringen, 2 µL istället för 1 µL.  

Bilaga	
  1

8.	
  Bilagor
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Detektionsgränser 

Den teoretiska detektionsgränsen (tLOD) för metoden är den lägsta koncentrationen virus som i teorin kan 
detekteras i 25 g prov. För denna metod är det 18 virusgenom för ett ospätt prov eller 180 för ett 1:10 spätt 
prov. 
 
Metodens detektionsgräns (mLOD), är den lägsta nivån virus som i valideringen kunnat detekteras i minst 50 % 
av fallen från tre prover spikade med virus i tre omgångar. Utvärderingen har gjorts med spikade hallonprover. 
Den uppnådda metodkänsligheten är den samma för alla tre patogener och är 5000 virus/25g motsvarande 200 
virus/g matris. 
 
I varje enskild PCR är reaktionskänsligheten (rLOD), den lägsta koncentrationen virusgenom där alla prover i en 
serie om fem replikat i tre omgångar blir positiva utan matris. För HAV och NoV, både GI och GII, är detta 10 
genomkopior/reaktion.  
 
 

Säkerhetsåtgärder 
Både Norovirus och HAV är klass 2 patogener, mycket infektiösa och så lite som 1-100 viruspartiklar kan 

orsaka sjukdom. Var noga med att tvätta händerna med tvål och vatten och rengör arbetsytor med DAX 70+ 

eller 10 % klorinlösning. Etanol är inte effektivt mot NoV och HAV. 

 
Mengovirus är ett murint virus från Picornaviridae familjen. Mengovirussträngen MC0 (ATCC VR-1957) är ett 

rekombinerat (deletion) virus som saknar Poly(C) området till skillnad från vildtypen mengo. Detta gör så att 

fenotypen blir avirulent men behåller alla tillväxtegenskaper. 

 

Kloroform är en hälsoskadlig kemikalie och arbetet skall utföras i dragbänk med skyddshandskar.  

 

Vid arbete med HCl och NaOH skall skyddsglasögon användas.  

 
3. Princip 

Metoden bygger på ISO-metoden ”Microbiology of food and animal feed – Horizontal method for detection of 
hepatitis A virus and norovirus in food using real-time RT-PCR – Part 2: Method for qualitative determination”, 
ISO/TS 15216-2:2013. 
 
Steg 1 Virusextraktion 

Virus elueras från matrisen under alkaliska förhållanden för att sedan koncentreras med PEG precipitation. Löst 
precipitat renas med en tvåfasextraktion med kloroform:butanol som organisk fas. Viruselueringen kontrolleras 
med en processkontroll, mengovirus, som spikas till varje prov. 
 
Steg 2 RNA-Extraktion 

Det är viktigt med en bra nukleinsyraextraktions metod för att få bort så mycket inhibitorer som möjligt. Vi 
använder en robotiserad extraktion med Qiagens EZ1 robot. Viruset lyseras med proteinas K och värme för att 
frigöra viralt RNA och sedan bindas upp på magnetiska kiselpartiklar. Extraktet tvättas med ett antal tvättar 
innan eluering från partiklarna. Då många provmatriser inhiberar PCR så renas eluaten ytterligare med ett 
inhibitorbortagarkitt från Zymo Research. 



   Dokumentbeteckning: SLV MI-m490.5  
  
  
 

 

Styrande dokument  
LSDok 
UN/MI 

Utarbetad av: UN/MI/RONE Gäller fr.o.m: 2014-02-05/ HLIN Sid 3 (14) 
Ersätter: MI-m490.4/ 2013-12-12 Dokumenttyp: Metod 
 Kvalitetsgranskad av: JIMKJE  

 OBS! Vid utskrift på papper har Du själv ansvar för att Du har senaste utgåvan. 

Steg 3 Realtids RT-PCR 

PCR är en mycket känslig metod och är en av få metoder för att hitta virus som inte kan odlas (ex norovirus och 
hepatit A). Metoden använder enstegs omvändtranskriptions real-tids PCR med TaqMan prob. I PCR processen 
sker den omvända transkriptionen och amplifieringen av bildat DNA i samma rör. TaqMan proben är en 
oligonukleotid med en fluorofor i ena änden och en quencer i den andra. Under reaktionen kommer proben att 
brytas ned och fluorescens signalen kommer öka proportionerligt med amplifieringen av PCR produkten.  
 
Primrar och prober för norovirus är designade för ett område mellan Open Reading Frame 1 (ORF1) och ORF2 
och analyseras i duplex för NoV GI och GII. GI primrarna amplifierar en sträcka på 86 bp som motsvarar 
nukleotiderna mellan 5291-5376 i Norwalkviruset (GenBank M87661). GII primrarna amplifierar en sträcka på 
89 bp som motsvarar nukleotiderna mellan 5012-5100 i Lordsdaleviruset (GenBank X86557). Hepatit A 
primrarna amplifiera singelplext en produkt på 173 bp som motsvarar nukleotiderna mellan 68-240 i HAV 
isolatet HM17443c (GenBank M59809). Ett genetiskt stabilt område i alla typer av HAV.  Mengovirus PCRen 
analyseras parallellt med patogenerna i singelplex form. Primrarna amplifierar en produkt på 100 bp som 
motsvarar nukleotiderna mellan 110-209 i mengovirus MC0 i det modifierade (deletion) viruset. Det motsvarar 
nukleotiderna mellan 110-270 i vildtypviruset (GenBank L22089).  
 
4. Reagenser 

Reagens, primrar och prober hanteras enligt instruktionen ”Hantering av material och reagens för PCR”, MI-
i092. 
 
Virusextraktion:  Artikel (nr)/placering:  Hållbarhet: 
Mengovirus 1:50  Låda 3:6 -70°C frysbox 
TGBE-buffert   MI-i089.2    
Pectinas    SIGMA-ALDRICH (P2611-50ML)   
5xPEG   MI-i089.2   
PBS pH 7.4   MI-i089.2   
1:1 Kloroform:Butanol  MI-i089.2    
Deconex 11, 3 %  Fisher Scientific (165-201010)   
HCl 1 M och 5 M  MI-i089.2   
NaOH 1 M och 5 M  MI-i089.2  
 
Nukleinsyraextraktion:    
EZ1 Virus Mini Kit v2.0  Qiagen (955134) 
 -cRNA  I frys S12006 A216 
OneStep™ PCR Inhibitor removal kit Zymo Research (D6030)   
 
RT-PCR:  
NoV GI & GII EK RNA 
HAV EK RNA  
Quantitect Virus Kit  Qiagen (211013) 
 -5x QT Virus MM I Frys 8 A211  
 -QT Virus RT mix I Frys 8 A211 
 -RNasfritt vatten I Frys 8 A211   
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Mastermix Norovirus Sekvens 5´- 3´ Koncentration 

Quantitect Virus master mix x5  x1 
IFRGI (F) 20 µM CGC TGG ATG CGN TTC CAT 400 nM 
NV1LCR (R) 20 µM CCQ TAG ACG CCA TCA TCA TTT AC 400 nM 
NVGGIp (P) 10 µM FAM-TGG ACA GGA GAY CGC RAT CQ-BHQ1 200 nM 
QNIF2 (F) 20 µM ATG TTC AGR TGG ATG AGR TTC TCW GA 400 nM 
COG2R (R) 20 µM TCG ACG CCA TCQ TCA TTC ACA 400 nM 
QNIFS (P) 10 µM HEX-AGC ACG TGG GAG GGC GAT CG-BHQ1 200 nM 
Virus RT mix  0,25 µL 
RNas-fritt vatten  11,75 µL                       
Templat  5µL 

Slutvolym  25 µL 

FAM: 6-carboxyfluorescein HEX: 6-carboxy-2´,4,4´,7,7´hexachlorofluoresceinsuccinimidyl ester BHQ1: Black Hole Quencher 
1. Y: C,T wobble R: A,G wobble W: A,T wobble.  

Mastermix Mengovirus Sekvens 5´- 3´ Koncentration 

Quantitect Virus master mix x5  x1 
Mengo 110 (F) 20 µM GCG GGT CCQ GCC GAA AGT 500 nM 
Mengo 209 (R) 20 µM GAA GTA ACA TAT AGA CAG ACG CAC AC 900 nM 
Mengo 147 (P) 10 µM FAM – ATC ACA TTA CQG GCC GAA GC – MGB/NFQ 250 nM 
Virus RT mix  0,25 µL 
Rnase fritt vatten  12,38 µL 
Templat  5µl 

Slutvolym  25 µl 

FAM: 6-carboxyfluorescein MGB/NFQ: Minor groove binder/non-fluorescent quencher   
 

Mastermix HAV Sekvens 5´- 3´ Koncentration 

Quantitect Virus master mix x5  x1 
HAV 68 (F) 20 µM TCA CCG CCG TTT GCC TAG 400 nM 
HAV 240 (R) 50 µM GGA GAG CCC TGG AAG AAA G 400 nM 
HAV 150 (P) 5 µM FAM – CCQ GAA CCQ GCA GGA ATT AA – MGB/NFQ 250 nM 
Virus RT mix  0,25 µL 
Rnase fritt vatten  12,50 µL 
Templat  5µl 

Slutvolym  25 µl 

FAM: 6-carboxyfluorescein MGB/NFQ: Minor groove binder/non-fluorescent quencher   
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5. Utrustning 

Apparatur 

Realtids-PCR Bio-Rad CFX 96 (2008040) 
Qiagen Biorobot EZ1 (2006053) 
Beckman Avanti J-26, Rotor JS-7.5, JS-7.5 Conical  
Beckman Microfuge®22R (Microfuge) 
PH-meter MeterLab PHM210 (BI-57) 
Skakbord KS250 (BI-35) 
Rotationsbord 
 

Material 

Seward Stomacher® lab system classic 400 filter bag x4 
Skedar 
Sax 
Centrifugrör 50 mL SuperClear® med Plug Style lock 
Eppendorfrör 1,5 mL 
Bägare 250 mL x4 
Bägare 100 mL x4 
Magneter för omrörning x4 
Pipetter och spetsar 1000 µL, 200 µL, 10 µL 
Pipettboy med 25 mL och 10 mL pipetter 
 
 
 

6. Kvalitetssäkring 

Kontroller 

Kontroller och standarder hanteras enligt instruktionen ”Hantering av nukleinsyra till realtids PCR, MI-i051”. 
Beskrivning av PCR-kontrollerna och flödesschema för dessa finns i ”Instruktion för arbete med  
molekylärbiologiska metoder, MI-i439”. 
 
