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Sammanfattning

Rapporten avser att hitta anvindningsomraden for Next-generation Sequencing (NGS) samt
utreda ifall NGS kan ersétta reverse-transcription real-time polymerase chain reaction (RT-
gPCR) vid kvalitativ och kvantitativ analys av norovirus (NoV). Problem vid identifiering
och kvantifiering géller for de flesta RNA-virus men i1 synnerhet NoV ar svér att detektera.
Rapporten avser ocksa att foresld laborativa dtgéarder for nuvarande analys av virus med RT-
qPCR och implementationen i NGS i arbetsflodet. Atgiirderna dr motiverade fran
vetenskapliga artiklar och experter inom omradet. Forslagen konkretiseras i form av nya
primer-set och forbehandlingar samt belyser vriga potentiella forbattringar 1 protokollet for
RT-qPCR.
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1. Inledning

Norovirus (NoV) ér det virus som orsakar flest utbrott av maginfluensa runt om 1 virlden.
Viruset dr hogst virulent och utbrott sprids snabbt via mat, personkontakt och aerosolt vilket
kan vara forodande for individer och mycket kostsamt for samhéllet. Snabb detektion av
utbrottets ursprung &r viktigt for att forhindra vidare smittspridning. I dagsldget anvinder
Livsmedelsverket real-time reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR) for
att detektera forekomsten av norovirus i mat- och vattenprover men resultaten ar allt for ofta
obestdmbara och otillfredsstidllande. Nya tillvigagéngssétt utforskas darfor nu for att
effektivisera detektionen av virus. Spekulationer finns kring om Next generation sequencing
(NGS) kan tankas vara ett alternativ for att f& storre framging med detektion. NGS ér en
teknik som har haft stor framgang inom biotekniken de senaste dren och utvecklingen gar
fort fram. Aven andra aspekter av laboratorieprotokollen kan granskas for att se till att alla
steg dr uppdaterade och optimerade for att skapa basta mojligheten att detektera
virusinfektion effektivt. Den bista metoden for att detektera virus idag &r RT-qPCR. Det
problem som Livsmedelsverket har idag med detektion kan bero pa ospecifika primer-set
eller ineffektiv forbehandling av inkommet prov. Dessa problem skulle kunna 16sas med
hjalp av NGS som kan anvindas for att sekvensera nya typer av virus och designa primer-set
for dessa, samt att hitta en béttre anpassad forbehandling.

1.1 Bakgrund

For att sétta sig in 1 Livsmedelsverkets fragestillning dr det viktigt att ha en god insikt i hur
RNA-virus fungerar. Det édr dven viktigt att fa en forstéelse for hur detektionsmetoden de
anvéander idag fungerar och hur den skiljer sig fran NGS.

1.1.1 Virus

NoV ir ett enkelstrangat RNA-virus, tillhrande virusfamiljen Caliciviridae. Genomet &r
7500 nukleotider stort och omfattar 3 open reading frames (ORF) ddar ORF1 kodar for ett
polyprotein vilket bland annat inkluderar ett RNA-polymeras och ORF2 kodar for det stora
kapsidproteinet VP1. ORF3 kodar f6r det protein som dr nddvéndigt vid viral replikation.
Det finns 5 grupper av virus inom NoV-sliktet varav GI, GII och GIV kan infektera
manniskan. Virustypen kan sedan ytterligare sorteras in i olika genotyper. Idag ér det
genotypen GII.4 som 4r mest forekommande. Den orsakar ungefar 60 % av NoV-utbrotten
runt om i vérlden (Kundu ef al., 2013). Vid smitta orsakar viruset en mycket svar
maginfluensa vilket kan ha forodande konsekvenser for ménniskor med nedsatt hélsa. Det
krdavs en mycket liten mingd av viruspartiklar for att bli smittad, 1 vissa fall kan det ricka
med endast en viruspartikel for att en individ ska insjukna. En studie frén Storbritannien
(Cotten et al., 2014) visade att 50 % av testpersonerna hade insjuknat efter kontakt med
1000 till 3000 virusgenom. Pa grund av att NoV ér ett sa kallat naket virus dr det hogst
virulent och smittar inte bara vid direktkontakt sa som fortiaring utan dr ocksa luftburet 1
nédrheten av avforing eller krdkning fran en infekterad individ. Volymen virus kan vara sa
stor som 10° till 10° viruspartiklar per millimeter exkrement (Batty ez al., 2013). Kunskapen
om humant NoV och dess infektivitet har begrénsats av att de inte gér att odla pa
laboratorier. Det véxer inte pa ndgon av de konventionella producerbara medium som annars
ofta anvinds (Batty et al., 2013).

1.1.2 PCR

Polymerase chain reaction (PCR) dr en metod som anvinds for amplifiering av specifika
DNA-regioner av intresse. Med denna metod, som introducerades 1983, kan kopior av en
onskad sekvens 6ka 1 antal. Metoden beskrivs som relativt enkel, &ven om den forlitar sig pa
det timligen komplexa enzymet DNA-polymeras (Lodish ef al., 2013).
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PCR ér en trestegsmetod, dir det 1 det forsta steget sker en uppvarmning av provet vilket
denaturerar det dubbelstrangade DNA:t och resulterar i tva komplementira strangar. I det
andra steget binder utvalda primer-set in till det enkelstraingade DNA:t 1 dess 5’-dndar. Detta
mojliggdr amplifiering av DNA-regionen av intresse dd DNA-polymeras 1 steg tre utfor
syntesen av det enkelstringade DNA:t till ett dubbelstringat. Dérefter upprepas samtliga
steg mellan 25-30 cykler (Nelson och Cox, 2013). For att applicera PCR pa RNA anvénds
”Reverse Transcriptase” (RT), vilket dr ett enzym som konverterar RNA till cDNA. Nar
proverna konverterats till DNA foljs den generella metoden for PCR som beskrevs tidigare.
Detta kallas d& for RT-PCR. PCR kan dven utformas for en kvantitativ analys av ett prov
(qPCR). Med denna metod kan studier pa genexpression eller undersokning av méngden
mRNA 1 ett prov bestimmas. Detta kombinerat med RT-forfarandet bildar metoden RT-
gqPCR, vilket blandar bada delar och mdojliggor darfor att den relativa koncentrationen av en
specifik RNA bit kan bestdmmas, till exempel ett RNA-virus genetiska material (Lodish et
al., 2013, Nelson och Cox, 2013).

1.1.3 NGS

Next generation sequencing (NGS) dr det mest kostnadseffektiva sittet att sekvensera DNA
idag. Sangersekvensering som tidigare anvénts ar runt 100 ganger mer tidskrdvande och
dyrare (Soleri ef al., 2012). Vad alla NGS-tekniker har gemensamt r att de skapar ett
bibliotek med fragment av DNA-sekvensen av intresse och att fragmenten sedan
sekvenseras. Hur proceduren for de olika teknikerna ser ut skiljer sig diremot. Manga NGS-
tekniker kridver en hog koncentration av provet som ska sekvenseras och darfor anvédnds ofta
PCR innan sekvenseringen. Tva tekniker som gor detta ar Illumina och Ion Torrent.

[Nlumina utnyttjar flédesceller med kovalent bundna oligonukleotider. Dessa
oligonukleotider dr komplementéra till adaptrar som bundits till badda sidor av fragmenten
under biblioteksframstéillningen. Genom att sedan aktivt virma och kyla cellen och tillsétta
polymeras skapas miljontals kluster, ett for varje fragment. Dérefter sekvenseras fragmenten
med fluorescerande nukleotider dér fargen identifierar baserna i fragmenten. HiSeq och
MiSeq ér tva olika typer av [llumina-sekvenserare. Det som skiljer dem at 4r att HiSeq kan
ge ett utbyte pa upp till 600 Gb per kdrning medan Miseq ger 1,5-2 Gb (Shokralla ef al.,
2012).

Ion Torrent dr en sekvenseringsteknik som introducerades 2010 av Life Technologies och
som sekvenserar DNA genom att méta fordndring av pH-varden 1 mikrobrunnar pa ett chip.
Varje brunn innehaller ett DNA-templat fran biblioteket och nér sedan fria nukleotider
tillsdtts kommer dessa att binda komplementért till templaten 1 brunnarna. Eftersom varje
nukleotid kommer att fordndra pH-virdet olika mycket da de binder till templaten kan typ av
nukleotid identifieras. Pa sa sétt méts pH-fordndringen 1 samtliga brunnar parallellt och
templaten kan sekvenseras (Shokralla ef al., 2012).

Med NGS erhalls mycket data och for att kunna analysera datan anvénds bioinformatiska
tillimpningar. Den vanligaste analysen inkluderar fyra steg; primér sekvensanalys,
sekvensanpassning, variantidentifiering och funktionstolkning av dessa varianter. I den
priméra sekvensanalysen far baserna ett kvalitetsvirde som beskriver hur troligt det &r att
basen ar korrekt identifierad. Under anpassningen jamfors sekvenserna med ett
referensgenom (Yu, et al., 2013) eller med multipel sekvensanpassning (McElroy ef a.l..
2014) och kan pa sa sitt kartldggas. Variantidentifieringen innebér att skillnader 1 genomet
6
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urskiljs vilket inkluderar unders6kning om enbaspolymorfism finns 1 sekvensen. Déarefter
undersoks vilken typ av pdverkan den eventuella genomvarianten skulle kunna ha pa dess
funktion (Yu, et al., 2013).

1.2 Avgransningar

Projektbestdllningen innefattade ursprungligen andra RNA-virus forekommande 1 mag- och
tarmkanalen, men begransades till NoV. NoV ér speciellt svéra att detektera och orsakar de
flesta fall av matforgiftning férorsakade av virus. Hepatit A (HaV) ar ett annat enkelstrangat
RNA-virus (Mulyanto ef al., 2013), men enligt Magnus Simonsson pa Livsmedelsverket
existerar det idag inga problem med detektionen av viruset. Detta menar han ér pd grund av
att alla genotyper av HaV har samma serotyp och att genomet har vil konserverade regioner.

Det hir projektet kommer inte att testa de framtagna forslagen laborativt, utan projektet ar
endast teoretiskt.

2. Metoder & Genomforande
Rapporten bygger pé vetenskapliga artiklar 1 synnerhet hamtade frén databaserna PubMed
och Web of Science, samt forlaget Springer.

2.1 Studiebesok

Eftersom ett av huvudmaélen med projektet var att studera om NGS kan introduceras for
okad chans till detektion av virus kontaktades SciLifeLab. SciLifeLab ir ett center for
molekylér bioteknologi och en av dess hornstenar dr genomik-plattformen med fokus pa
sekvensering, ddr just NGS utgor en stor del av verksamheten. Projektkoordinatorn Olga
Vinnere Pettersson kontaktades och ett studiebesok bokades in och genomfordes dir fragor
kring virusdetektion besvarades.

Aven Livsmedelsverket besdktes tva ganger for att besvara fragor gillande projektet. Vid
det senare besoket visades dven labbet for virusdetektion diar undersokning pagick.

3. Diskussion

3.1 NGS

NGS kan anvédndas 1 manga sammanhang och nedan beskrivs nagra av de studier som
redogdr for hur tekniken kan anvindas for detektion av NoV. Aven de problematiska
faktorerna som dr viktiga vid anvindandet av tekniken med virusprover tas upp nedan.

3.1.1 Mojligheter med NGS

Studier har gjorts (Batty et al., 2013) (Cotten et al., 2014) (Kundu et al,. 2013) dar NoV-
genom 1 prover detekteras med hjdlp av NGS. Studierna utfors oftast 1 syften att 6ka
forstéelsen for NoV men ocksé for att utforska mdjligheterna med tekniken. Forutom
virusets snabbt ombytliga genom dr en av de svarigheter som patriffas vid hantering av NoV
att de 4r mycket svéra att odla 1 laboratorier. Forskare dr dirmed begrénsade till att studera
viruset utifrén prover dir de naturligt forekommer vilket ofta handlar om avféringsprover
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frdn infekterade individer. Detta innebidr dock att proverna dr kontaminerade av RNA fran
andra ursprung vilket ytterligare forsvarar processen av olika sekvenserings- och
detektionsmetoder (Batty et al., 2013).

I en studie fran Oxford (Batty ef al., 2013) tillhandahélls avforingsprover frén ett
maginfluensautbrott pa ett engelskt sjukhus. Proverna testades forst med RT-qPCR for att
bekrifta forekomsten av NoV. Dérefter kunde allt befintligt RNA fran proverna extraheras
med hjélp av ett RNA-extraktionskit. Endast 0,12-1,90 % av totala midngden sekvenserat
RNA visades matcha den NoV-referenssekvens som tagits fran GenBank. Det var alltsa
endast en mycket liten del av det totala RNA:t 1 proven som var NoV. Trots detta erholls
med hjélp av [llumina MiSeq och HiSeq néstintill fullstindiga (som hogst 99,1%) sekvenser
av genomet pa noroviruset av intresse. I slutindan kunde det visas att det ar mdjligt att
sekvensera NoV fran prover mycket kontaminerade av andra sekvenser och utan att forlita
sig helt pd sekvensspecifika primer-set vilka kan medfora ett vinklat resultat (Batty ef al.,
2013).

I en annan studie undersoktes mdjligheten for att 16sa fall av maginfluensautbrott dir det
hittills inte varit mdjligt att finna den orsakande faktorn genom att utféra metagenomisk
analys med hjélp av NGS (Moore et al., 2014). Genom extrahering av RNA och omvénd
transkription till cDNA med slumpvisa primer-set kunde sekvenser fran alla RNA-
organismer amplifieras utan att erhdlla samma vinklade resultat som specifika primrar kan
resultera 1. Proverna analyserades sedan med Illumina MiSeq. Genom fylogenetisk analys
med hjélp av ClustalW kunde dérefter 8 stycken olika virus identifieras och dven en parasit
(Moore et al., 2014). Bland dessa féorekom bland annat adenovirus, sapovirus och rotavirus.
Metoden utvecklades for att kunna identifiera orsaken till ett sjukdomsutbrott oberoende av
om det handlar om ett vanligt férekommande virus, bakterie eller ett nytt virus. Problemet
med att standardtester ofta inte inkluderar alla vanligare patogener belyses dven, och
identifieringsresultat kan utebli pa grund av det (Moore et al., 2014).

Med hjilp av NGS har forstaelsen for viruset och dess virulens fordjupats avsevirt. Dessa
okade kunskaper kan bland annat komma vil till pass vid storre eller outgrundliga utbrott
dér smittokéllan &r viktig att utreda. Pa sjukhus &r det inte helt ovanligt att problem uppstér
med elaka virulenta sjukdomar som kan var livshotande for manga patienter (Kundu et al,.
2013). Ett forsok har gjorts dér sekvensering av NoV 1 avforingsprov frén patienter som
insjuknat 1 maginfluensa gjort det mojligt att kunna f6lja virusets mutationsforandringar
(Kundu et al,. 2013). Genom sekvensering och de novo hopférande kunde spridningens vig
pavisas. Med hjilp av ett fylogenetiskt trdd kunde det bekriftas att tva patienter drabbats av
samma infektion och dessutom kunde de detekterade virusens skillnader 1 alleler jamforas
for att bestimma spridningens riktning. En liknande undersdkning utférdes dven pd prover
fran ett annat sjukhus (Cotten ef al., 2014). Aven dir blev bilden av de enskilda virusen
mycket detaljerad och ocksa dess sammankoppling. Fran resultaten laggs dock storst fokus
pa framgangarna med att hitta ett effektivt sitt att hantera amplifieringen av virusen och de
specifika primrar som tagits fram. De nya primrarna anvédndes i RT-qPCR och resultatet fick
da hog grad av lyckad amplifiering och speciellt for den mest vanligt forekommande
genotypen av NoV (Cotten et al., 2014). Slutsatser kunde ocksé dras kring vilka regioner av
NoV-genomet som hade hogst evolutionstakt och var de mer konserverade regionerna oftast
var och med vilken hastighet som substitutioner forekommer 1 de olika regionerna (Cotten et
al., 2014).
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3.1.2 Problem med NGS

For att kunna sekvensera RNA och skapa ett bibliotek for [1luminas MiSeq och HiSeq krévs
en viss mingd virus och denna dr ofta mycket 14g 1 de mat- och vattenprover som
Livsmedelsverket &r intresserade av. Enligt Olga Vinnere Pettersson pa SciLifeLab i
Uppsala behdver de minst 100ng, men helst 1-3pug, av virus-RNA f6r att kunna skapa ett
bibliotek som sedan ska sekvenseras. Liknande méngder krivs for en lyckad sekvensering
pa The Huck Institute 1 USA. Dérfor anvénds ofta PCR innan sekvenseringen for att
amplifiera sekvenserna. Ett problem med att anvinda PCR innan NGS ér att det kan
introducera systematiska fel (McElroy ef al., 2014). Dé ett bibliotek skapas fran en liten
provméngd dr chansen stor att missvisande métvérden erhalls och sekvenser av lag kvalité
produceras. Detta beror pé att anrikningen misslyckas dé det finns mer adaptrar dn
sekvensen av intresse. Analysen kan da paverkas negativt och sekvensen av intresse kanske
inte genereras lika mycket (Kircher ef al,. 2011). Om helgenomsekvensering inte dr
nodvindigt kan istillet innesluten PCR (nested PCR) anvéndas dir endast mindre
mélregioner amplifieras (McElroy ef al., 2014). Aven kvalitén, det vill siga renheten, pa
provet spelar stor roll for att f en bra sekvensering (The Huck Institute, 2015). Olga pa
SciLifeLab menar att om kvaliteten pa provet som ska sekvenseras ér ddlig, kommer dven
sekvenseringen att fa lag kvalité. Dessutom papekar hon att provet ska vara hogmolekylart
och ha minimalt antal med frysning- och upptiningscykler. Med en spektrofotometer kan
renheten 1 provet métas genom att analysera absorbansen vid 260/280 nm, samt vid 260/230
nm. For dessa virden ska absorbansen ligga pa 2,0 och 2,0-2,2 enligt The Huck Institute.
Enligt Olga géller liknande pa SciLifeLab dér absorbansen ska ligga mellan 1,8-2 respektive
2,0-2,2 for 260/280 nm och 260/230. Aven for att uppskatta koncentrationen i provet miits
absorbansen. Eftersom alla nukleionsyror har storst absorbans vid 250-260 nm kommer dven
koncentrationen av DNA och fria nukleotider att uppskattas vid mitning. Om dessa finns
ndrvarande i provet kan detta leda till en mindre noggrann koncentrationsuppskattning enligt
The Huck Institute. Dessa ér krav som ar svéra att uppfylla nér det kommer till hantering av
de virusprover som skickas in till Livsmedelsverket enligt Olga.

3.2 Infor PCR
For att 6ka chanserna for en lyckad amplifiering med RT-qPCR tas det nedan upp faktorer
att ta hinsyn till for att optimera kvalitén av provet for den teknik som anvénds.

3.2.1 Provhantering

For att forsta ett virus 6verlevnad 1 vatten och livsmedel ar det viktigt att identifiera virusets
uppbyggnad. Ett icke holjeforsett virus dr miljomassigt mer ihirdigt an dess holjeforsedda
motsvarighet (Kotwal och Cannon, 2014). For fekal och oral 6verforing av humant NoV
behdver viruset omslutas av en robust kapsel for att kunna 6verleva i1 extremt 1dga pH-
véarden och utanfor en ménniska. NoV GI kan detekteras 1 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
okar dven ett virus dverlevnad i vatten (Kotwal och Cannon, 2014).

Temperatur, mattyp och virus (typ och stam) ar viktigt att ta hinsyn till vid undersokning av
mag- och tarmvirusens dverlevnad 1 mat. Generellt sett har en stor virusmingd som
observerats 1 bar reducerats efter 3 dagars forvaring 1 21°C (Kotwal och Cannon, 2014).
Virus som har kontaminerat sallad, kalkon, jordgubbar och hallon som f6rvaras i runt 10°C
overlever ldngre @n virus pa bér som forvaras 1 21°C. Virus som befinner sig i en miljo runt
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10°C overlever i fler 4n sju dagar. Jordgubbar, hallon, blébar, persilja, basilika, spenat och
hallon ar ndgra av manga matvaror som forvaras frysta. D& viruskontaminerad mat frysts
och forvarats i runt -20°C i sex manader har virusen knappt inaktiverats (Kotwal och

Cannon, 2014).

3.2.2 Forbehandling infér PCR

Inhibitorer

Inhibitorer &r &mnen som forhindrar eller forsdmrar att en viss katalytisk process ska fortga.
Enzymatiska inhibitorer kan gora detta pa reversibel vdg, da de binder icke-kovalent, eller
irreversibelt, da de binder kovalent och fordndrar vésentliga enzymatiska aminosyror.
Inhibitorer paverkar dock inte bara enzym, som polymeraset i PCR-processen, utan dven
andra molekyler som nukleinsyror.

Vilka inhibitorer som finns i ett prov beror pa var provet kommer ifran (tabell 1). De flesta
inhibitorer dr organiska molekyler (gallsyra, heme, kollagen, humusamnen etc.) men de kan

ocksé vara oorganiska (kalciumjoner etc.).

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

Inhibitor

Typ av
prov

Mekanism

Polysackarider Avforing Reducerar kapaciteten att resuspendera
utfallt RNA

Heme Blodprov Hindrar DNA syntes fran dess jarn

Kollagen Matprov Inhiberar DNA-templatbindning

Humusamnen Jord Inhiberar DNA-templatbindning

Proteinaser, Kalcium, Mjoélk Inhiberar polymeras

plasmin

Urea Urin Nedbrytning av polymeraset

Fenoler Bar Korslankning av RNA under oxidativa
forhallande

Gallsyra + salter Avforing -

Om livsmedel som hallon ska testas for virus med RT-qPCR finns det en risk att cellerna
innehéller fenoler, att det finns spar av jord pa hallonen som innehaller humusdmnen samt
att andra inhibitorer finns nidrvarande dir vatten kan vara en rimlig kélla. Alla dessa &mnen
inhiberar amplifieringsprocessen och kan gora att RT-qPCR inte fungerar alls. Om utslag
skulle ske med dessa inhibitorer nirvarande i processen sa kan resultatet riskera att inte bli

tillforlitligt.
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Mekanismer

PCR-inhibitorer kan delas in i olika kategorier baserat pd 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 da inhibitorer interagerar med polymeraset under
primerforlangningsprocessen (Kerry ef al., 2009). Ofta d4r mekanismerna inte kdnda och
forbehandling av ett prov dr empiriskt belagt.

Forbehandlingar till PCR

Forbehandling av ett givet prov kan goras genom att koncentrera provet s att virusmangden
ar sd hog att inhibitorerna fir en marginell effekt pA PCR-amplifieringen, eliminera
inhibitorerna eller konvertera provet till ett mer homogent prov (Rédstrom et al., 2004).

Vilken typ av forbehandling som ska anvéndas beror pé vilken inhibitorkomposition som
provet innehéller vilket 1 sin tur beror pé var provet kommer ifrdn. Férbehandlingarna infor
RT-gPCR ér generellt sitt laborativt komplexa och beroende pa vilken typ av behandling
laboranten véljer ger det upphov till olika kénslighet och specificitet. For att fa ett sa bra
resultat som mojligt fran diverse milj6- och livsmedelsprov sé kriavs det ocksa att
provbehandlingen, forbehandlingen och RT-qPCR kvantifieringen ér flexibel och rétt
anpassad efter vilken typ av prov som ska identifieras eller kvantifieras. Rimligtvis finns det
varken medel, personal eller kompetens for att utfora en anpassad PCR-amplifiering. D4 ér
det istéllet 1ampligt att anvinda ett fatal standardiserade laborativa metoder som fungerar for
de flesta prover.

Val av polymeras under amplifieringen

Typen av polymeras som anvinds under amplifieringen &r inte en forbehandling men vissa
forbehandlingsmetoder kan substitueras med ett polymeras. Dessutom anpassas
forbehandlingsmetoderna efter vilken inhibitor som polymeraset dr kdnsligt mot.