Positiv processkontroll (PPC): För att mäta förslust av virus genom alla delar av metoden och beräkna ”recovery” 
för analysen. Viruset som används är odlat Mengovirus, MC0 (ATCC VR-1957), och har liknande överlevnad i 
miljön som patogenerna. Virusstamen har erhållits från Danmarks tekniska universitet och uppodlats på 
Sveriges veterinärmedicinska anstalt. Stockviruset späds 1:50 med PBS och förvaras i frys i aliquoter lagom för 
spikning av tre prover och en PEK. 50 µL spikas till vardera rör TGBE-buffert dock ej till röret för NPC. 
Virusaliquoter finns i låda 3:6 -70°C frysboxen i A207. 
 
Negativ processkontroll (NPC): Innehåller ingen matris och ingen mengoviruskontroll men går igenom hela 
analysen som ett negativt prov för, norovirus, HAV och mengovirus. 
 
Positiv extraktionskontroll (PEK): 50 µl mengovirus 1:50 spädning sätts till 350 µL PBS och extraheras med EZ1 
tillsammans med de andra proverna. En spädningsserie med nukleinsyran görs ned till 10-3 och används sedan 
som standard för extraktionseffektivitetsberäkningen och som kontroll på att nukleinsyra extraktionen fungerar. 
Medelvärdet för Cq för 1:10 spädningen av PEK förs in i kontrollkortet för mengovirus-PCRen. 
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 Positiv PCR- och inhibitionskontroll (PTC N/H och EK): Extern amplifieringskontroll (EK) kontrollerar hela RT-
PCRen. Kontroll RNA har transkriberats och renats från dubbelsträngat plasmid DNA för norovirus GI, GII och 
HAV erhållen från EURL:et och konstruerade av Dr. Soizick LeGuyader (Le Guyader et al., 2009). Patogenspecifikt 
RNA tillsätts till varje prov och utgör då den positiva processkontrollen för NoV (PTCN) och för HAV (PTCH). För 
att kunna mäta inhibitionen jämförs resultaten från PTCN/H med EK RNA tillsatt i endast vatten. På så sätt kan 
både PCR funktionen och inhibitionsgraden kontrolleras. Koncentrationen på Kontroll RNA:t bör vara mellan 
1x106 och 1x108 kopior/µL. För att kvantifiera RNA används en standard av den plasmid som den är konstruerad 
ifrån. Plasmidens koncentration bestäms genom att mäta absorbansen vid 260 nm på nanodrop. 
Beräkna sedan: 
1. Abs 260 nM x 5x10-8 = Konc g DNA/µL (alternativt omvandla nanodroppens n(µ)g/µL till g/µL) 

Storleken på plasmiderna är:  
NoV GI 3287bp, NoV GII 3292 bp och HAV 3370bp. Molekylmassan på ett genomsnittligt bp antas väga 607,4 
dividerat med avogadros konstant (6,02x1023) g 
2. Längd plasmid x 607,4 / 6,02x1023 = g/plasmid 
3. Konc g DNA/µL / (GI, GII, HAV) g/plasmid = Plasmider/µL 
 
 
Negativ PCR kontroll (NTC): Nucleasfritt vatten för kontroll av ospecifika signaler från PCR-mastermixar. 
 
 

Kontrollkort 

Medelvärdet för Cq för vardera norovirus genogrupp och HAV i PTCN/H skall föras in i kontrollkortet ”Norovirus 
Duplex” respektive ”Hepatit A”. Medelvärdet för Cq på mengovirus PEK 1:10 skall föras in i kontrollkortet 
”Mengovirus MI-m490”. Alla kontrollkorten finns i mappen 
S:\Organisation\UN\UN_MI\Kvalitet\Kvalitetskontroll\Instrument\PCR Instrument\PCR\Kontrollkort\Aktuella 
\Virus  
Kontrollkortsdata ska utvärderas enligt instruktion ”Kontrollkort och styrdiagram” UN-i027. Varningsgränsen är 
2 standardavvikelser och åtgärdsgränsen är 3 standardavvikelser från medelvärdeslinjen. 

 
Provreplikat 

Livsmedelsprov och nukleinsyraextraktion 
Vid utbrottsanalyser eller vid andra inkomna prov bör om möjligt triplikat analyseras. Vid kartläggningar eller i 
övriga projekt kan undantag göras och respektive projekt bestämmer hur många replikat som ska analyseras. 
 

PCR 

Vid utbrottsanalyser eller vid andra inkomna prov ska duplikat analyseras. Även en 1:10 spädning av alla prover 
utom NPC skall analyseras i duplikat. Vid kartläggningar eller i övriga projekt kan undantag göras och respektive 
projekt bestämmer hur många replikat som ska köras. 
 
De positiva processkontrollerna med mengovirus (PPC) analyseras i duplikat ospädda och spädda 1:10. 
 
En spädningsserie om totalt fyra koncentrationer (till 10-3) görs av PEK extraherat mengovirus-RNA där varje 
spädning analyseras i duplikat. 
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Inhibition 

Frånvaro av PCR-inhiberande substanser i ett livsmedelsprov måste alltid säkerställas. Alla 
nukleinsyraextraherade prov späds 1:10 med nukleasfritt vatten. Den negativa processkontrollen behöver inte 
spädas. För att beräkna inhibitionseffekten används också en extern amplifieringskontroll (EK) som sätt till ett 
av provreplikaten och jämförs med ett prov utan matris. 
 
 
 
7. Provhantering 

Mottagning av prov enligt instruktion ”Provhantering på mikrobiologiska enheten”, MI-i052, provberedningen 
sker sedan enligt ”Utförande, Steg 1: Virusextraktion”.  
 
 
8. Utförande 

Använd ”Analysformulär MI–m490 Hepatit A och Norovirus i bär och bladgrönsaker” som finns på servern under 
S:\Organisation\UN\UN_MI\Kvalitet\Blanketter & Mallar\Analysformulär\Utbrott.  
 

Steg 1: Virusextraktion 

Förbered med att starta centrifug Beckman Avanti J26 så att den får justera temperaturen till 5±3 °C. Beckman 
Avanti J-26 med rotor JS-7.5 är den centrifug som används för alla centrifugeringar till och med punkt 12. För 
centrifugering med 1,5 mL mikrocentrifugrör används Beckman Microfuge® 22R som behöver anta 5±3 °C innan 
centrifugering. 
 

1. Klipp ned fyra 400 mL nätfilter (Seward Stomacher® lab system classic 400 filter bag) till ca hälften och 
trä dessa i fyra sterila 250 mL bägare. Kasta plastpåsarna 

2. Väg upp provet i tre delprov om 25±0,3 g bär eller bladgrönsak, som fördelats i bitar om maximalt 2,5 
cm × 2,5 cm × 2,5 cm storlek, i tre filterpåsar. Den fjärde påsen är till för den negativa processkontrollen 
utan matris 

3. Om provet är fruset låt det minst yttina 
4. Tillsätt 300 µL (1140 U) pectinas från A. aculeatus till 40±1 mL TGBE-buffert för bärproven, till 

bladgrönsaker sätts endast 40±1 mL TGBE-buffert. Tillsätt 50 µL mengovirus 1:50 som Positiv 
processkontroll till TGBE-bufferten utom till den som skall användas till den negativa processkontrollen 

5. Inkubera proverna på ett skakbord med ca 60 rpm i 20±1 min. OBS! Det är viktigt att hela provet täcks 
av buffert. Tryck annars ned matrisen med hjälp av elektroden. Mät pH i vätskan var 10:e minut under 
inkuberingen. Om pH understiger 9,0 justeras den till 9,5±0,1 med 1 M eller 5 M NaOH. Mellan vardera 
pH mätning desinficeras elektroden genom att skölja med MilliQ vatten, tvätta med 3 % Deconex 11, 
torka försiktigt av med Kleenex, tvätta med DAX 70+, skölj med MilliQ vatten och torka åter försiktigt av 
med Kleenex. Varje gång pH justeras ökas inkubationstiden med 10 min 

6. Ta ur filterpåsen med provet och låt vätskan rinna av ned i bägaren och släng sedan filterpåsen i hink för 
smittsamt material.  