Valet av DNA/RNA-polymeras beror pa vilken typ av sekvens som ska amplifieras, vilken
noggrannhet som onskas och vilka inhibitorer som finns nédrvarande 1 provet. Det finns en
mingd olika termofila polymeras dér de allra flesta hirror frin bakterien Thermus aquaticus
och kallas for tag-polymeras. Olika polymeras 4r kinsliga for olika inhibitorer; ett av de
vanligaste polymerasen, taq-DNA-polymeras, dr kénsligt for blod och humusdmnen frén
jord (Tebbe et al., 1993). Vid amplifiering av blod kan det vara lampligt att anvinda till
exempel Phusion Hot Start II High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) som inte ar lika kédnsligt 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 6kad resistens mot vissa inhibitorer.

En signifikant forbattring 1 form av antal genkopior och sekvens-specificitet har observerats
da till exempel AmpliTaq Gold DNA polymerase anvdinds istillet for AmpliTaqg DNA
polymerase vid detektion av DNA 1 blod (Kebelmann-Betzing et al., 1998).
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Forbehandling for att forhindra positiva utslag av RT-qPCR for inaktiva virus

Vid detektion av NoV 1 blotdjur, sésom musslor och ostron, kan det vara lampligt att géra en
kvantitativ analys av virusmédngden. Ett positivt utslag av virus i en kvalitativ RT-qPCR-
analys for blotdjur &r relativt stor men séger inte nddvandigtvis ndgonting om dess
smittsamhet eftersom smittsamheten beror av midngden virus samt av om viruspartiklarna ar
aktiva och darmed kan orsaka smitta.

For att forhindra att positiva utslag av virus uppstar vid kvantifiering av viruset HaV, men
potentiellt ocksa av NoV, sé kan provet behandlas med proteinkinase K och RNase vid 37°C
1 30 minuter innan RT-qPCR (Nuanualsuwan S, 2002). Detta har visat sig forhindra att
amplikon frén inaktiva virus bildas.

Koncentrationsmetoder
Tva av de vanligaste metoderna som idag anvands for att koncentrera virus fran mat- och
vattenprover dr Ultrafiltration och Polyentylenglykol (PEG)-utféllning (Pan ef al., 2012).

PEG-utféllning 4r en vanlig storleksbaserad bioseparationsmetod som anvénds for att
koncentrera och finga stora peptider. Att tillsdtta PEG ir ett vanligt forsta steg 1 en
reningsprocess dar en tillsats av PEG till en proteinldsning bidrar till 6kad kemisk potential
av proteinet 1 16sningen. Nér proteinets kemiska potential Gverstiger nivan for en mittad
16sning sker en utféllning av proteinet. Utfdllning av stora proteiner sker vid 14ga
koncentrationer av mindre PEG, medan mindre proteiner falls ut vid hoga koncentrationer
av storre PEG (Sim et al., 2012).

Ultrafiltration (UF) ar en tidseffektiv metod som anvands for att koncentrera virus. For att
koncentrera provet tvittas det forst, for att sedan filtreras (Vivvaspin 20 filter, 1000000
nominal molekylviktsgrians) och centrifugeras (maxhastigheten 10000xg, tiden varierade
beroende pé provets viskositet). Det kontaminerade provet koncentreras pa sa sétt till en
mindre volym (Lee et al., 2012).

Receptor-binding capture and magnetic sequestration (RBCMS) dr en metod som
koncentrerar virus 1 olika matprover inom ett par timmar (Ha ef al., 2014), genom
inbindning av viruset till beads. Histo-blodgrupp-antigener (HBGA) &r receptorer till
humant norovirus (HuNoV) och har anvinds for att koncentrera viruset 1 vattenprover.
RBCMS-metoden dr beroende av kapsidproteiners nirvaro som kan binda till HBGA-
receptorerna och viralt RNA som frigors fran kapseln for att kunna utfora amplifiering och
signaldetektion med RT-qPCR (Pan et al., 2012).

Bédde UF och PEG-utfillning kan anvéndas for att detektera virus 1 naturligt kontaminerade
livsmedelsprover (Lee et al., 2012). Vid koncentrering av HaV 1 salladsprover kunde det
visas att UF var mer effektiv &n PEG-utfdllning i den aspekten att farre genomkopior gick
forlorade vid anvéndning av UF. UF dr dven en enklare metod, dd PEG-utféllning kréver
manga organiska reagens.
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PEG-utféllning, ultracentrifugering och ultrafiltrering dr vanliga metoder som anvénds for
att koncentrera virus 1 mat-och vattenprover. Dessa metoder har alla liknande virusutbyte,
det vill siga hur ménga procent av den ursprungliga virusméngden som pétréffas 1 provet
efter koncentrationssteget. Bland dessa metoder &r PEG-utfallning vanligast for
koncentration av virus. Aterhimtningsmingden som fés frin PEG beror pa molekylvikten pa
den PEG som anvidnds. RBCMS visades ha storre virusaterhdmtning &n PEG-utfdllning,
dven om den ocksd &r 1ag. Detta beror pd mangden fria virus och inte kapaciteten pé pérlor
och dr den storsta anledningen till att aterhdmtningsmangden for virusets ar ldg (Pan et al.,
2012). En annan studie pa tomater och korsbér visade dven den att virusaterhdmtningen var
11,7 % da RBCMS-metoden anvéindes, medan den var 7,5% vid PEG-utfillning (Ha et al.,
2014).

3.2.3 Sekvensoberoende amplifieringstekniker

Eftersom konventionell PCR kréver specifika primer-set, skulle andra alternativ istéllet
kunna anvidndas d& genomet hos viruset dr okédnt eller mycket lite om genomet &r ként. Den
metod som har anvints mest vid identifiering av okdnda virus ar slumpmaéssig (random)
PCR (rPCR). Detta dr en teknik som amplifierar sekvensen i tvd PCR-reaktioner (Bexfield
och Kellam, 2010) dér primar som bestér av en universell primer som bundits till en
slumpmassig sekvens anvinds. Vid amplifiering av RNA, det vill siga RNA rPCR, kommer
den slumpmadssiga sekvensen att binda till olika platser p4 RNA-sekvensen av intresse.
Darefter sker omvind transkription vilket resulterar 1 enkelstrangat cDNA innehéllandes den
universella primern. Efter denaturering anvédnds aterigen primrar med slumpmaéssig sekvens
som nu kan binda till cDNA:t. Med Klenow-fragment fis sedan dubbelstringat cDNA med
universella primrar pd bada 5’-dndarna och med dess komplementira sekvens pa 3’-dndarna.
Sedan kan sekvenserna amplifieras med de universella primrarna i1 konventionell PCR
(Froussard, 1993).

Sequence-independent amplification technique (SISPA) ér ytterligare en amplifieringsteknik
som inte krdver att genomet &r ként. Metoden anvinder forst endonukleas for att bryta ned
DNA-sekvenserna i fragment och sedan ligeras asymmetriska adaptrar pa bada sidor av
fragmenten. Genom att tillsétta en primer komplemendr till dessa adaptrar kan PCR-
amplifiering genomforas. Efter amplifieringen appliceras provet pa en agarosgel och
eftersom virala genom har 1dg komplexitet kommer mycket fa olika fragment skapas vid
enzymatisk nedbrytning och dirmed kommer banden péa gelen att bli mycket étskilda.
Bakterier och djur har mer komplexa genom och didrmed skapas fragment i manga olika
storlekar vilket istéllet resulterar i flackar pa gelen. Med hjilp av banden pa gelen kan de
virala sekvenserna identifieras och sedan sekvenseras (Bexfield och Kellam, 2010).
Modifieringar av SISPA har utvecklats dir bland annat rPCR inf6rts, samt anvindandet av
DNase 1 kombination med SISPA (DNase-SISPA) som bryter ned DNA-sekvenserna i
provet. Optimeringar har dven gjorts for att SISPA bést ska kunna kombineras med NGS.
Eftersom ménga RNA virus har poly-A-svansar i genomet har det dven tillsatts poly-T-
svansar pa en del primrar som anvéints vid den omvinda transkriptionen. P& detta sétt fis en
battre uppskattning av sekvenserna pd 3’-dndarna eftersom dessa kan vara svéra att
uppskatta (Djikeng et al., 2008).

Variationer av RT-qPCR finns och Pang (2005) upptickte att Multiplex-realtids-RT-PCR
(Mrt-RT-PCR) hade en god noggrannhet och kénslighet. Samtidigt var den mycket
kostnadseffektiv da den endast korde en PCR-reaktion och da for bade gengrupp GI och GII
samtidigt. Detta bidrog till att reagenskostnaden sédnktes med 1/2 eller 1/3 1 pris och detta
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bland annat med hjdlp av de slumpmassiga primrar som anvéndes. Dock beskriver inte
artikeln nagonting kring metodens maojlighet att appliceras pa mat- och miljéprover.

3.2.4 Kit

P4 senaste tiden har ménga olika kit for detektion av just NoV kommit ut pa4 marknaden. Det
ar framst Life Technologies som utvecklat dessa och erbjuder alltsa kit for detektion av bade
GI och GII diar RT-qPCR anviénds for att detektera noroviruset. Viruset behdver endast
existera 1 en méngd av minst fem kopior per reaktion for att ge positivt resultat. De kit som
erbjuds pastds fungera pa alla sorters miljo- och livsmedelsprover. Dessa har blivit
validerade senast 1 ar och da for alla genotyper fran respektive gengrupp I eller II (Life
Technologies 2015a, Life Technologies 2015b).

3.2.5 Primer-set

Livsmedelsverkets extraktionsprotokoll for kvantitativ analys av NoV och HaV erhélls for
att undersoka de primrar bestéllaren anvénder sig av 1 PCR-forfarandet (se bilaga 1 och 2). I
detta protokoll anges de virussekvenser som primrarna dr designade for och ett
referensnummer till Genbank for just dessa virus. Genom att undersoka dessa
referensnummer konstaterades det att de sekvenser som bestédllaren anvédnder &r relativt
gamla. Sekvensen for HaV registrerades 1 Genbank 1993, sekvensen for NoV GI 2006 och
NoV GII 2005.

Nar det kommer till NoV GI och GII &r det ett problem. Detta eftersom viruset har en
mycket snabb mutationsfrekvens, speciellt GII. Exempelvis aterkommer GII.4 vart 2-3:e ar i
en ny form med férdandrat genom. Pa grund av detta ar det viktigt att de primer-set man
anvander dr designade efter s konserverade regioner som mojligt. Eftersom de sekvenser
bestéllaren anvédnder dr frdn 2005 samt 2006 &r risken stor att de primer-set som anvénds
inte fungerar just pa grund av att de regioner de dr designade for har foréndrats.

I en studie togs det fram 3 kandidatsekvenser for nya primrar for 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 fran National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Sedan samlades totalt 354 prover in som bestod av bade kliniska
prover samt miljoprover som var positiva for GI och GII mellan dren 1968 och 2013. De
kliniska proverna bestod av avforingsprover fran personer som led av akut gastroenterit fran
Gyeonggi Institute of Health Environment och miljoproverna samlades in frin grundvattnet 1
republiken Korea mellan juni och oktober 2013. RNA frén dessa prover extraherades och
amplifierades med bdde RT-PCR och en annan typ av PCR som involverar tva kérningar
med primrar. Proverna analyserades sedan med hjélp av agarosgelelektrofores. PCR-
produkterna skickades for sekvensering och det returnerade resultatet analyserades med
BLAST i NCBI. Primrarnas effektivitet testades med hjédlp av RT-PCR gentemot
konventionella primrar rekommenderade av sjukdoms- och smittomyndigheten i Sydkorea.
Dessa ar for GI; GI-F1/R1/F2, SRI-1/2/3 och for GII; GII-F1/R1/F2, SRII-1/2/3 och kan ses
1 Figur 1 och Figur 2. De sekvenser som Livsmedelsverkets primer-set dr designade for
illustreras 1 dessa bilder gentemot de nya foreslagna i Kong et al. (2015). Figurerna visar att
ndgra av de nya primrarna dven aterfinns 1 de sekvenser Livsmedelsverket anvénder och
styrker att de dr designade for konserverade regioner. De konventionella primer-seten
aterfinns i1 de gamla sekvenserna men illustreras ej 1 figurerna.
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CATTCAGATCCATCAGAGACTCTAGTGCCACACACTCAAAGAAAAATACAGTTGATT
TCACTTCTAGGGGAAGCTTCACTCCATGGTGAGAAATTTTACAGAAAGATTTCCAGC
AAGGTCATACATGAAATCAAGACTGGTGGATTGGAAATGTATGTCCCAGGATGGCAG

GCCATGTTCCGCTGGATGCGCTTCCATGACCTCGGATTGTGGACAGG
AGATCGCGATCTTCTGCCCGAATTCGTAAATGATGATGGCGTCTAAGG

ACGCTACATCAAGCGTGGATGGCGCTAGTGGCGCTGGTCAGTTGGTACCGGAGGTT

AATGCTTCTGACCCTCTTGCAATGGATCCTGTAGCAGGTTCTTCGACAGCAGTCGCG
ACTGCTGGACAAGTTAATCCTATTGATCCCTGGAT

Figur 1: Figuren ovan &r ett utdrag ur FASTA-sekvensen for NoV GI (Norwalkvirus, 2006)
som anges 1 Bilaga 1. De rodmarkerade sekvenserna dr de primrar som Livsmedelsverket
anvéander idag och de bla-och gronmarkerade anger de nya sekvenserna presenterade 1 Kong
et al (2015), vilka overlappar varandra.

AAAACTGAGGGACCCCTTATTATCTCTGAAGACCTGAACGGCCTCACCTTCCTGCGG
AGGACTGTGACCCGCGACCCAGCTGGTTGGTTTGGAAAACTGGATCAGAGCTCAATA
CTTAGGCAAATGTACTGGACTAGAGGCCCCAATCATGAAGACCCATCTGA
AACAATGATACCACACTCCCAAAGACCCATACAACTAATGTCTTTGCTGGGCGAGGC
CGCACTCCACGGCCCAGCATTCTACAGCAAAATTAGCAAGCTAGTCATTGCAGAACT
GAAGGAAGGTGGCATGGATTTTTACGTGCCCAGACAAGAGCCAATGTTCAGAT

GGATGAGATTCTCAGATCTGAGCACGTGGGAGGGCGATCGcAATC
|ITGGCTCCCAGCTTTGTGAATGAAGATGGCGTCGAATGACGCCAACCCATCTGATGGG

Figur 2: Figuren ovan dr ett utdrag ur FASTA-sekvensen for NoV GII (Lordsdalevirus,
2005) som anges 1 Bilaga 1. De rodmarkerade sekvenserna ér de primrar som
Livsmedelsverket anvinder idag och den bld anger en av de nya presenterade 1 Kong et al
(2015).

Totalt identifierades 84 prov innehéllandes GI och 134 prov innehallandes GII. Totalt
identifierades 83 prov som positiva tor GI och GII, dar 50 bestod av kliniska prov och 33 av
miljoprover. Det primer-set som detekterade GI med storsta framging 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 framgangsrika
primer-setet som fann 53/59 positiva for GII. De konventionella detekterade 31/59 samt
19/59 som positiva. Detta bevisar hur viktigt det &r med véldesignade primer-set for en
lyckad detektion av NoV och att de nyframtagna (NKI-F/R/F2, NKII-F/R/R2) ar 6verldgsna
1 den meningen eftersom de ar designade for mer konserverade regioner som illustreras 1
figur 1 och 2 (Kong et al., 2015).

3.2.6 Nanoporer

Nanoporer ér porer av endast ett fatal nanometer 1 diameter och dessa kan anvéndas for att
sekvensera DNA. Dessa porer dr inbdddade 1 antingen ett biologiskt membran eller en solid-
state-film som separerar tva behallare fyllda med elektrolyt. Genom att tillsdtta spanning
skapas strdm genom att jonerna i elektrolyten forflyttar sig fran en reservoar till den andra
genom nanoporen. Denna strom kommer att storas om en DNA-molekyl borjar forflytta sig
genom poren och skillnaden 1 strom kan anvindas for att detektera baserna 1 DNA:t. En
annan parameter som kan anvéndas for att identifiera basen &r hur lang tid det tar for basen
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att forflytta sig igenom poren. (Feng Liang och Peiming Zhang, 2014). Det storsta problemet
med nanoporer idag dr att mer dn 90 % av baserna blir fel 1 sekvenseringen (Yanxiao Feng et
al.,2015). En av anledningarna till detta ar for att forflyttningen genom poren ér for snabb
(1-3ps/bas) (Feng Liang och Peiming Zhang, 2014). Skulle problemen 6vervinnas déremot,
har nanoporsekvensering potential att fungera som en sekvenseringsteknik med lag kostnad,
hog hastighet och utan amplifieringssteg (Yanxiao Feng et al., 2015).

4. Forbattringsforslag

I forsok att 6ka detektionen av NoV 1 mat- och vattenprover har denna rapport resulterat i ett
alternativt arbetsflode dédr bdde de nuvarande protokollen har granskats och nya tekniker har
involverats.

(7) Next-
Generation
sequencing

1) ) (8) Nya
Forbehandling RT-gPCR primer-set

(3)
(4) Identifiering (6) PCR
& kvantifiering

Figur 3: Foreslagen strategi vid detektion av virus. Intaget prov forbehandlas (1) infor RT-
gPCR (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 sé tyder det pa att det inte finns négot virus 1 provet
eller att amplifieringsprocessen misslyckats. Om det blir ett fel 1 amplifieringsprocessen sa
anviands icke-specifika primers under PCR (6) infor Next-Generation sequencing (7). Den
genetiska informationen fran NGS kan jamforas med tidigare genetisk information frn
databaser vilket, med bioinformatiska metoder, kan ge upphov till limpliga primer-set (8).
Dessa nya primer-set anviands for ytterligare en iteration 1 arbetsflodet (2).

4.1 Implementation av NGS i PCR-forfarandet

I dagsldget finns dnnu inga NGS-metoder som kan ersétta den roll som PCR spelar vid
detektion av virus i mat- och vattenprover. Méngden virus som aterfinns i dessa prover ar for
liten for att med dagens teknik kunna vara sékert detekterbar. Den andel de virulenta
sekvenserna utgor 1 ett infekterat prov skulle endast kunna ses som ett brus 1 den
sekvensering som utforts och skulle inte vara tillrackligt tydligt for att varken sékerstélla
forekomsten eller avsaknaden av virulenta sekvenser. For att fa ett tydligt resultat frén en
NGS korning kravs dirmed amplifiering av sekvensen av intresse, vilket gors effektivast
med PCR.

Ett tillvigagangssatt for att kunna sédkerstélla kéllan till ett missténkt utbrott ar foljaktligen
att arbeta med PCR och NGS i1 samverkan. Om inget resultat fas vid korning av PCR med
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standardprimers kan ett fekalt prov fran en infekterad individ sekvenseras med hjélp av
NGS. Detta prov kommer innehélla en betydligt hogre koncentration av virala sekvenser
vilket 1 tidigare studier har visat sig ge resultat vid NGS (Batty et al., 2013). Det kan dven
vara sd att den variant av NoV som foreligger 1 provet ar ny, och alltsd inte gér att amplifiera
med hjélp av nuvarande primer-set for RT-qPCR. En tinkbar strategi for att tackla detta
problem ir att anvdnda kortare primer-sekvenser 1 sitt primer-set, &ven dessa designade for
de mer konserverade regionerna presenterade i Kong et al. (2015), foljt av NGS. Detta
skulle innebéra att det dr mgjligt att identifiera vilken eller vilka genotyper som foreligger 1
det kontaminerade provet, alltsd om det &r en ny eller redan kénd variant av genotypen. I
scenariot med en redan kind variant kan ett standardprotokoll for RT-qPCR anvindas. I det
andra tdnkbara scenariot, som innefattar att det existerar en ny variant i provet, kan NGS
tillimpas for att sekvensera denna och undersdka om de redan definierade primer-seten
passar for den nya variantens sekvens. Utifran detta dr det mojligt att bygga mycket
specifika primer-set som kan anvindas for att pd nytt kora RT-qPCR pé provet. Ju fler som
implementerar detta tillvigagangssitt for identifikation, desto enklare kommer det bli att
hantera NoV-prover 1 framtiden. Detta eftersom sekvenseringen kan publiceras pa sidor som
NCBI for allmén tillgéng och nytta.

4.2 Uppdatering av primer-set

NoV ér kanske det virus 1 modern tid som fortfarande forbryllar forskare och har en stor
negativ inverkan i ménniskors vardag. Med dess snabba mutationsfrekvens dterkommer det
var och vartannat ar i en ny form som inte kan tacklas med enkla medel och infektion kan 1
virsta fall leda till doden. Ett bra exempel dr utbrottet pa alderdomshemmet i Ljungby 2015
som kostade tre ménniskor livet (Dagens Nyheter, 2015). Med detta i dtanke kan det
konstateras hur viktigt det dr att kunna analysera bdde mat- och miljoprover som missténks
innehalla NoV. Den bésta metoden for detta &r RT-qPCR och anvinds idag pa
Livsmedelsverket. For att RT-qPCR ska fungera sa bra som mgjligt krdvs, forutom
anrikning av provet och eliminering av inhibitorer, dven véldesignade primer-set for sjdlva
amplifieringssteget. De primer-set som Livsmedelsverket anvidnder idag visade sig inte
overlappa med de konserverade regioner som aterfanns i studien (Kong ef al., 2015) och
anses saledes inte vara optimala for anvindning 1 RT-qPCR. Dérfor ges radet att uppdatera
de primer-set som idag anvinds for att 6ka chanserna for en lyckad kvantifiering och
kvalifikation av viruset 1 ett prov. De primer-set som rekommenderas dr de som ar beskrivna
under 3.2.5.

4.3 Utveckling

Metodik och teknik inom NGS har under de senaste aren haft stora och betydande
framgéngar och utvecklingen gér fort. Om ytterligare ndgra ar kommer metoderna siakerligen
ha utvecklats ytterligare och skérpan for en sekvensering kommer att 6ka och mgjliggdra
nya anviandningsomraden. Det ar definitivt ett omrdde att halla 6gonen pa for att folja
utvecklingen och de implementationer som komma skall.
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5. Slutsats

NGS kan idag inte ersétta detektionen med RT-qPCR f6r NoV. Detta dr pa grund av att NGS
kraver en viss koncentration for sekvensering som uppnds med hjalp av PCR. Om de primer-
set som anvénds inte dr optimala for sekvensen av intresse fungerar dock inte PCR-
forfarandet. Genom att forbdttra de forbehandlingar som anvinds idag pd Livsmedelsverket
och introducera nya primer-set, mojligtvis med hjilp av NGS, 6kar chanserna for en lyckad
detektion.
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8. Bilagor Dokumentbeteckning: SLV MI-m490.5

Bilaga 1
Kvalitativ detektion av Norovirus och Hepatit A i bar och bladgronsaker

1. Forord

| denna version har ett fortydligande att hela matrisen bor tackas av buffert under inkubationen med pH-
justering gjorts. Mindre andring av recept for buffertar/losningar dndrade versionsnummer. Stavfel korrigerade.

2. Inledning

Norovirus (NoV) ar det virus som orsakar vinterkraksjukan och ar ett enkelstrangat RNA virus utan hélje och
tillhor familjen Calicieviridae. Det finns fem olika genogrupper (G) av norovirus men endast tre, G I, Il och IV,
infekterar manniskor. De orsakar gastroenterit dar Gl och Il ar vanligast, GIV ar ovanlig men kan férekomma.
Metoden analyserar endast for Gl och Gll men specificerar vilket genogrupp.

Hepatit A (HAV) kan orsaka akut hepatit och ar ett icke holjeforsett RNA virus och tillhér familjen Picornaviridae.
Det finns tre humanpatogena genogrupper (I-1ll1). Metoden kan detektera alla tre genogrupper men kan inte
specificera vilken det ar.

Bade norovirus och hepatit A ar viktiga agens vid férdodmnesburna virala utbrott. Det finns inga
odlingsmetoder for dessa virus fran livsmedel. Detektion maste da foérlita sig pa molekylarbiologiska metoder
som t.ex. realtids PCR med omvand transkription (RT-PCR). Manga livsmedel innehaller mycket inhibitorer som
inhiberar RT-PCR sa en bra metod for att fa rent RNA behovs. Metoden kan specifikt pavisa norovirus fran Gl, Gli
och HAV som fororenat bar och bladgronsaker.