7. Sätt filtratet till ett 50 mL koniskt centrifugrör. Om det inte får plats fördelas filtratet jämnt på två 50 mL 
koniska centrifugrör så det inte uppstår obalans i centrifugeringen. Centrifugera 10000 × g vid 5±3 °C i 
30±5 min med Beckman Avanti J26 
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8. Samla provet, supernatanten, i en steril 100 mL bägare och justera pH till 7,0±0,5 med 5 M och 1 M HCl. 
Samma desinficering av elektroden som i punkt 5 skall användas mellan proverna 

9. Mät volymen prov och fördela jämnt på två nya 50 mL koniska centrifugrör 
10. Tillsätt 5×PEG lösning av en volym motsvarande ¼ av provvolymen i vardera rör och skaka proverna i 1 

min för hand 
11. Inkubera proverna vid 5±3 °C i 60±5 min på ett rotationsbord 
12. Centrifugera proverna 10000 × g vid 5±3 °C i 30±5 min så att en pellet bildas. Häll försiktigt av 

supernatanten utan att störa pelleten. Centrifugera ytterligare 5±1 min 10000 × g vid 5±3 °C. Ta bort all 
återstående vätska med hjälp av en snabbpipett 

13. Lös upp de två pelletarna genom att tillsätta 400±10 µL PBS till det ena pelleten och lös genom 
upprepad pipettering. När pelleten är fullständigt löst förs PBSen över till den andra pelleten som löses 
på samma sätt. För sedan över till sterila 1,5 mL eppendorfrör. Bladgrönsaksprov kan nu 
nukleinsyraextraheras eller frysas ned i -70 °C i avvaktan på nukleinsyraextraktion   

14. Till bärprover tillsätts 400±10 µL mix av 1:1 kloroform/1-butanol. Vortexa och inkubera i 5±1 min vid 
rumstemperatur 

15. Centrifugera bärprovet 10000 × g vid 5±3 °C i 15±1 min med Microfuge® 22R  
16. För över vattenfasen (den övre fasen) till nya sterila eppendorfrör och förvara provet i -70 °C fram till 

nukleinsyraextraktion om inte provet skall nukleinsyraextraheras direkt. 
 
 
Steg 2: Nukleinsyraextraktion och inhibitionsborttagning 

  
Nukleinsyraextraktion: RNA extraktion görs med Biorobot® EZ1 och EZ1 Virus Mini Kit 2.0 enligt instruktion MI-
i464 ”BioRobot® EZ1”. Följ anvisningarna i displayen och ställ in 400 µl prov som elueras i 90 µl. En Positiv 
extraktionskontroll (PEK) med 50 µl Mengovirus 1:50 spädd till totala 400 µl med PBS. Sätt 60 µL cRNA till rören 
enligt anvisning i displayen.  
 
Inhibitionsborttagning: Många livsmedelsmatriser medför inhibitorer i PCR reaktionen och bör renas bort. 
Zymo OneStep PCR inhibitor Removal Kit användas enligt instruktionen nedan för alla prover med matris. Kittet 
är utformat för att ta bort inhibitorer som kan hämma PCRen. 
  

1. Knipsa av basen på Zymo-Spin™ IV-HRC kolonnerna (grönt lock) och ta av locket för en av vardera 
nukleinsyraextraktion 

2. Placera dem i varsitt uppsamlingsrör och centrifugera med 8000 x g i 3 min 
3. Placera sedan Zymo-Spin™ IV-HRC kolonnerna i nya 1,5 mL centrifugrör 
4. Sätt nukleinsyraextrakteluatet till varsin kolonn och centrifugera med 8000 x g i 1 min 
5. Filtratet kan nu analyseras med realtids-PCR eller frysas ned i -70 °C tills analys utförs. 

 
 
Steg3: Realtids-PCR 

Analysen görs på instrumentet Bio-Rad CFX96 och enligt instruktion för instrumentet, MI-i103 ”Instruktion för 
BIO-RAD CFX 96 realtids-PCR”. 
Mastermixmall ” MI-m490.4 Sättmall & Mastermixar” finns på servern i mappen 
S:\Organisation\UN\UN_MI\Kvalitet\Blanketter & Mallar\PCR\Mastermix. 
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För detektion av norovirus, HAV och mengovirus sätts 20 µL mastermix till brunnarna, förvara och arbeta sedan 
med plattan i kylblock.  
 

Replikat 
För varje delprov sätts: 
 3 brunnar med 5 µL ospätt prov till norovirus 
 3 brunnar med 5 µL prov spädd 1:10 till norovirus 

 
3 brunnar med 5 µL ospätt prov till HAV  

 3 brunnar med 5 µL prov spädd 1:10 till HAV 
  

2 brunnar med 5 µL ospätt prov till mengovirus 
 2 brunnar med 5 µL prov spädd 1:10 till mengovirus 
 
För negativ processkontroll sätts (NPC): 
 2 brunnar med 5 µL ospätt prov till norovirus 
 2 brunnar med 5 µL ospätt prov till HAV  
 2 brunnar med 5 µL ospätt prov till mengovirus 
   
Positiv extraktionskontroll Mengo (PEK): 
 2 brunnar med 5 µL ospätt prov till mengovirus 
 2 brunnar med 5 µL prov spädd 1:10 till mengovirus 
 2 brunnar med 5 µL prov spädd 1:100 till mengovirus 

2 brunnar med 5 µL prov spädd 1:1000 till mengovirus 
 
Positiv PCR och inhibitions kontroll norovirus/HAV (PTC/N/H):  
 2 brunnar med 5 µL nucleasfritt vatten + 2 µL EK GI+II RNA till norovirus 
 2 brunnar med 5 µL nucleasfritt vatten + 2 µL EK HAV RNA till HAV  
  

Till en brunn av varje ospätt prov och 1:10 spätt sätts 2 µL EK RNA av motsvarande virustyp för 
Norovirus och HAV 

  
Negativ PCR kontroll (NTC): 
  2 brunnar med 5 µL nucleasfritt vatten sätts till norovirus 
 2 brunnar med 5 µL nucleasfritt vatten sätts till HAV 

2 brunnar med 5 µL nucleasfritt vatten sätts till mengovirus 
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Bild1. Exempelmall för sättning av prov och kontroller för RT-PCR.  

 

PCR program: 

RT steg:   20 min 50 °C 
Enzymaktivering:    5 min 95 °C 
50 cykler:   15 sek 95 °C 

 45 sek 60 °C (Avläsning fluorescens)  
 
Norovirus proverna avläses i kanalerna FAM för NoV GI och HEX för NoV GII medan mengovirus och HAV endast 
avläses i FAM-kanalen. 
 
 
9. Beräkning och/eller utvärdering 

Kontrollera och godkänn rådatakurvorna så att de ser typiska ut med exponentiell amplifiering och sigmoida 
kurvor. Sätt tröskelvärdet för de olika fluoroforerna/PCRerna enligt tabellen nedan. 
 
PCR/Fluorofor Tröskelvärde 

Norovirus GGI/FAM 60 
Norovirus GGII/HEX 
Hepatit A/FAM 

60 
80 

Mengovirus/FAM 60 
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Prover med kurvor som passerar tröskelvärdet ges ett Cq värde. Ett SQ, kvantitativt, värde ges till 
mengovirusprover som kvantifierats med spädningsserien av PEK. 
 
Negativ PCR kontroll (NTC): Skall vara negativa annars kan en kontamination ha skett vid 
mastermixuppsättningen eller PCRen. Proverna måste då analyseras om med PCR om inte tidigare 
kontamination har skett. Osäkerhet uppstår då endast en av två kontroller blir negativa och en bedömning om 
omanalys bör göras av ansvarig mikrobiolog. 
 
Negativ processkontroll (NPC): Skall vara negativ för Norovirus, HAV och mengovirus annars kan en 
kontaminering mellan prover eller externt ha skett. Vid positiv mengovirussignal uppstår en osäkerhet och 
beroende på resultaten på patogenerna kan analysen behöva göras om. Om alla patogener är negativa kan 
resultatet ändå godkännas trots överföring.  
 
Positiv PCR kontroll (PTCN/H): PTCN skall vara positiv för både GI och GII annars kan något i norovirus-PCRen ha 
gått fel och falskt negativa prover kan förekomma och samma gäller för HAV PCRen och PTCH. Analysen måste 
då göras om. Cq värdena skall föras in i kontrollkort och bör ligga inom det avgränsade området på 2 sd. Om Cq 
ligger utanför kontrollkortets avgränsning (3 sd) bör ansvarig mikrobiolog bedöma om analysen skall göras om 
eller inte. 
 
Extern amplifieringskontroll (EK): Skall vara positiv för respektive patogen i de spikade delproven. Om inte kan 
provet vara helt inhiberat och resultatet är då inte pålitligt. En inhibitionsgrad kan beräknas genom att jämföra 
de spikade delproven med den spikade positiva PCR kontrollen.  
 