MI-metoden bygger pa 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 ar utformad for att vara mycket bred i sitt anvandningsomrade. Manga olika matriser kan analyseras
och kontroller monitorerar utbytet och inhibitionsgraden genom hela processen. Pa Livsmedelsverket har
framfor allt hallon analyserats och anvéants i valideringen. Metoden &r i huvudsak amnad for provtyperna 2:4
vegetabiliska produkter.

Det som skiljer MI-metoden fran ISO-standarden ar att i Ml-metoden |6ses PEG-pelleten upp i 400 pl istallet for
rekommenderade 500 uL. Detta for att hela volymen skall kunna extraheras med biorobot EZ1. Vi har ocksa valt
att nukleinsyraextrahera den positiva extraktionskontrollen pa samma satt som proverna istallet for
rekommenderade koklysering. Elueringen av nukleinsyran skiljer sig dven da EZ1 eluerar med 90 L istallet for
ISO:ns 100 plL

Efter nukleinsyraextraktion har vi i MI metoden lagt till ytterligare ett reningssteg for inhibitorer med ett sa
kallat zymo inhibitor removal kit. | slutdetektionen med PCR sa har vi i Ml metoden valt att analysera NoV i
duplexformat, simultan detektion, istallet for singelplex. Vi ansag dven att det var battre att satta tva brunnar
istallet for rekommenderade en. Inhibitions- och PCR-kontrollen (EK) satts dessutom i en storre volym for att
minska variationen i pipetteringen, 2 uL istallet for 1 pL.
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Detektionsgranser

Den teoretiska detektionsgransen (tLOD) for metoden ar den lagsta koncentrationen virus som i teorin kan
detekteras i 25 g prov. For denna metod ar det 18 virusgenom for ett ospatt prov eller 180 for ett 1:10 spatt
prov.

Metodens detektionsgrans (mLOD), dr den lagsta nivan virus som i valideringen kunnat detekteras i minst 50 %

av fallen fran tre prover spikade med virus i tre omgangar. Utvarderingen har gjorts med spikade hallonprover.

Den uppnadda metodkansligheten ar den samma for alla tre patogener och ar 5000 virus/25g motsvarande 200
virus/g matris.

| varje enskild PCR ar reaktionskansligheten (rLOD), den lagsta koncentrationen virusgenom dar alla prover i en
serie om fem replikat i tre omgangar blir positiva utan matris. For HAV och NoV, bade Gl och GlI, ar detta 10
genomkopior/reaktion.

Sidkerhetsatgarder

Bade Norovirus och HAV &r klass 2 patogener, mycket infektidsa och sa lite som 1-100 viruspartiklar kan
orsaka sjukdom. Var noga med att tvatta handerna med tval och vatten och rengor arbetsytor med DAX 70+
eller 10 % klorinlosning. Etanol ar inte effektivt mot NoV och HAV.

Mengovirus dr ett murint virus fran Picornaviridae familjen. Mengovirusstrangen MC, (ATCC VR-1957) &r ett
rekombinerat (deletion) virus som saknar Poly(C) omradet till skillnad fran vildtypen mengo. Detta gor sa att
fenotypen blir avirulent men behaller alla tillvaxtegenskaper.

Kloroform ar en halsoskadlig kemikalie och arbetet skall utforas i dragbank med skyddshandskar.

Vid arbete med HCl och NaOH skall skyddsglaségon anvandas.

3. Princip

Metoden bygger pa 1ISO-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 fran matrisen under alkaliska forhallanden for att sedan koncentreras med PEG precipitation. Lost
precipitat renas med en tvafasextraktion med kloroform:butanol som organisk fas. Viruselueringen kontrolleras
med en processkontroll, mengovirus, som spikas till varje prov.

Steg 2 RNA-Extraktion

Det ar viktigt med en bra nukleinsyraextraktions metod for att fa bort sa mycket inhibitorer som mojligt. Vi
anvander en robotiserad extraktion med Qiagens EZ1 robot. Viruset lyseras med proteinas K och varme for att
frigora viralt RNA och sedan bindas upp pa magnetiska kiselpartiklar. Extraktet tvattas med ett antal tvattar
innan eluering fran partiklarna. Da manga provmatriser inhiberar PCR sa renas eluaten ytterligare med ett
inhibitorbortagarkitt fran Zymo Research.
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Steg 3 Realtids RT-PCR

PCR ar en mycket kénslig metod och ar en av fa metoder for att hitta virus som inte kan odlas (ex norovirus och
hepatit A). Metoden anvander enstegs omvandtranskriptions real-tids PCR med TagMan prob. | PCR processen
sker den omvanda transkriptionen och amplifieringen av bildat DNA i samma rér. TagMan proben ar en
oligonukleotid med en fluorofor i ena @nden och en quencer i den andra. Under reaktionen kommer proben att
brytas ned och fluorescens signalen kommer 6ka proportionerligt med amplifieringen av PCR produkten.

Primrar och prober for norovirus ar designade for ett omrade mellan Open Reading Frame 1 (ORF1) och ORF2
och analyseras i duplex for NoV Gl och GlI. Gl primrarna amplifierar en stracka pa 86 bp som motsvarar
nukleotiderna mellan 5291-5376 i Norwalkviruset (GenBank M87661). Gll primrarna amplifierar en stracka pa

89 bp som motsvarar nukleotiderna mellan 5012-5100 i Lordsdaleviruset (GenBank X86557). Hepatit A
primrarna amplifiera singelplext en produkt pa 173 bp som motsvarar nukleotiderna mellan 68-240 i HAV
isolatet HM17443c (GenBank M59809). Ett genetiskt stabilt omrade i alla typer av HAV. Mengovirus PCRen
analyseras parallellt med patogenerna i singelplex form. Primrarna amplifierar en produkt pa 100 bp som

motsvarar nukleotiderna mellan 110-209 i mengovirus MC, 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 for PCR”, MlI-

i092.

Virusextraktion:
Mengovirus 1:50

Artikel (nr)/placering:
Lada 3:6 -70°C frysbox

TGBE-buffert MI-i089.2

Pectinas SIGMA-ALDRICH (P2611-50ML)
5xPEG MI-i089.2

PBSpH 7.4 MI-i089.2

1:1 Kloroform:Butanol MI-i089.2

Deconex 11,3 % Fisher Scientific (165-201010)
HCI1Moch5M MI-i089.2

NaOH1Moch5M MI-i089.2

Nukleinsyraextraktion:
EZ1 Virus Mini Kit v2.0
-cCRNA
OneStep™ PCR Inhibitor removal kit

RT-PCR:

NoV Gl & GIl EK RNA
HAV EK RNA
Quantitect Virus Kit

Qiagen (955134)
| frys S12006 A216
Zymo Research (D6030)

Qiagen (211013)

Hallbarhet:

-5x QT Virus MM | Frys 8 A211
-QT Virus RT mix | Frys 8 A211
-RNasfritt vatten | Frys 8 A211
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Mastermix Norovirus Sekvens 5°- 3° Koncentration

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

Slutvolym 25 uL

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 uM GCG GGT CCQ GCC GAA AGT 500 nM
Mengo 209 (R) 20 uM GAA GTA ACA TAT AGA CAG ACG CACAC 900 nM
Mengo 147 (P) 10 uM FAM — ATC ACA TTA CQG GCC GAA GC - MGB/NFQ 250 nM
Virus RT mix 0,25 puL
Rnase fritt vatten 12,38 uL
Templat Sul

Slutvolym 25 ul

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 uM TCACCG CCGTTT GCCTAG 400 nM
HAV 240 (R) 50 uMm GGA GAG CCCTGG AAG AAA G 400 nM
HAV 150 (P) 5 uM FAM — CCQ GAA CCQ GCA GGA ATT AA— MGB/NFQ 250 nM
Virus RT mix 0,25 uL
Rnase fritt vatten 12,50 pL
Templat Sul

Slutvolym 25 ul

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

Centrifugrér 50 mL SuperClear® med Plug Style lock
Eppendorfror 1,5 mL

Bagare 250 mL x4

Bagare 100 mL x4

Magneter for omrérning x4

Pipetter och spetsar 1000 uL, 200 pL, 10 uL
Pipettboy med 25 mL och 10 mL pipetter

6. Kvalitetssakring
Kontroller

Kontroller och standarder hanteras enligt instruktionen ”Hantering av nukleinsyra till realtids PCR, MI-i051".
Beskrivning av PCR-kontrollerna och flédesschema for dessa finns i ”Instruktion fér arbete med
molekylarbiologiska metoder, MI-i439”.

Positiv processkontroll (PPC): Fér att méata forslust av virus genom alla delar av metoden och berédkna “recovery”
for analysen. Viruset som anvands ar odlat Mengovirus, MC, (ATCC VR-1957), och har liknande 6verlevnad i
miljon som patogenerna. Virusstamen har erhallits fran Danmarks tekniska universitet och uppodlats pa
Sveriges veterindrmedicinska anstalt. Stockviruset spads 1:50 med PBS och forvaras i frys i aliquoter lagom for
spikning av tre prover och en PEK. 50 uL spikas till vardera rér TGBE-buffert dock e;j till réret for NPC.
Virusaliquoter finns i lada 3:6 -70°C frysboxen i A207.

Negativ processkontroll (NPC): Innehaller ingen matris och ingen mengoviruskontroll men gar igenom hela
analysen som ett negativt prov for, norovirus, HAV och mengovirus.

Positiv extraktionskontroll (PEK): 50 ul mengovirus 1:50 spadning satts till 350 uL PBS och extraheras med EZ1
tillsammans med de andra proverna. En spadningsserie med nukleinsyran gors ned till 10~ och anvinds sedan
som standard for extraktionseffektivitetsberdkningen och som kontroll pa att nukleinsyra extraktionen fungerar.
Medelvardet for Cq for 1:10 spadningen av PEK fors in i kontrollkortet fér 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 fran dubbelstrangat plasmid DNA for norovirus Gl, Gll och
HAV erhallen fran EURL:et och konstruerade av Dr. Soizick LeGuyader (Le Guyader et al., 2009). Patogenspecifikt
RNA tillsatts till varje prov och utgér da den positiva processkontrollen for NoV (PTCN) och for HAV (PTCH). For
att kunna méta inhibitionen jamfors resultaten fran PTCN/H med EK RNA tillsatt i endast vatten. Pa sa sitt kan
bade PCR funktionen och inhibitionsgraden kontrolleras. Koncentrationen pa Kontroll RNA:t bor vara mellan
1x10° och 1x10® kopior/uL. Fér att kvantifiera RNA anvinds en standard av den plasmid som den &r konstruerad
ifran. Plasmidens koncentration bestams genom att méata absorbansen vid 260 nm pa nanodrop.
Berdkna sedan:
1. Abs 260 nM x 5x10°® = Konc g DNA/pL (alternativt omvandla nanodroppens n(p)g/uL till g/pL)

Storleken pa plasmiderna ar:
NoV Gl 3287bp, NoV Gll 3292 bp och HAV 3370bp. Molekylmassan pa ett genomsnittligt bp antas vdga 607,4
dividerat med avogadros konstant (6,02x10%) g
2. Langd plasmid x 607,4 / 6,02x10%* = g/plasmid
3. Konc g DNA/uL / (Gl, Gll, HAV) g/plasmid = Plasmider/uL

Negativ PCR kontroll (NTC): Nucleasfritt vatten for kontroll av ospecifika signaler fran PCR-mastermixar.

Kontrollkort

Medelvardet for Cq for vardera norovirus genogrupp och HAV i PTCN/H skall féras in i kontrollkortet ”Norovirus
Duplex” respektive "Hepatit A”. Medelvardet for Cq pa mengovirus PEK 1:10 skall foras 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 utvarderas enligt instruktion "Kontrollkort och styrdiagram” UN-i027. Varningsgransen ar
2 standardavvikelser och atgardsgransen ar 3 standardavvikelser fran medelvardeslinjen.