Positiv extraktions- & PCR kontroll (PEK/PTCM): Skall vara negativ för patogener men positiv för mengovirus 
annars kan något i mengovirus-PCRen eller extraktionen gått fel och falskt negativa prover kan förekomma. 
Analysen kan då behöva göras om, kontakta ansvarig mikrobiolog för fortsatt analys. Gör en seriespädning av 
PEK ned till 10-3, seriespädningen i mengovirus-PCRen används som en standard för att få SQ-värden. SQ-
värdena används för att beräkna extraktionseffektivitet och inhibitionseffekt. Fungerar även som en Positiv PCR 
kontroll för Mengovirus (PTCM) för att kontrollera så att PCRen och nukleinsyraextraktionen fungerat. 
Medelvärdet för Cq mengovirus för 1:10 spädningen skall föras in i kontrollkort för mengovirus och bör ligga 
inom det avgränsade området på 2 sd. Om Cq ligger utanför kontrollkortets avgränsning (3 sd) bör ansvarig 
mikrobiolog bedöma om analysen skall göras om eller inte. 
 
Positiv processkontroll (PPC): Kontrolleras med mengovirus PCRen där alla prover, utom Negativa 
processkontrollen (NPC) och Negativa PCR kontrollen (NTC) ska vara positiva med typiska amplifieringskurvor. I 
annat fall kan något ha gått fel vid extraktionen eller så kan provet vara starkt inhiberat. Inhibitionen 
kontrolleras genom att jämföra SQ för ospätt prov med 1:10 spädningen i mengovirus-PCRen. Om endast positiv 
signal finns i 1:10 spädningen är provet inhiberat och det påverkar sensitiviteten på analysen.  
 
Positivt prov: Prover med typiska, sigmoida kurvor som passerar tröskelvärdet innan Cq 42 betraktas som 
positiva. Prover positiva för både NoV GI och GII kan förekomma.  
 

Tolkningssituationer 
• Om endast ett av två replikat av ett prov blir positivt bör provet konfirmeras med PCR och fler replikat. 

Vid låga koncentrationer templat är det rimligt att inte alla replikat blir positiva. Konfirmering görs 
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genom att analysera tre brunnar av osäkert prov. Om minst ett av tre replikat blir positivt så tolkas 
provet som positivt. 

• Patogen detekteras i delprovet och mengovirus i PPC eller patogen i delprovet och inte mengovirus i 
PPC så tolkas provet positivt. 

• Detekteras inte någon patogen i delprovet men mengovirus i PPC bedöms provet som ”patogen ej 
detekterad”. 

• Detekteras endast mengovirus i PPC 1:10 spädningen är proverna troligvis inhiberade och sensitiviteten 
lägre.  

• Detekteras ingen patogen i delprov eller den externa kontrollen, PPC mengovirus, (även efter spädning) 
går det inte att fastställa om provet är positivt eller negativt. Provet bör då analyseras om. 

 
Negativt prov: Om norovirus-PCRen alternativt HAV-PCRen är negativ medan mengovirus PPC är positiv utan 
större inverkan av inhibition bedöms provet som ”patogen ej detekterad”. Det betyder inte att provet är 
negativt utan endast att patogenen inte kan detekteras. 
 
 
 

Beräkningar: 
Kontroll av inhibition och amplifieringseffektivitet: Jämför Cq resultatet från externa amplifieringskontrollen (EK) 
med den positiva PCR kontrollen (PTCN/H) för respektive patogen i både ospätt och spätt prov. Om Cq skiljer sig 
<2,00 i det ospädda provet jämfört med PTCN/H kan det ospädda provet användas i utvärderingen. Om 
skillnaden är större bör resultaten från 1:10 spädningen användas. Om 1:10 spädningens resultat skiljer sig 
>2.00 Cq är det möjligt att provet är för inhiberat för att vara godkänt och kan behöva analyseras om. Om ett 
prov visar positivt för en patogen men inte kommer upp i godkänd amplifieringseffektivitet kan det ändå 
rapporteras som positivt. 
 
Amplifieringseffektivitet (AE): Mv Cq Patogen PTCN/H - Mv Cq Patogen EK prov = <2.00 
 
Extraktionseffektivitet: Gör en standardkurva av mengovirusspädningsserien i Bio-RAD CFX-manager 
programmet genom att sätta det ospädda provet som 1x103. Ta bort uppenbara outliers som inte passar i 
kurvan och ett r2 värde på >0,98 bör uppnås. Effektiviteten bör vara mellan 90-110% och kurvan måste innehålla 
minst ett resultat på tre olika nivåer. För vartdera prov beräknas extraktionseffektiviteten genom att ta 
medelvärdet av SQ för mengovirus på proverna, var spädning för sig, och dela med medelvärdet för SQ för 
motsvarande spädning av positiva extraktionskontrollen (PEK). Extraktionseffektiviteten skall rapporteras i 
resultatsammanställningen. För att analysen skall vara godkänd skall en extraktionseffektivitet på minst 1 % 
uppnåtts. Om ett prov visar positivt för en patogen men inte kommer upp i godkänd extraktionseffektivitet kan 
det ändå rapporteras som positivt. 
  
Extraktionseffektivitet (E): Mv Mengovirus SQ prov(PCR U/ 5 µL) / Mv Mengovirus SQ PEK (PCR U/µL) x 100 = X%  
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10.  Utsvarning av resultat 

Analyserade prov: Vilka prov analyserades och hur många delprov. 
 
Metod: Frånsteg från beskriven metod rapporteras tillsammans med problem som kan ha påverkat resultatet. 
 
Detektionsgränser: Rapportera tLOD och mLOD.  

tLOD för ett 25 g prov analyserat enligt metoden är 20 virusgenom för ospädda prover och 200 
virusgenom för 1:10 spädningar. 
mLOD är den samma för alla tre patogener och är 5000 virus/25g motsvarande 200 virus/g 
matris. 
   

 
Extraktionseffektiviteten: Rapportera extraktionseffektivitet för vartdera prov. Om ett positivt prov svaras ut 
som positivt trots en låg extraktionseffektivitet skall det rapporteras. 
 
Positivt prov: För att resultat skall kunna lämnas ut måste alla kontroller vara godkända. Ett prov med ett Cq 
värde och kurvor med typiskt utseende bedöms som ett positivt prov. Då kan ett svar som lyder ”virusgenom 
detekterat i 25 g” lämnas ut. 
 
Negativt prov: Om norovirus-PCRen är negativ medan PPC är positiv utan större inverkan av inhibition bedöms 
provet som ”patogen ej detekterad”. Det betyder inte att provet är negativt utan endast att patogenen inte kan 
detekteras. 
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Kvantitativ detektion av Norovirus och Hepatit A i Bivalver  

1. Förord 

Ny metod.  

2. Inledning  

Norovirus (NoV) är det virus som orsakar vinterkräksjukan och är ett enkelsträngat RNA virus utan hölje som 
tillhör familjen Calicieviridae. Det finns fem olika genogrupper (G) av norovirus men endast tre, G I, II och IV, 
infekterar människor. De orsakar gastroenterit där GI och GII är vanligast, GIV är ovanlig men kan förekomma. 
Metoden kan endast detektera GI och GII men specificerar vilket genogrupp.  

Hepatit A (HAV) är ett icke höljeförsett RNA virus som tillhör familjen Picornaviridae. HAV kan orsaka akut 
hepatit och det finns tre humanpatogena genogrupper (I-III). Metoden kan detektera alla tre genogrupperna 
men inte specificera vilken.  

Både norovirus och hepatit A är viktiga agens vid födoämnesburna virala utbrott. Smitta sker genom den fekal-
orala vägen, från person till person, kontaminerad mat eller genom kontaminerat vatten. Bivalver kan 
ackumulera virus genom att filtrera stora mängder vatten, vid dålig upphettning under tillagning överlever 
viruset och kan då orsaka sjukdom. Det finns inga odlingsmetoder för dessa virus från livsmedel. Detektion görs 
då med hjälp av molekylärbiologiska metoder, som omvänd transkriptions kvantitativ PCR (RT-qPCR). Livsmedel 
innehåller ofta mycket inhibitorer som inhiberar RT-qPCR, det är därför viktigt med en bra metod för att få rent 
RNA. Denna metod kan specifikt påvisa och kvantifiera norovirus GI, GII och HAV i bivalver.   

Metoden bygger på den nu publicerade ISO/TS metoden 15216-1:2013 ”Horizontal method for detektion of 
hepatitis A virus and norovirus in food using real-time RT-PCR – Part 1: Method for quantification”. 

Det som skiljer metoden från ISO standaren är att: Norovirus analyseras i duplex istället för singelplex i PCR 
reaktionen. För att undivka variation på grund av pippetering tillsätts 2 µL EK RNA istället för 1 µL. Den positiva 
processkontrollen (PPC) sätts i två brunnan istället för rekommenderade en.  

Denna metod är inte validerad men slutdetektionen mr PCR är den samma som den validerade SLV MI-m490. 
Metoden kontrolleras årligen med ”proficiency test” utskickat av EURL:et för bakteriell och viral kontaminering 
av tvåskaliga blötdjur, CEFAS Weymouth. 

Detektionsgränser 

Den teoretiska detektionsgränsen (tLOD) för metoden är den lägsta koncentrationen virus som i teorin kan 
detekteras i ett prov på 2 g hepatopancreas. tLOD varierar beroende av homogenatvolymen i virusextraktionen 
och måste beräknas. För ett typiskt prov med 2,5 mL homogenat är det 25 virusgenom/g hepatopancreas för ett 
ospätt prov och 250 för ett prov spätt 1:10.  
 