Provreplikat

Livsmedelsprov och nukleinsyraextraktion
Vid utbrottsanalyser eller vid andra inkomna prov bér om majligt triplikat analyseras. Vid kartlaggningar eller i
ovriga projekt kan undantag goras och respektive projekt bestammer hur manga replikat som ska analyseras.

PCR

Vid utbrottsanalyser eller vid andra inkomna prov ska duplikat analyseras. Aven en 1:10 spadning av alla prover
utom NPC skall analyseras i duplikat. Vid kartlaggningar eller i 6vriga projekt kan undantag géras och respektive
projekt bestammer hur manga replikat som ska koras.

De positiva processkontrollerna med mengovirus (PPC) analyseras i duplikat ospadda och spadda 1:10.

En spadningsserie om totalt fyra koncentrationer (till 10%) gérs av PEK extraherat mengovirus-RNA dar varje
spadning analyseras i duplikat.
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Inhibition

Franvaro av PCR-inhiberande substanser i ett livsmedelsprov maste alltid sékerstallas. Alla
nukleinsyraextraherade prov spads 1:10 med nukleasfritt vatten. Den negativa processkontrollen behover inte
spadas. For att berdkna inhibitionseffekten anvands ocksa en extern amplifieringskontroll (EK) som satt till ett
av provreplikaten och jamfors med ett prov utan matris.

7. Provhantering

Mottagning av prov enligt instruktion ”"Provhantering pa mikrobiologiska enheten”, MI-i052, provberedningen
sker sedan enligt "Utférande, Steg 1: Virusextraktion”.

8. Utforande

Anvand ”Analysformuldr MI-m490 Hepatit A och Norovirus i bar och bladgronsaker” som finns pa servern under
S:\Organisation\UN\UN_MI\Kvalitet\Blanketter & Mallar\Analysformular\Utbrott.

Steg 1: Virusextraktion

Forbered med att starta centrifug Beckman Avanti J26 sa att den far justera temperaturen till 5+3 °C. Beckman
Avanti J-26 med rotor JS-7.5 ar den centrifug som anvands for alla centrifugeringar till och med punkt 12. For
centrifugering med 1,5 mL mikrocentrifugrér anvinds Beckman Microfuge” 22R som behéver anta 543 °C innan
centrifugering.

1. Klipp ned fyra 400 mL natfilter (Seward Stomacher’ lab system classic 400 filter bag) till ca hélften och
tréd dessa i fyra sterila 250 mL b&gare. Kasta plastpasarna

2. Vag upp provet i tre delprov om 2520,3 g bar eller bladgronsak, som fordelats i bitar om maximalt 2,5
cm x 2,5 cm x 2,5 cm storlek, i tre filterpasar. Den fjarde pasen ar till for den negativa processkontrollen
utan matris

3. Om provet ar fruset |at det minst yttina

4. Tillsatt 300 pL (1140 U) pectinas fran A. aculeatus till 401 mL TGBE-buffert for barproven, till
bladgronsaker satts endast 401 mL TGBE-buffert. Tillsatt 50 uL mengovirus 1:50 som Positiv
processkontroll till TGBE-bufferten utom till den som skall anvdndas till den negativa processkontrollen

5. Inkubera proverna pa ett skakbord med ca 60 rpm i 201 min. OBS! Det &r viktigt att hela provet tacks
av buffert. Tryck annars ned matrisen med hjalp av elektroden. Mat pH i vatskan 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 matning desinficeras elektroden genom att skélja med MilliQ vatten, tvatta med 3 % Deconex 11,
torka forsiktigt av med Kleenex, tvatta med DAX 70+, skolj med MilliQ vatten och torka ater forsiktigt av
med Kleenex. Varje gang pH justeras 6kas inkubationstiden med 10 min

6. Ta ur filterpasen med provet och |at vatskan rinna av ned i bagaren och slang sedan filterpasen i hink for
smittsamt material.

7. Satt filtratet till ett 50 mL koniskt centrifugrér. Om det inte far plats fordelas filtratet jamnt pa tva 50 mL
koniska centrifugrér sa det inte uppstar obalans i centrifugeringen. Centrifugera 10000 x g vid 53 °C i
30+5 min med Beckman Avanti J26
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8. Samla provet, supernatanten, i en steril 100 mL bagare och justera pH till 7,0£0,5 med 5 M och 1 M HCI.
Samma desinficering av elektroden som i punkt 5 skall anvdandas mellan proverna

9. Mat volymen prov och férdela jamnt pa tva nya 50 mL koniska centrifugror

10. Tillsatt 5xPEG I6sning av en volym motsvarande % av provvolymen i vardera roér och skaka provernail
min for hand

11. Inkubera proverna vid 5+3 °C i 6045 min pa ett rotationsbord

12. Centrifugera proverna 10000 x g vid 5+3 °C i 3045 min sa att en pellet bildas. Hall forsiktigt av
supernatanten utan att stoéra pelleten. Centrifugera ytterligare 51 min 10000 x g vid 5+3 °C. Ta bort all
aterstaende vatska med hjalp av en snabbpipett

13. L6s upp de tva pelletarna genom att tillsatta 400£10 pL PBS till det ena pelleten och 16s genom
upprepad pipettering. Nar pelleten ar fullstandigt |6st foérs PBSen over till den andra pelleten som |6ses
pa samma satt. For sedan over till sterila 1,5 mL eppendorfror. Bladgronsaksprov kan nu
nukleinsyraextraheras eller frysas ned i -70 °C i avvaktan pa nukleinsyraextraktion

14. Till barprover tillsdtts 400+10 pL mix av 1:1 kloroform/1-butanol. Vortexa och inkubera i 5+1 min vid
rumstemperatur

15. Centrifugera barprovet 10000 x g vid 53 °Ci 151 min med Microfuge® 22R

16. For 6ver vattenfasen (den 6vre fasen) till nya sterila eppendorfror och forvara provet i -70 °C fram till
nukleinsyraextraktion om inte provet skall nukleinsyraextraheras direkt.

Steg 2: Nukleinsyraextraktion och inhibitionsborttagning

Nukleinsyraextraktion: RNA extraktion goérs med Biorobot” EZ1 och EZ1 Virus Mini Kit 2.0 enligt instruktion MI-
i464 "BioRobot® EZ1”. Folj anvisningarna i displayen och stall in 400 pl prov som elueras i 90 pl. En Positiv
extraktionskontroll (PEK) med 50 pl Mengovirus 1:50 spadd till totala 400 pl med PBS. Satt 60 puL cRNA till réren
enligt anvisning i displayen.

Inhibitionsborttagning: Manga livsmedelsmatriser medfor inhibitorer i PCR reaktionen och bor renas bort.
Zymo OneStep PCR inhibitor Removal Kit anvandas enligt instruktionen nedan for alla prover med matris. Kittet
ar utformat for att ta bort inhibitorer som kan hamma PCRen.

1. Knipsa av basen pa Zymo-Spin™ IV-HRC kolonnerna (gront lock) och ta av locket for en av vardera
nukleinsyraextraktion

Placera dem i varsitt uppsamlingsrér och centrifugera med 8000 x g i 3 min

Placera sedan Zymo-Spin™ IV-HRC kolonnerna i nya 1,5 mL centrifugrér

Satt nukleinsyraextrakteluatet till varsin kolonn och centrifugera med 8000 x g i 1 min

Filtratet kan nu analyseras med realtids-PCR eller frysas ned i -70 °C tills analys utfors.

vk wnN

Steg3: Realtids-PCR

Analysen gors pa instrumentet Bio-Rad CFX96 och enligt instruktion for instrumentet, MI-i103 ”Instruktion for
BIO-RAD CFX 96 realtids-PCR”.

Mastermixmall ” MI-m490.4 Sattmall & Mastermixar” finns pa servern i mappen
S:\Organisation\UN\UN_MI\Kvalitet\Blanketter & Mallar\PCR\Mastermix.
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For detektion av norovirus, HAV och mengovirus satts 20 pL mastermix till brunnarna, férvara och arbeta sedan
med plattan i kylblock.

Replikat
For varje delprov satts:
3 brunnar med 5 pl ospatt prov till norovirus
3 brunnar med 5 pl prov spadd 1:10 till norovirus

3 brunnar med 5 pL ospétt prov till HAV
3 brunnar med 5 pl prov spadd 1:10 till HAV

2 brunnar med 5 pL ospatt prov till mengovirus
2 brunnar med 5 pL prov spadd 1:10 till mengovirus

For negativ processkontroll satts (NPC):
2 brunnar med 5 pl ospatt prov till norovirus
2 brunnar med 5 plL ospatt prov till HAV
2 brunnar med 5 pL ospatt prov till mengovirus

Positiv extraktionskontroll Mengo (PEK):
2 brunnar med 5 pL ospatt prov till mengovirus
2 brunnar med 5 pL prov spadd 1:10 till mengovirus
2 brunnar med 5 pL prov spadd 1:100 till mengovirus
2 brunnar med 5 pL prov spadd 1:1000 till mengovirus

Positiv PCR och inhibitions kontroll norovirus/HAV (PTC/N/H):
2 brunnar med 5 pl nucleasfritt vatten + 2 pL EK GI+Il RNA till norovirus
2 brunnar med 5 pL nucleasfritt vatten + 2 uL EK HAV RNA till HAV

Till en brunn av varje ospatt prov och 1:10 spatt satts 2 uL EK RNA av motsvarande virustyp for
Norovirus och HAV

Negativ PCR kontroll (NTC):
2 brunnar med 5 pL nucleasfritt vatten satts till norovirus
2 brunnar med 5 pL nucleasfritt vatten satts till HAV
2 brunnar med 5 pL nucleasfritt vatten satts till mengovirus
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Operator

Namn Efternamn
1 2 3 4 5 6 7 8 9

RT-PCR for detektion av Norovirus GI+1 Duplex, HAV och Mengovirus

Datum for analys
JOOKK-XX-XX
10 11 12

Prov 1 Prov 2

. Prov1(-1) . Prov 2 (-1)
Prov1 Prov1l |(ospadd)+| Prov1 Prov 1 VR Prov 2 Prov2 |(ospadd)+| Prov2 Prov 2 + HAV EK
(ospadd) | (ospadd) | HAV EK (-1) (-1) (ospddd) | (ospadd) | HAV EK (-1) (-1)
RNA RNA
RNA RNA
Prov 3 H20 + H20 +
. Prov 3 (-1)
Prov 3 Prov3 |(ospadd)+| Prov3 Prov 3 HAV EK HAV EK NTC NTC
" . + HAV EK NPC NPC
(ospadd) | (ospadd) | HAV EK (-1) (-1) o RNA RNA H20 H20
RNA (PTCH) (PTCH)

Bild1. Exempelmall for sattning av prov och kontroller fér RT-PCR.

PCR program:
RT steg: 20 min 50 °C
Enzymaktivering: 5min95°C
50 cykler: 15 sek 95 °C

45 sek 60 °C (Avlasning fluorescens)

Norovirus proverna avldses i kanalerna FAM for NoV Gl och HEX fér NoV Gll medan mengovirus och HAV endast

avlases i FAM-kanalen.

9. Berdkning och/eller utvardering

Kontrollera och godkdnn radatakurvorna sa att de ser typiska ut med exponentiell amplifiering och sigmoida
kurvor. Satt tréskelvardet for de olika fluoroforerna/PCRerna enligt tabellen nedan.

PCR/Fluorofor Troskelvarde

Norovirus GGI/FAM 60

Norovirus GGII/HEX 60

Hepatit A/FAM 80

Mengovirus/FAM 60
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Prover med kurvor som passerar troskelvardet ges ett Cq varde. Ett SQ, kvantitativt, varde ges till
mengovirusprover som kvantifierats med spadningsserien av PEK.

Negativ PCR kontroll (NTC): Skall vara negativa annars kan en kontamination ha skett vid
mastermixuppsattningen eller PCRen. Proverna maste da analyseras om med PCR om inte tidigare
kontamination har skett. Osdkerhet uppstar da endast en av tva kontroller blir negativa och en bedémning om
omanalys bor goras av ansvarig mikrobiolog.

Negativ processkontroll (NPC): Skall vara negativ for Norovirus, HAV och mengovirus annars kan en
kontaminering mellan prover eller externt ha skett. Vid positiv mengovirussignal uppstar en osdkerhet och
beroende pa resultaten pa patogenerna kan analysen behova géras om. Om alla patogener ar negativa kan
resultatet 4nda godkannas trots overforing.