Bilaga	
  2
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Den praktiska detektionsgränsen (pLOD), är den lägsta nivån virus som i valideringen kunnat detekteras i matris 
spikad med virus. Detta har inte utvärderats i denna metod. 

Kvantifieringsgränsen (LOQ) är den lägsta koncentrationen av viruset i ett prov som kan bli kvantitativt bestämt 
med en accepterad nivå av precision under experiment förhållandena beskrivna i metoden. Detta har inte 
utvärderats i denna metod. 

I varje enskild PCR är reaktionskänsligheten (rLOD) den lägsta koncentrationen virusgenom där alla prover i en 
serie om fem replikat i tre omgångar blir positiva utan matris. För HAV och norovirus, både GI och GII, är rLOD 
10 genomkopior/reaktion (SLV MI-v490.1).  

Säkerhetsåtgärder  

Norovirus och HAV tillhör riskklass 2 patogener och är mycket infektiösa, så lite som 10-100 viruspartiklar kan 

orsaka sjukdom. Var noga med att tvätta händerna med tvål och vatten och rengör arbetsytor med DAX 70+ 

eller 10 % klorinlösning. Etanol är inte effektivt mot NoV och HAV.  

Mengovirus är ett murint virus från familjen Picornaviridae. Mengovirussträngen MC0 (ATCC VR-1957) är ett 

rekombinant (deletion) virus som saknar Poly(C) området, till skillnad från vildtypviruset. Detta gör att 

phenotypen blir avirulent men behåller alla tillväxtegenskaper 

  

När bivalverna öppnas ska bivalvhanden skyddas med en skyddshandske i metall.  

 

3. Princip  

Metoden bygger på ISO-metoden ”Microbiology of food and animal feed – Horizontal method for detection of 
hepatitis A virus and norovirus in food using real-time RT-PCR – Part 1: Method for quantification”, ISO/TS 
15216-1:2013. 

Steg 1 Virusextraktion 

Bivalver filtrerar stora mängder vatten och deras matsmältningssystem, hepatopankreas, kan ackumulera de 
virus som finns i vattnet. För att extrahera virus dissekeras hepatopancreas ut från minst 10 bivalver, finfördelas 
och proteinerna bryts sedan ner med hjälp av en proteinase K lösning, vilket frigör viruset från vävnaden. Efter 
centrifugering finns virusen sedan i vätskefasen. Hela processen kontrolleras med mengovirus som en positiv 
processkontroll.  

Steg 2 RNA-Extraktion  

En bra nukleinsyraextraktionsmetod är nödvändig för att få bort så mycket inhibitorer som möjligt. Metoden 
som används bygger på BOOM-kemi (Boom R. 1990) där RNA binds till magnetiska kiselpartiklar efter att 
viruskapsiden har lyserats med hjälp av guanidinthiocyanat. Med hjälp av MiniMag tvättas nukleinsyran innan 
den elueras från kiselpartiklarna. 

 



       
 Dokumentbeteckning SLV MI-m104.1 
  
 

 

Styrande dokument  
LSDok 
UN/MI 

Utarbetad av: UN/MI/RONE Gäller fr.o.m: 2013-12-20/HLIN Sid 3 (16) 
Ersätter: Ny metod Dokumenttyp: Metod 
 Kvalitetsgranskad av: JIMKJE  

 OBS! Vid utskrift på papper har Du själv ansvar för att Du har senaste utgåvan. 

Steg 3 RT-qPCR (Reverse Transkriptase Quantitative Polymerase Chain Reaction) 

RT-qPCR är en mycket känslig metod och är en av få metoder som kan detektera och kvantifiera virus som inte 
kan odlas (ex NoV och HAV). Metoden använder enstegs omvänd transkriptions kvantitativ PCR med TaqMan 
prob. I PCRen sker den omvända transkriptionen och förstärkningen av DNA i samma rör. TaqMan proben är en 
oligonukleotid med en fluorofor i ena änden och en quencer i den andra. Under reaktionen kommer proben att 
brytas ned och fluorocens signalen kommer öka proportionerligt med förstärkningen av PCR produkten. Vid 
jämförelse med en spädningsserie standard kan resultatet kvantifieras. 

Primrar och prober för norovirus är designade för ett område mellan open reading frame 1 (ORF1) och ORF2 
och analyseras i ett i duplex utförande för GI och GII. GI primrarna amplifierar en sträcka på 86 bp som 
motsvarar nucleotiderna mellan 5291-5376 i norwalkviruset (GenBank M87661). GII primrarna amplifierar en 
sträcka på 89 bp som motsvarar nucleotiderna mellan 5012-5100 i lordsdaleviruset (GenBank X86557). HAV 
primrarna amplifierar singelplext en produkt på 173 bp som motsvarar nucleotiderna mellan 68-240 i HAV 
isolatet HM17443c (GenBank M59809) i ett icke variabelt område.  Mengovirus PCRen analyseras parallelt med 
patogerena i singelplex form. Primrarna amplifierar en produkt på 100 bp som motsvarar nucleotiderna mellan 
110-209 i mengovirussträngen MC0 i det modifierade (deletion) viruset. Det motsvarar nucleotiderna mellan 
110-270 i vildtypviruset (GenBank L22089). 

4. Reagenser  

Reagens, primrar och prober hanteras enligt instruktionen ”Hantering av material och reagens för PCR”, MI-
i092.  

Virusextraktion:    Artikel (nr)/placering:  Hållbarhet:  

Mengovirus 1:50    Låda 3:6 i -70°C frysen 
Proteinase K (3U/mL)   P6556-100MG Fryst 6 mån 
 
Nukleinsyraextraktion:  
PBS pH 7,4     MI-i089.1   
NucliSENS® Magnetic Extraction Reagents   200293  Enl. tillverkare 

- SIL 
- Washbuf 1 
- Washbuf 2 
- Washbusf 3 
- EluBuf 

NucliSENS® Lysis Buffer (2 ml rör)  200292  Enl. tillverkare 
 
Realtids RT-qPCR: 
Extern amplifieringskontroll (EK) NoV GI & GII 
EK HAV 
Plasmid NoV GI & GII 
Plasmid HAV 
Quantitect Virus Kit   Qiagen (211013) Enl. tillverkare 
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 -5x QT Virus MM  Frys 8 A211  
-QT Virus RT mix  Frys 8 A211 

 -RNasfritt vatten  Frys 8 A211  
Mastermix Norovirus Sekvens 5´- 3´ Koncentration 

Quantitect Virus master mix x5  x1 
IFRGI (F) 20 µM CGC TGG ATG CGN TTC CAT 400 nM 
NV1LCR (R) 20 µM CCT TAG ACG CCA TCA TCA TTT AC 400 nM 
NVGGIp (P) 10 µM FAM-TGG ACA GGA GAY CGC RAT CT-BHQ1 200 nM 
QNIF2 (F) 20 µM ATG TTC AGR TGG ATG AGR TTC TCW GA 400 nM 
COG2R (R) 20 µM TCG ACG CCA TCT TCA TTC ACA 400 nM 
QNIFS (P) 10 µM HEX-AGC ACG TGG GAG GGC GAT CG-BHQ1 200 nM 
Virus RT mix  0,25 µl 
Rnase fritt vatten  11,75 µl                       
Templat  5µl 

Slutvolym  25 µl 

FAM: 6-carboxyfluorescein HEX: 6-carboxy-2´,4,4´,7,7´hexachlorofluoresceinsuccinimidyl ester BHQ1: Black Hole Quencher 
1. Y: C,T wobble R: A,G wobble W: A,T wobble.  
 

Mastermix Mengovirus Sekvens 5´- 3´ Koncentration 

Quantitect Virus master mix x5  x1 
Mengo 110 (F) 20 µM GCG GGT CCQ GCC GAA AGT 500 nM 
Mengo 209 (R) 20 µM GAA GTA ACA TAT AGA CAG ACG CAC AC 900 nM 
Mengo 147 (P) 10 µM FAM – ATC ACA TTA CQG GCC GAA GC – MGB/NFQ 250 nM 
Virus RT mix  0,25 µL 
Rnase fritt vatten  12,38 µL 
Templat  5µl 

Slutvolym  25 µl 

FAM: 6-carboxyfluorescein MGB/NFQ: Minor groove binder/non-fluorescent quencher   

Mastermix HAV Sekvens 5´- 3´ Koncentration 

Quantitect Virus master mix x5  x1 
HAV 68 (F) 20 µM TCA CCG CCG TTT GCC TAG 400 nM 
HAV 240 (R) 50 µM GGA GAG CCC TGG AAG AAA G 400 nM 
HAV 150 (P) 5 µM FAM – CCQ GAA CCQ GCA GGA ATT AA – MGB/NFQ 250 nM 
Virus RT mix  0,25 µL 
Rnase fritt vatten  12,50 µL 
Templat  5µl 

Slutvolym  25 µl 

FAM: 6-carboxyfluorescein MGB/NFQ: Minor groove binder/non-fluorescent quencher   
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5. Utrustning 

Apparatur 

Realtids-PCR Bio-Rad CFX 96 (2008040) 
BeckmanAvanti J-26, Rotor JS-7.5, JS-7.5 Conical (2010025) 
Skakvärmeblock Eppendorf Comfort, 15 mL och 1,5 mL block 
MiniMAG (2010023) 
Hettich Universial 30F (VA-23)  

Material 

Ostron/Mussel knivar 
Skyddshandske (metall) 
Skalpell 
Pincett 
Clickskrapa 
Små och stora petriskålar 
Pipetter och spetsar 1000 µL, 200 µL, 10 µL 
Spatel/sked 
15 mL centrifugrör 
Microcentrifugrör 1,5 mL (REF nr 200294)   
0,5 mL rör 
Is 
 
6. Kvalitetssäkring 

Kontroller 

Kontroller och standarder hanteras enligt instruktionen ”Hantering av nukleinsyra till realtids PCR, MI-i051”. 
Beskrivning av PCR-kontrollerna och flödesschema för dessa finns i ”Instruktion för arbete med 
molekylärbiologiska metoder, MI-i439”. 

Positiv processkontroll (PPC): För att mäta förslust av virus genom alla delar av metoden och beräkna 
extraktionseffektiviteten för analysen tillsätts en känd mängd mengovirus till alla prov. Viruset som används är 
odlat mengovirus, sträng MC0 (ATCC VR-1957), och har liknande överlevnad i miljön som patogenerna. 
Virusstammen har erhållits från Danmarks tekniska universitet och uppodlats på Sveriges veterinärmedicinska 
anstallt. Stockviruset späds 1:50 med PBS och förvaras vid -70°C i aliqouter. 50 µL spikas till vardera rör med 2 g 
hepatopankreas. Virusaliquoter finns i låda 3:6 i -70°C frysboxen. 

Negativ processkontroll (NPC): Då stora delar av alla musslor och ostron är positiva för norovirus är de svåra att 
använda som negativ kontroll, istället används 2 mL PBS pH 7,4. NPCn går igenom hela analysen som ett 
negativt prov för NoV, HAV och mengovirus. 
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Positiv extraktionskontroll (PEK): Mengovirus 50 µL spätt 1:50 sätts till 450 µL PBS och extraheras med Minimag 
tillsammans med de andra proverna. En spädningsserie med nukleinsyran görs ned till 10-3 och används sedan 
som standard för extraktionseffektivitetsberäkningen och som kontroll av att nukleinsyra extraktionen fungerat. 
Cq värdet för 1:10 spädningen av PEK förs in i kontrollkortet för mengovirus-PCRen. 

Positiv PCR och inhibitions kontroll (PTC N/H och EK): Den externa amplifieringskontrollen (EK) kontrollerar hela 
RT-qPCRen. Kontroll RNAt har omvänt transkriberats och renats från dubbelsträngat plasmid DNA för norovirus 
GI, GII och HAV erhållen från EURL:et och konstruerade av Dr. Soizick LeGuyader (Le Guyader et al., 2009). 
Patogenspecifikt RNA sätts till varje prov och utgör då den positiva processkontrollen för NoV (PTCN) och för 
HAV (PTCH). För att kunna mäta inhibitionen jämförs resultaten från PTCN/H med EK RNA tillsatt i endast 
vatten. På så sätt kan både PCR funktionen och inhibitionsgraden kontrolleras.  
Koncentrationen på Kontroll RNA:t bör vara mellan 1x106 och 1x108. För att kvantifiera RNA används en 
standard av den plasmid som den är konstruerad ifrån. Plasmidens koncentration bestäms genom att mäta 
absorbansen vid 260 nm på nanodrop. 
Beräkna sedan: 
1. Abs 260 nM x 5x10-8 = Konc g DNA/µL (alternativt omvandla nanodroppens n(µ)g/µL till g/µL) 

Storleken på plasmiderna är:  
NoV GI 3287bp, NoV GII 3292 bp och HAV 3370bp. Molekylmassan på ett genomsnittligt bp antas väga 607,4 
dividerat med avogadroskonstant (6,02x1023) g 
2. Längd plasmid x 607,4 / 6,02x1023 = g/plasmid 
3. Konc g DNA/µL / (GI, GII, HAV) g/plasmid = Plasmider/µL 
 

Negativ PCR kontroll (NTC): Nucleasefritt vatten för kontroll av ospecifika signaler från PCR-mastermixarna. 

Seriespädning norovirus (SSN): Plasmid DNA med norovirus GI och GII poolade i en serie mellan 105 till 101 
plasmider/µl av vardera genogrupp. Spädd i nucleasefritt vatten. 

Seriespädning HAV (SSH): Plasmid DNA med HAV i en serie mellan 105 till 101 plasmider/µl. Spädd i nucleasfritt 
vatten.  

 Kontrollkort 

Medelvärdet av Cq för vardera norovirus genogrupp och HAV i PTCN/H skall föras in i kontrollkortet ”Norovirus 
Duplex” respektive ”Hepatit A”. Medelvärdet för Cq på mengovirus PEK 1:10 skall föras in i kontrollkortet ”PCR 
Kontrollkort Mengo Bivalver”. S:\Organisation\UN\UN_MI\Kvalitet\Kvalitetskontroll\Instrument\PCR 
Instrument\PCR\Kontrollkort\Aktuella \Virus  

 

Kontrollkortsdata ska utvärderas enligt instruktion ”Kontrollkort och styrdiagram” UN-i027. Varningsgränsen är 
2 standardavvikelser och åtgärdsgränsen är 3 standardavvikelser från medelvärdeslinjen. 
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 Replikat 

Livsmedelsprov och nukleinsyraextraktion 
Vid utbrottsanalyser eller vid andra inkomna prov bör minst tio bivalver extraheras till ett prov. Vid 
kartläggningar eller i övriga projekt kan undantag göras och respektive projekt bestämmer hur många bivalver 
och prov som ska analyseras. 
 
 PCR 

Vid utbrottsanalyser eller vid andra inkomna prov ska duplikat analyseras. Även en 1:10 spädning av alla prover 
utom NPC skall analyseras i duplikat. Vid kartläggningar eller i övriga projekt kan undantag göras och respektive 
projekt bestämmer hur många replikat som ska köras. 
 
De positiva processkontrollerna med mengovirus (PPC) analyseras i duplikat ospädda och sädda 1:10 för varje 
prov. 
 
En spädningsserie om totalt fyra koncentrationer (till 10-3) görs av PEK extraherat mengovirus-RNA där varje 
spädning analyseras i duplikat. 
  

 Inhibition 

Frånvaro av PCR-inhiberande substanser i ett livsmedelsprov måste alltid säkerställas. Alla 
nukleinsyraextraherade prov späds 1:10 med nukleasfritt vatten. Den negativa processkontrollen behöver inte 
spädas. För att beräkna inhibitionseffekten används också en extern amplifieringskontroll (EK) som sätts till ett 
av prov replikaten och jämförs med ett prov utan matris. 

 

7. Provhantering 

Mottagning av prov enligt instruktion ”Provhantering på mikrobiologiska enheten”, MI-i052. Provberedningen 
sker sedan enligt utförande Steg 1: Virusextraktion.  

 

8. Utförande 

Använd ”Analysformulär MI–m104 Hepatit A och Norovirus i bivalver” som finns på servern under 
S:\Organisation\UN\UN_MI\Kvalitet\Blanketter & Mallar\Analysformulär\Utbrott. 
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Steg 1 Virusextraktion: 

Bivalverna bör vara vid liv när metoden påbörjas, om de är frysta bör de vara oskadade. Starta med att ta bort 
lera och smuts från skalen utan att sänka ned dem i vatten. Arbeta sedan så mycket det går med proverna på is. 

1. Öppna minst 10 st bivalver med en steril ostron/musselkniv. Skydda bivalvhanden med en 
skyddshandske i metall. 

2. Dissekera ut hepatopancreas (brun vävnad) från alla djuren och lägg dem i en ren petriskål. Försök att få 
bort så mycket annan vävnad som möjligt från hepatopancreas. Minst 2 g hepatopancreas behövs. 

 
Bild 1: Urtaget ostron. 

 
Bild 2: Utseende på hepatopancreas. Dissikera bort allt utom den bruna vävnaden. 
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3. Finfördela alla hepatopancreas till en samlad krämig pastaliknande konsistens med hjälp av en steril 
clickskrapa. 

 
Bild 3: Finfördelad hepatopancreas utan fett  

4. Väg upp 2±0,2 g av de poolade och finfördelade hepatopancreaserna till ett 15 mL centrifugrör.  
5. Tillsätt 50 µL 1:50 mengovirus processkontroll till provet. 
6. Häll upp 2 mL PBS pH 7,4 i ett 15 mL centrifugrör, detta prov fungerar som NPC och behandlas precis 

som proverna. 
7. Tillsätt 2±0,2 mL Proteinase K lösning och vortexa provet. 
8. Inkubera provet i skakvärmeblock vid 37±1°C i 60±5 min med 750 rpm skak. 
9. Placera provrören i skakvärmeblock/vattenbad/inkubator 60±2°C och inkubera i ytterligare 15±1 min 

utan skak. 
10. Centrifugera proverna med 3000 x g i 5 min vid rumstemperatur 
11. För över supernatanten till rent rör och notera volymen i mL. Gå vidare med nukleinsyraextraktion. 

 

Steg 2: Nukleinsyraextraktion 

Extrahera med MiniMAG enligt instruktion Mi-i116 ”NucliSens MiniMAG” men med nedan beskrivna 
modifikationer. 

En positiv extraktionskontroll (PEK) innehållande 50 µl 1:50 mengovirus processkontroll spädd i 450 µl PBS 
extraheras tillsammans med proverna och NPC. 