Positiv PCR kontroll (PTCN/H): PTCN skall vara positiv foér bade Gl och Gll annars kan nagot i norovirus-PCRen ha
gatt fel och falskt negativa prover kan forekomma och samma galler for HAV PCRen och PTCH. Analysen maste
da goras om. Cq vardena skall féras in i kontrollkort och bor ligga inom det avgransade omradet pa 2 sd. Om Cq
ligger utanfor kontrollkortets avgransning (3 sd) bor ansvarig mikrobiolog bedéma om analysen skall géras om
eller inte.

Extern amplifieringskontroll (EK): Skall vara positiv for respektive patogen i de spikade delproven. Om inte kan
provet vara helt inhiberat och resultatet ar da inte palitligt. En inhibitionsgrad kan beraknas genom att jamfora
de spikade delproven med den spikade positiva PCR kontrollen.

Positiv extraktions- & PCR kontroll (PEK/PTCM): Skall vara negativ fér patogener men positiv fér mengovirus
annars kan nagot i mengovirus-PCRen eller extraktionen gatt fel och falskt negativa prover kan férekomma.
Analysen kan da behéva goéras om, kontakta ansvarig mikrobiolog for fortsatt analys. Gor en seriespadning av
PEK ned till 103, seriespadningen i mengovirus-PCRen anviands som en standard for att fa SQ-varden. SQ-
vardena anvands for att berdkna extraktionseffektivitet och inhibitionseffekt. Fungerar dven som en Positiv PCR
kontroll fér Mengovirus (PTCM) for att kontrollera sa att PCRen och nukleinsyraextraktionen fungerat.
Medelvardet for Cq mengovirus for 1:10 spadningen skall foras in i kontrollkort for mengovirus och bor ligga
inom det avgransade omradet pa 2 sd. Om Cq ligger utanfor kontrollkortets avgransning (3 sd) bor ansvarig
mikrobiolog bedéma om analysen skall géras om eller inte.

Positiv processkontroll (PPC): Kontrolleras med mengovirus PCRen dér alla prover, utom Negativa
processkontrollen (NPC) och Negativa PCR kontrollen (NTC) ska vara positiva med typiska amplifieringskurvor. |
annat fall kan nagot ha gatt fel vid extraktionen eller sa kan provet vara starkt inhiberat. Inhibitionen
kontrolleras genom att jamfora SQ fér ospatt prov med 1:10 spddningen i mengovirus-PCRen. Om endast positiv
signal finns i 1:10 spadningen ar provet inhiberat och det paverkar sensitiviteten pa analysen.

Positivt prov: Prover med typiska, sigmoida kurvor som passerar troskelvardet innan Cq 42 betraktas som
positiva. Prover positiva for bade NoV Gl och Gll kan forekomma.

Tolkningssituationer
e Om endast ett av tva replikat av ett prov blir positivt bor provet konfirmeras med PCR och fler replikat.
Vid laga koncentrationer templat &r det rimligt att inte alla replikat blir positiva. Konfirmering gors
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genom att analysera tre brunnar av osakert prov. Om minst ett av tre replikat blir positivt sa tolkas
provet som positivt.

e Patogen detekteras i delprovet och mengovirus i PPC eller patogen i delprovet och inte mengovirus i
PPC sa tolkas provet positivt.

e Detekteras inte nagon patogen i delprovet men mengovirus i PPC bedéms provet som “patogen ej
detekterad”.

o Detekteras endast mengovirus i PPC 1:10 spadningen ar proverna troligvis inhiberade och sensitiviteten
lagre.

e Detekteras ingen patogen i delprov eller den externa kontrollen, PPC mengovirus, (dven efter spadning)
gar det inte att faststalla om provet ar positivt eller negativt. Provet bor da analyseras om.

Negativt prov: Om norovirus-PCRen alternativt HAV-PCRen ar negativ medan mengovirus PPC &r positiv utan
storre inverkan av inhibition bedoms provet som ”"patogen ej detekterad”. Det betyder inte att provet ar
negativt utan endast att patogenen inte kan detekteras.

Berdéikningar:
Kontroll av inhibition och amplifieringseffektivitet: Jamfor Cq resultatet fran externa amplifieringskontrollen (EK)
med den positiva PCR kontrollen (PTCN/H) for respektive patogen i bade ospatt och spatt prov. Om Cq skiljer sig
<2,00 i det ospadda provet jamfért med PTCN/H kan det ospadda provet anvdndas i utvarderingen. Om
skillnaden ar storre bor resultaten fran 1:10 spadningen anvandas. Om 1:10 spadningens resultat skiljer sig
>2.00 Cq ar det mojligt att provet ar for inhiberat for att vara godkant och kan behdva analyseras om. Om ett
prov visar positivt for en patogen men inte kommer upp i godkand amplifieringseffektivitet kan det dnda
rapporteras som positivt.

Amplifieringseffektivitet (AE): Mv Cq Patogen PTCN/H - Mv Cq Patogen EK prov = <2.00

Extraktionseffektivitet: Gor en standardkurva av mengovirusspadningsserien i Bio-RAD CFX-manager
programmet genom att sitta det ospadda provet som 1x10%. Ta bort uppenbara outliers som inte passar i
kurvan och ett r’ virde pa >0,98 bor uppnas. Effektiviteten bor vara mellan 90-110% och kurvan maste innehalla
minst ett resultat pa tre olika nivaer. FOr vartdera prov beraknas extraktionseffektiviteten genom att ta
medelvardet av SQ for mengovirus pa proverna, var spadning for sig, och dela med medelvardet for SQ for
motsvarande spadning av positiva extraktionskontrollen (PEK). Extraktionseffektiviteten skall rapporteras i
resultatsammanstallningen. For att analysen skall vara godkand skall en extraktionseffektivitet pa minst 1 %
uppnatts. Om ett prov visar positivt for en patogen men inte kommer upp i godkdnd extraktionseffektivitet kan
det anda rapporteras som positivt.

Extraktionseffektivitet (E): Mv Mengovirus SQ prov(PCR U/ 5 uL) / Mv Mengovirus SQ PEK (PCR U/uL) x 100 = X%

(’ Styrande dokument | Utarbetad av: UN/MI/RONE Galler fr.o.m: 2014-02-05/ HLIN Sid 12 (14)
LSDok Ersatter: MI-m490.4/ 2013-12-12 Dokumenttyp: Metod

LIVSMEDELS UN/MI Kvalitetsgranskad av: JIMKJE

VERKET

OBS! Vid utskrift pa papper har Du sjalv ansvar for att Du har senaste utgavan.




Dokumentbeteckning: SLV MI-m490.5

10. Utsvarning av resultat

Analyserade prov: Vilka prov analyserades och hur manga delprov.
Metod: Fransteg fran beskriven metod rapporteras tillsammans med problem som kan ha paverkat resultatet.

Detektionsgranser: Rapportera tLOD och mLOD.
tLOD for ett 25 g prov analyserat enligt metoden ar 20 virusgenom for ospadda prover och 200
virusgenom for 1:10 spadningar.
mLOD &r den samma f6r alla tre patogener och &r 5000 virus/25g motsvarande 200 virus/g
matris.

Extraktionseffektiviteten: Rapportera extraktionseffektivitet fér vartdera prov. Om ett positivt prov svaras ut
som positivt trots en 1ag extraktionseffektivitet skall det rapporteras.

Positivt prov: For att resultat skall kunna lamnas ut maste alla kontroller vara godkénda. Ett prov med ett Cq
varde och kurvor med typiskt utseende bedéms som ett positivt prov. Da kan ett svar som lyder ”virusgenom
detekterat i 25 g” lamnas ut.

Negativt prov: Om norovirus-PCRen ar negativ medan PPC &r positiv utan storre inverkan av inhibition bedéms
provet som “patogen ej detekterad”. Det betyder inte att provet ar negativt utan endast att patogenen inte kan
detekteras.
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NPC Detektion med kvalitativ RT-PCR
Bio-Rad CFX96 2,5 h

TGBE-buffert

Pectinase . t

Vattenfasen RNA extraheras
EZ1 Biorobot 45 min, Zymo inhibitor removal

Skakinkubering ' PEK

200 rpm, 40 min

-

pH halls vid 9,5

Centrifugering
10000 x g, 5°C, 15 min

-

Centrifugering t
10000 x g, 5°C, 30 min Reningssteg med
kloroform/1-butanol

L]

Tillsatt PEG/NacCl
Pellet [0ses i PBS

$ ]

Justera pH till 7,0

-

Inkubera Centrifugering
60 min 5°C 10000 x g, 5°C, 30+5 min
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Bilaga 2

Dokumentbeteckning SLV MI-m104.1

Kvantitativ detektion av Norovirus och Hepatit A i Bivalver

1. Forord

Ny metod.
2. Inledning

Norovirus (NoV) ar det virus som orsakar vinterkrdksjukan och ar ett enkelstrangat RNA virus utan holje som
tillhor familjen Calicieviridae. Det finns fem olika genogrupper (G) av norovirus men endast tre, G |, Il och IV,
infekterar manniskor. De orsakar gastroenterit dar Gl och Gll ar vanligast, GIV dr ovanlig men kan férekomma.
Metoden kan endast detektera Gl och Gll men specificerar vilket genogrupp.

Hepatit A (HAV) ar ett icke holjeférsett RNA virus som tillhor familjen Picornaviridae. HAV kan orsaka akut
hepatit och det finns tre humanpatogena genogrupper (I-11l). Metoden kan detektera alla tre genogrupperna
men inte specificera vilken.

Bade norovirus och hepatit A ar viktiga agens vid fododmnesburna virala utbrott. Smitta sker genom den fekal-
orala vagen, fran person till person, kontaminerad mat eller genom kontaminerat vatten. Bivalver kan
ackumulera virus genom att filtrera stora mangder vatten, vid dalig upphettning under tillagning 6verlever
viruset och kan da orsaka sjukdom. Det finns inga odlingsmetoder for dessa virus fran livsmedel. Detektion gors
da med hjalp av molekylarbiologiska metoder, som omvéand transkriptions kvantitativ PCR (RT-qPCR). Livsmedel
innehaller ofta mycket inhibitorer som inhiberar RT-qPCR, det ar darfér viktigt med en bra metod for att fa rent
RNA. Denna metod kan specifikt pavisa och kvantifiera norovirus Gl, Gll och HAV i bivalver.

Metoden bygger pa 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 fran ISO standaren ar att: Norovirus analyseras i duplex istallet for singelplex i PCR
reaktionen. For att undivka variation pa grund av pippetering tillsdtts 2 uL EK RNA istéllet for 1 pL. Den positiva
processkontrollen (PPC) satts i tva brunnan istéllet for rekommenderade en.

Denna metod éar inte validerad men slutdetektionen mr PCR ar den samma som den validerade SLV MI-m490.
Metoden kontrolleras arligen med ”proficiency test” utskickat av EURL:et for bakteriell och viral kontaminering
av tvaskaliga blotdjur, CEFAS Weymouth.

Detektionsgriinser

Den teoretiska detektionsgransen (tLOD) for metoden ar den lagsta koncentrationen virus som i teorin kan
detekteras i ett prov pa 2 g hepatopancreas. tLOD varierar beroende av homogenatvolymen i virusextraktionen
och maste berdknas. For ett typiskt prov med 2,5 mL homogenat ar det 25 virusgenom/g hepatopancreas for ett
ospatt prov och 250 for ett prov spatt 1:10.
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Den praktiska detektionsgransen (pLOD), ar den lagsta nivan virus som i valideringen kunnat detekteras i matris
spikad med virus. Detta har inte utvarderats i denna metod.

Kvantifieringsgransen (LOQ) ar den lagsta koncentrationen av viruset i ett prov som kan bli kvantitativt bestamt
med en accepterad niva av precision under experiment férhallandena beskrivna i metoden. Detta har inte
utvdrderats i denna metod.

| varje enskild PCR &r reaktionskansligheten (rLOD) den lagsta koncentrationen virusgenom dar alla prover i en
serie om fem replikat i tre omgangar blir positiva utan matris. For HAV och norovirus, bade Gl och GlI, ar rLOD
10 genomkopior/reaktion (SLV MI-v490.1).