Förberedelser: Alla reagenser skall anta rumstemperatur och blandas noga innan användning. Lyseringsbuffert 
och Washbuffer 1 ska förvärmas i 30 minuter vid 37°C så att lösa upp alla kristaller, lösningarna ska sedan anta 
rumstemperatur innan användning.  

1. För över 500 µL av supernatanten till ett MiniMAG lysisrör med 2 mL lysisbuffert och vortexa provet 
2. Inkubera provet i rumstemperatur i 10 min 
3. Vortexa kiseldioxidlösningen (SIL, vit kork) sätt till 50 µL till vardera prov, vortexa  
4. Inkubera provet i rumstemperatur 10±1 min utan att blanda det ytterligare 
5. Centrifugera proverna med 1500 x g, 2 min 
6. Häll av supernatanten utan att störa pelleten 
7. Märk upp 1,5 mL mikrorör och placera i MiniMAG instrumentet utan lock. Magnetstället ska vara 

bakåtlutat. 



       
 Dokumentbeteckning SLV MI-m104.1 
  
 

 

Styrande dokument  
LSDok 
UN/MI 

Utarbetad av: UN/MI/RONE Gäller fr.o.m: 2013-12-20/HLIN Sid 10 (16) 
Ersätter: Ny metod Dokumenttyp: Metod 
 Kvalitetsgranskad av: JIMKJE  

 OBS! Vid utskrift på papper har Du själv ansvar för att Du har senaste utgåvan. 

8. Lös pelleten i 400 µL washbuffer 1 och för över till 1,5 mL rör i miniMAGen. Undvik att föra över skum. 
9. Placera magnetstället i upprätt läge och tvätta med stegmixning, STEP 1, i 30 s. 
10. Avlägsna vätskan utan att störa partiklarna (ha magnetstället i upprätt läge). 
11. Fäll magnetstället bakåt och tillsätt 400 µL washbuffer 1 
12. Upprepa steg 9-10 
13. Fäll magnetstället bakåt och tillsätt 500 µL washbuffer 2 
14. Upprepa steg 9-10 
15. Fäll magnetstället bakåt och tillsätt 500 µL washbuffer 2 
16. Upprepa steg 9-10 
17. Fäll magnetstället bakåt och tillsätt 500 µL washbuffer 3 
18. Placera magnetstället i upprätt läge och tvätta med stegmixning i 15 s vid STEP 1. Var noga med att 

avlägsna all washbuffer 
20. Ta ur rören ur instrumentet och tillsätt 100 µL elueringsbuffert, sätt på locket på proverna. Knäpp 

försiktigt på röret så att kiseldioxidpartiklarna samlas i botten, centrifugera ej proverna 
21. Placera microrören i skakvärmeblock i 5 min vid 60°C vid 1400 rpm. Viktigt att värmeblocket för 1,5 mL 

rör är isatt annars flyger proven ur. 
22. Sätt microrören i ett magnetiskt provrörställ och överför den extraherade nuckleinsyran utan att få med 

kiseldioxidpartiklarna till nya rör.  
23. Förvara det extraherade RNA:t i kyl tills PCR analys. Om proverna inte skall analyseras direkt fryses de 

ned i -70°C.   

 
Steg 3: Realtids RT-qPCR 

Analysen görs på instrumentet Bio-Rad CFX96 och enligt instruktion för instrumentet, MI-i103 ”Instruktion för 
BIO-RAD CFX 96 realtids-PCR”. 
Mastermixmall ”Sättmall & Mastermixar” finns på servern i mappen 
S:\Organisation\UN\UN_MI\Kvalitet\Blanketter & Mallar\PCR\Mastermix.   
För detektion av norovirus, HAV och mengovirus sätts 20 µL mastermix till brunnarna, förvara och arbeta sedan 
med plattan i kylblock.  
 

Replikat 

För varje delprov sätts: 
 3 brunnar med 5 µL ospätt prov till norovirus 
 3 brunnar med 5 µL prov spädd 1:10 till norovirus 

 
3 brunnar med 5 µL ospätt prov till HAV  

 3 brunnar med 5 µL prov spädd 1:10 till HAV 
  

2 brunnar med 5 µL ospätt prov till mengovirus  
 2 brunnar med 5 µL prov spädd 1:10 till mengovirus 
 
 



       
 Dokumentbeteckning SLV MI-m104.1 
  
 

 

Styrande dokument  
LSDok 
UN/MI 

Utarbetad av: UN/MI/RONE Gäller fr.o.m: 2013-12-20/HLIN Sid 11 (16) 
Ersätter: Ny metod Dokumenttyp: Metod 
 Kvalitetsgranskad av: JIMKJE  

 OBS! Vid utskrift på papper har Du själv ansvar för att Du har senaste utgåvan. 

För negativ processkontroll sätts (NPC): 
 2 brunnar med 5 µL ospätt prov till norovirus 
 2 brunnar med 5 µL ospätt prov till HAV  
 2 brunnar med 5 µL ospätt prov till mengovirus 
  
Positiv extraktionskontroll mengovirus (PEK): 
 2 brunnar med 5 µL ospätt prov till mengovirus 
 2 brunnar med 5 µL prov spädd 1:10 till mengovirus 
 2 brunnar med 5 µL prov spädd 1:100 till mengovirus 

2 brunnar med 5 µL prov spädd 1:1 000 till mengovirus 
 
Positiv PCR och inhibitions kontroll norovirus/HAV (PTC/N/H):  
 2 brunnar med 5 µL nucleasefritt vatten + 2 µL EK GI+II RNA till norovirus 
 2 brunnar med 5 µL nucleasefritt vatten + 2 µL EK HAV RNA till HAV  
  

Till en brunn av varje ospätt prov och 1:10 spätt sätts 2 µL EK RNA av motsvarande virustyp för 
norovirus och HAV 

  
Negativ PCR kontroll (NTC): 
  2 brunnar med 5 µL nucleasefritt vatten sätts till norovirus 
 2 brunnar med 5 µL nucleasefritt vatten sätts till HAV 

2 brunnar med 5 µL nucleasefritt vatten sätts till mengovirus 
 
Seriespädning norovirus (SSN) 
 2 brunnar med 5 µL plasmid DNA med norovirus GI och GII koncentration 101 plasmider/ µL 
 2 brunnar med 5 µL plasmid DNA med norovirus GI och GII koncentration 102 plasmider/ µL 
 2 brunnar med 5 µL plasmid DNA med norovirus GI och GII koncentration 103 plasmider/ µL 
 2 brunnar med 5 µL plasmid DNA med norovirus GI och GII koncentration 104 plasmider/ µL 
 2 brunnar med 5 µL plasmid DNA med norovirus GI och GII koncentration 105 plasmider/ µL 
 

Seriespädning HAV (SSH) 

 2 brunnar med 5 µL plasmid DNA med HAV koncentration 101 plasmider/ µL 
 2 brunnar med 5 µL plasmid DNA med HAV koncentration 102 plasmider/ µL 
 2 brunnar med 5 µL plasmid DNA med HAV koncentration 103 plasmider/ µL 
 2 brunnar med 5 µL plasmid DNA med HAV koncentration 104 plasmider/ µL 
 2 brunnar med 5 µL plasmid DNA med HAV koncentration 105 plasmider/ µL 
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Bild 4: Exempel på metodplatta för tre prover med alla kontroller. 
 
 
PCR program: 

RT steg:   20 min 50 ºC 
Enzymaktivering:    5 min 95 ºC 
50 cykler:   15 sek 95 ºC 

 45 sek 60 ºC (Avläsning fluorescens)  
 
Norovirus proverna avläses i kanalerna FAM för GI och HEX för GII medan mengovirus och HAV endast avläses i 
kanalen FAM. 
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9. Utvärdering och Beräkningar 

Kontrollera och godkänn rådatakurvorna så att de ser typiska ut med exponetiell amplifiering och sigmoida 
kurvor. Sätt tröskelvärdet för de olika fluoroforerna/PCRerna enligt tabellen nedan.  

PCR/Fluorofor Tröskelvärde 

Norovirus GGI/FAM 60 
Norovirus GGII/HEX 
Hepatit A/FAM 

60 
80 

Mengovirus/FAM 60 
 
Prover med kurvor som passerar tröskelvärdet ges ett Cq värde. Ett SQ, kvantitativt, värde ges till proverna efter 
kvantifiering med deras respektive spädningserie. För kvantifiering av mengovirus används spädningsserien av 
PEK.   
 
Negativ PCR kontrol (NTC): Skall vara negativ annars kan en kontamination ha skett vid mastermixuppsättningen 
eller PCRen. Proverna måste då analyseras om med PCR om inte tidigare kontamination har skett. Osäkerhet 
uppstår då endast en av två kontroller blir negativa och en bedömning om omkörning bör göras av ansvarig 
mikrobiolog. 
 
Negativ processkontroll (NPC): Skall vara negativ för norovirus, HAV och mengovirus annars kan en 
kontaminering mellan prover eller externt ha skett. Vid positiv mengovirus signal uppstår en osäkerhet och 
beroende på resultaten på patogenerna kan analysen behöva göras om. Om alla patogener är negativa är kan 
resultatet ändå godkännas trots överföring. 
 
Positiv PCR kontroll (PTCN/H): PTCN skall vara positiv för både GI och GII annars kan något i norovirus-PCRen ha 
gått fel och falskt negativa prover kan förekomma och samma gäller för PTCH i HAV PCRen. Analysen måste då 
göras om. Cq värdena skall föras in i kontrollkort och bör ligga inom det avgränsade området på 2 sd. Om Cq 
värdet ligger utanför kontrollkortets avgränsning (3 sd) bör ansvarig mikrobiolog bedöma om analysen skall 
göras om eller inte.  

Extern amplifierings kontroll (EK): Skall vara positiv för respektive patogen i de spikade delproven. Om inte kan 
provet vara helt inhiberat och resultatet är då inte pålitligt. En inhibitionsgrad kan beräknas genom att jämföra 
de spikade delproven med den spikade positiva PCR kontrollen.  
 
Positiv extraktions- & PCRkontroll (PEK/PTCM): Skall vara negativ för patogener men positiv för mengovirus 
annars kan något i mengovirus-PCRen eller extraktionen gått fel och falskt negativa prover kan förekomma. 
Analysen kan då behöva göras om, kontakta metodansvarig för fortsatt analys. Gör en seriespädning av PEK ned 
till 10-3, seriespädningen i mengovirus-PCRen används som en standard för att få SQ-värden för mengovirus. SQ-
värdena används för att beräkna extraktionseffektivitet och inhibitionseffekt. Fungerar även som en positiv PCR 
kontroll för mengovirus (PTCM) för att kontrollera så att PCRen och nukleinsyraextraktionen fungerat. 
Mengovirus Cq värden för 1:10 spädningen skall föras in i kontrollkortet för mengovirus bivalver och bör ligga 
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inom det avgränsade området på 2 sd. Om Cq värdet ligger utanför kontrollkortets avgränsning (3 sd) bör 
ansvarig mikrobiolog bedöma om analysen skall göras om eller inte. 
 
Positiv processkontroll (PPC): Kontrolleras med mengovirus PCRen där alla prover utom negativa 
processkontrollen (NPC) och negativa PCR kontrollen (NTC) ska vara positiva med typiska amplifieringskurvor. I 
annat fall kan något ha gått fel vid extraktionen eller så kan provet vara starkt inhiberat. Inhibitionen 
kontrolleras genom att jämföra SQ för ospätt prov med 1:10 spädningen i mengovirus PCRen. Om endast positiv 
signal finns i 1:10 spädningen är provet inhiberat och det påverkar sensistiviteten på analysen.  
 
Seriespädning norovirus (SSN) och HAV (SSH): Kontrollera Cq värdena för alla punkter i respektive kurva, 
uppenbara outliers bör uteslutas. Kurvan bör innehålla minst 4 punkter där varje punkt representerar minst en 
brunn. Kontrollera så att lutningen är mellan -3,1 till -3,6 och R2= >0,98 för både FAM och HEX. Detta kan 
påverka LOQ. 

Inhibition: För att kontrollera inhibition jämförs Cq resultaten från EK med PPC för respektive patogen och 
spädning.  

Positivt prov: Prover med typiska, sigmoida kurvor som passerar tröskelvärdet innan Cq 42 med en signal 
betraktas som positiv. Prover positiva för både norovirus GI och GII kan förekomma. En kvantifiering av provet 
kan ske om kvantifieringsstandaren är godkänd.  
 

Tolkningssituationer 
• Om endast ett av två replikat av ett prov blir positivt bör provet konfirmeras med PCR och fler replikat. 

Vid låga koncentrationer templat är det rimligt att inte alla replikat blir positiva. Konfimering görs 
genom att analysera tre brunnar av osäkert prov. Om minst ett av tre replikat blir positivt så tolkas 
provet som positivt. 

• Om patogen detekteras i delprovet och mengovirus i PPC eller patogen i delprovet och inte mengovirus 
i PPC så tolkas provet positivt. 

• Detekteras inte någon patogen i delprovet men mengovirus i PPC bedöms provet som ”patogen ej 
detekterad”. 

• Detekteras endast mengovirus i PPC 1:10 spädningen är proverna troligvis inhiberade och sensitiviteten 
lägre.  

• Detekteras inte patogen i delprov eller den externa kontrollen (EK) och att mengovirus inte detekteras i  
PPC (även efter spädning), går det inte att fastställa om provet är positivt eller negativt. Provet bör då 
analyseras om. 

 
Negativt prov: Om norovirus-PCRen eller HAV-PCRen är negativ medan PPC är positiv utan större inverkan av 
inhibition bedöms provet som ”patogen ej detekterad”. Det betyder inte att provet är negativt utan endast att 
patogenen inte kan detekteras. 
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Beräkningar 

Kontroll av inhibition och amplifieringseffektivitet: Jämför Cq resultaten från externa amplifieringskontrollen 
(EK) med den positiva PCR kontrollen (PTCN/H) för respektive patogen i både ospätt och spätt prov. Om Cq 
värdet skiljer sig <2,00 i det ospädda provet jämfört med PTCN/H kan det provet användas i utvärderingen. Om 
skillnaden är större bör resultaten från 1:10 spädningen användas. Om 1:10 spädningens resultat skiljer sig 
>2.00 Cq är det möjligt att provet är för inhiberat för att vara godkänt och kan behöva analyseras om. Om ett 
prov visar positivt för en patogen men inte kommer upp i godkännd amplifieringseffektivitet kan det ändå 
rapporteras som positivt. 
 
Amplifieringseffektivitet (AE): Mv Cq Patogen PTCN/H - Mv Cq Patogen EK prov = <2.00 
 
Extraktionseffektivitet: Gör en standardkurva av mengovirusspädningsserien i Bio-Rad CFX-managerprogrammet 
genom att sätta det ospädda provet som 1x103. Kontrollera så att lutningen är mellan -3,1 till -3,6 och R2= >0,98.  
För varje prov beräknas extraktionseffektiviteten genom att ta medelvärdet av SQ för mengovirus och dela med 
medelvärdet för SQ för motsvarande spädning av positiva extraktionskontrollen (PEK). Kvoten divideras sedan 
med 0,5 och multipliceras med den totala uppmätta volymen homogenat. Extraktionseffektiviteten skall 
rapporteras i resultatsammanställningen. För att analysen skall vara godkänd skall en extraktionseffektivitet på 
minst 1 % uppnås. Om ett prov visar positivt för en patogen men inte kommer upp i godkänd 
extraktionseffektivitet kan det ändå rapporteras som positivt. 
  
Extraktionseffektivitet (E): ((Mv mengovirus Sq prov / Mv mengovirus Sq PEK)/0,5)*volym homogenat*100 = x % 
 
Kvantifiering av prov: För respektive patogen används medelvärdet av SQ värdet från brunnarna med enbart 
prov RNA för att räkna ut den ursprungliga viruskoncentrationen. SQ värdet divideras med 5 för att få virus/µL 
RNA. Detta multipliceras med 100 (1000 för prover spädda 1:10) för att få ut total mängd virus i 100 µL RNA 
eluat. Faktorn divideras med 0,5 och multipliceras med den totalta homogenat volymen för att få total mängd 
virus i de initiala två gram prov och divideras slutligen med 2 för att få virus/g hepatopancreas. 
 
Kvantifiering: ((((Mv Sq prov/5)*100)/0,5)*volym homogenat)/2 = virus/g hepatopancreas 
 
Teoretiskt detektionsgräns (tLOD): Den teoretiska detektionsgränsen måste beräknas för varje prov då den är 
beroende av den volym homogenat som bildas. Den teoretiska sensitiviteten i PCRen är 10 RNA för ospädda 
prov och 100 för 1:10 spädningarna, då den analyseras i två replikat. Detta måste sedan kompenseras för att 
endast 0,5 mL av hela homogenatet RNA extraheras. Tillslut dividera med vikten heoatopankreas 2 g för att få 
svaret i virus genom/g hepatopancreas. 
 
tLOD ospädda prov: ((10 virus genom/0,5 mL)*volym homogenat mL)/2 g hepatopancreas= Virus genom/g 
hepatopancreas   
tLOD 1:10 spädda prov: ((100 virus genom/0,5 mL)*volym homogenat mL)/2 g hepatopancreas= Virus genom/g 
hepatopancreas   
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10. Utsvarning av resultat 

Analyserade prov: Vilka prov analyserades. 
 
Metod: Frånsteg från beskriven metod rapporteras tillsammans med problem som kan ha påverkat resultatet. 
 
Detektionsgränser: Rapportera tLOD.  
 
Extraktionseffektiviteten: Rapportera extraktionseffektivitet för vartdera prov. Om ett positivt prov svaras ut 
som positivt trots en låg extraktionseffektivitet skall det rapporteras.  
 
Positivt prov: För att resultat skall kunna lämnas ut måste alla kontroller vara godkända. Ett prov med ett Cq 
värde och kurvor med typiskt utseende bedöms som ett positivt prov. Då kan ett svar som lyder ”virusgenom 
detekterat i 2 g/ tio bivalver” lämnas ut. Kvantifiering kan bara rapporteras om kvantifieringsstandaren är 
godkänd. 
  
Negativt prov: Om norovirus-PCRen är negativ medan PPC är positiv utan större inverkan av inhibition bedöms 
provet som ”patogen ej detekterad”. Det betyder inte att provet är negativt utan endast att patogenen inte kan 
detekteras. 
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