Sdkerhetsatgarder

Norovirus och HAV tillhér riskklass 2 patogener och dr mycket infektidsa, sa lite som 10-100 viruspartiklar kan
orsaka sjukdom. Var noga med att tvitta handerna med tval och vatten och rengér arbetsytor med DAX 70+
eller 10 % klorinlosning. Etanol ar inte effektivt mot NoV och HAV.

Mengovirus dr ett murint virus fran familjen Picornaviridae. Mengovirusstrangen MC, (ATCC VR-1957) ir ett
rekombinant (deletion) virus som saknar Poly(C) omradet, till skillnad fran vildtypviruset. Detta gor att
phenotypen blir avirulent men behaller alla tillvixtegenskaper

Nar bivalverna 6ppnas ska bivalvhanden skyddas med en skyddshandske i metall.

3. Princip

Metoden bygger pa 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 mangder vatten och deras matsmaltningssystem, hepatopankreas, kan ackumulera de
virus som finns i vattnet. FOr att extrahera virus dissekeras hepatopancreas ut fran minst 10 bivalver, finférdelas
och proteinerna bryts sedan ner med hjalp av en proteinase K 16sning, vilket frigor viruset fran vavnaden. Efter
centrifugering finns virusen sedan i vatskefasen. Hela processen kontrolleras med mengovirus som en positiv
processkontroll.

Steg 2 RNA-Extraktion

En bra nukleinsyraextraktionsmetod ar nodvandig for att fa bort sa mycket inhibitorer som mojligt. Metoden
som anvands bygger pa BOOM-kemi (Boom R. 1990) dar RNA binds till magnetiska kiselpartiklar efter att
viruskapsiden har lyserats med hjalp av guanidinthiocyanat. Med hjalp av MiniMag tvattas nukleinsyran innan
den elueras fran kiselpartiklarna.
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Steg 3 RT-qPCR (Reverse Transkriptase Quantitative Polymerase Chain Reaction)

RT-qPCR &r en mycket kdnslig metod och ar en av fa metoder som kan detektera och kvantifiera virus som inte
kan odlas (ex NoV och HAV). Metoden anvander enstegs omvand transkriptions kvantitativ PCR med TagMan
prob. | PCRen sker den omvanda transkriptionen och forstarkningen av DNA i samma ror. TagMan proben ar en
oligonukleotid med en fluorofor i ena dnden och en quencer i den andra. Under reaktionen kommer proben att
brytas ned och fluorocens signalen kommer 6ka proportionerligt med férstarkningen av PCR produkten. Vid
jamforelse med en spadningsserie standard kan resultatet kvantifieras.

Primrar och prober for norovirus ar designade for ett omrade mellan open reading frame 1 (ORF1) och ORF2
och analyseras i ett i duplex utférande fér Gl och GIl. GI primrarna amplifierar en strécka pa 86 bp som
motsvarar nucleotiderna mellan 5291-5376 i norwalkviruset (GenBank M87661). Gll primrarna amplifierar en
stracka pa 89 bp som motsvarar nucleotiderna mellan 5012-5100 i lordsdaleviruset (GenBank X86557). HAV
primrarna amplifierar singelplext en produkt pa 173 bp som motsvarar nucleotiderna mellan 68-240 i HAV
isolatet HM17443c (GenBank M59809) i ett icke variabelt omrade. Mengovirus PCRen analyseras parallelt med
patogerena i singelplex form. Primrarna amplifierar en produkt pa 100 bp som motsvarar nucleotiderna mellan
110-209 i mengovirusstrangen MC, 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 for PCR”, MI-
i092.

Virusextraktion: Artikel (nr)/placering: Hallbarhet:
Mengovirus 1:50 Lada 3:6i-70°C frysen
Proteinase K (3U/mL) P6556-100MG Fryst 6 man

Nukleinsyraextraktion:
PBSpH 7,4 MI-i089.1
NucliSENS® Magnetic Extraction Reagents 200293 Enl. tillverkare
- SIL
- Washbuf1
- Washbuf 2
- Washbusf 3
- EluBuf
NucliSENS® Lysis Buffer (2 ml ror) 200292 Enl. tillverkare

Realtids RT-qPCR:

Extern amplifieringskontroll (EK) NoV GI & GlI

EK HAV

Plasmid NoV Gl & GlI

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 uM CGC TGG ATG CGN TTC CAT 400 nM
NV1LCR (R) 20 uM CCT TAG ACG CCATCATCATTTAC 400 nM
NVGGIp (P) 10 uM FAM-TGG ACA GGA GAY CGC RAT CT-BHQ1 200 nM
QNIF2 (F) 20 uM ATG TTC AGR TGG ATG AGR TTC TCW GA 400 nM
COG2R (R) 20 pMm TCG ACG CCATCTTCATTCACA 400 nM
QNIFS (P) 10 uM HEX-AGC ACG TGG GAG GGC GAT CG-BHQ1 200 nM
Virus RT mix 0,25 pl
Rnase fritt vatten 11,75 ul
Templat Sul
Slutvolym 25 ul

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 uM GCG GGT CCQ GCC GAA AGT 500 nM
Mengo 209 (R) 20 uM GAA GTA ACA TAT AGA CAG ACG CAC AC 900 nM
Mengo 147 (P) 10 uM FAM — ATC ACA TTA CQG GCC GAA GC — MGB/NFQ 250 nM
Virus RT mix 0,25 uL
Rnase fritt vatten 12,38 uL
Templat Sul

Slutvolym 25l

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 uM TCA CCG CCG TTT GCC TAG 400 nM
HAV 240 (R) 50 uM GGA GAG CCCTGG AAG AAAG 400 nM
HAV 150 (P) 5 uM FAM — CCQ GAA CCQ GCA GGA ATT AA— MGB/NFQ 250 nM
Virus RT mix 0,25 uL
Rnase fritt vatten 12,50 uL
Templat 5ul

Slutvolym 25l

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)
Skakvarmeblock 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

Sma och stora petriskalar

Pipetter och spetsar 1000 uL, 200 pL, 10 pL
Spatel/sked

15 mL centrifugroér

Microcentrifugrér 1,5 mL (REF nr 200294)
0,5 mL ror

Is

6. Kvalitetssakring

Kontroller

Kontroller och standarder hanteras enligt instruktionen ”Hantering av nukleinsyra till realtids PCR, MI-i051".
Beskrivning av PCR-kontrollerna och flédesschema for dessa finns i “Instruktion for arbete med
molekylarbiologiska metoder, MI-i439”.

Positiv processkontroll (PPC): For att méata forslust av virus genom alla delar av metoden och berakna
extraktionseffektiviteten for analysen tillsatts en kind mangd mengovirus till alla prov. Viruset som anvands ar
odlat mengovirus, strang MCq, (ATCC VR-1957), och har liknande 6verlevnad i miljén som patogenerna.
Virusstammen har erhallits fran Danmarks tekniska universitet och uppodlats pa Sveriges veterinarmedicinska
anstallt. Stockviruset spads 1:50 med PBS och forvaras vid -70°C i aliqouter. 50 pL spikas till varderarér med 2 g
hepatopankreas. Virusaliquoter finns i Idda 3:6 i -70°C frysboxen.

Negativ processkontroll (NPC): Da stora delar av alla musslor och ostron ar positiva for norovirus ar de svara att
anvanda som negativ kontroll, istallet anvdands 2 mL PBS pH 7,4. NPCn gar igenom hela analysen som ett
negativt prov for NoV, HAV och mengovirus.
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Positiv extraktionskontroll (PEK): Mengovirus 50 uL spatt 1:50 satts till 450 uL PBS och extraheras med Minimag
tillsammans med de andra proverna. En spidningsserie med nukleinsyran gors ned till 10~ och anvinds sedan
som standard for extraktionseffektivitetsberdkningen och som kontroll av att nukleinsyra extraktionen fungerat.
Cqg vardet for 1:10 spadningen av PEK fors in i kontrollkortet fér mengovirus-PCRen.

Positiv PCR och inhibitions kontroll (PTC N/H och EK): Den externa amplifieringskontrollen (EK) kontrollerar hela
RT-gPCRen. Kontroll RNAt har omvant transkriberats och renats fran dubbelstrangat plasmid DNA fér norovirus
Gl, Gll och HAV erhallen fran EURL:et och konstruerade av Dr. Soizick LeGuyader (Le Guyader et al., 2009).
Patogenspecifikt RNA satts till varje prov och utgor da den positiva processkontrollen for NoV (PTCN) och for
HAV (PTCH). For att kunna maéta inhibitionen jamfors resultaten fran PTCN/H med EK RNA tillsatt i endast
vatten. P3 s3 satt kan bade PCR funktionen och inhibitionsgraden kontrolleras.
Koncentrationen pa Kontroll RNA:t bor vara mellan 1x10° och 1x10%. For att kvantifiera RNA anvinds en
standard av den plasmid som den ar konstruerad ifran. Plasmidens koncentration bestams genom att méta
absorbansen vid 260 nm pa nanodrop.
Berdkna sedan:
1. Abs 260 nM x 5x10°® = Konc g DNA/pL (alternativt omvandla nanodroppens n(p)g/uL till g/pL)

Storleken pa plasmiderna ar:
NoV GI 3287bp, NoV Gll 3292 bp och HAV 3370bp. Molekylmassan pa ett genomsnittligt bp antas vaga 607,4
dividerat med avogadroskonstant (6,02x10%%) g
2. Langd plasmid x 607,4 / 6,02x10* = g/plasmid
3. Konc g DNA/uL/ (Gl, GlI, HAV) g/plasmid = Plasmider/uL

Negativ PCR kontroll (NTC): Nucleasefritt vatten for kontroll av ospecifika signaler fran PCR-mastermixarna.

Seriespddning norovirus (SSN): Plasmid DNA med norovirus Gl och Gll poolade i en serie mellan 10° till 10
plasmider/ul av vardera genogrupp. Spadd i nucleasefritt vatten.

Seriespédning HAV (SSH): Plasmid DNA med HAV i en serie mellan 10°till 10" plasmider/pl. Spadd i nucleasfritt
vatten.

Kontrollkort

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

Kontrollkortsdata ska utvarderas enligt instruktion "Kontrollkort och styrdiagram” UN-i027. Varningsgransen ar
2 standardavvikelser och atgardsgransen ar 3 standardavvikelser fran medelvardeslinjen.
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Replikat

Livsmedelsprov och nukleinsyraextraktion

Vid utbrottsanalyser eller vid andra inkomna prov bor minst tio bivalver extraheras till ett prov. Vid
kartlaggningar eller i 6vriga projekt kan undantag goras och respektive projekt bestimmer hur manga bivalver
och prov som ska analyseras.

PCR

Vid utbrottsanalyser eller vid andra inkomna prov ska duplikat analyseras. Aven en 1:10 spidning av alla prover
utom NPC skall analyseras i duplikat. Vid kartlaggningar eller i 6vriga projekt kan undantag goéras och respektive
projekt bestammer hur manga replikat som ska koras.

De positiva processkontrollerna med mengovirus (PPC) analyseras i duplikat ospadda och sddda 1:10 fér varje
prov.

En spadningsserie om totalt fyra koncentrationer (till 10%) gérs av PEK extraherat mengovirus-RNA dar varje
spadning analyseras i duplikat.

Inhibition

Franvaro av PCR-inhiberande substanser i ett livsmedelsprov maste alltid sdkerstéllas. Alla
nukleinsyraextraherade prov spads 1:10 med nukleasfritt vatten. Den negativa processkontrollen behover inte
spadas. For att berdkna inhibitionseffekten anvands ocksa en extern amplifieringskontroll (EK) som satts till ett
av prov replikaten och jamférs med ett prov utan matris.

7. Provhantering

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

8. Utférande

Anvand ”Analysformuldr MI-m104 Hepatit A och Norovirus i bivalver” som finns pa servern under
S:\Organisation\UN\UN_MI\Kvalitet\Blanketter & Mallar\Analysformular\Utbrott.
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Steg 1 Virusextraktion:

Bivalverna bor vara vid liv ndr metoden pabdrjas, om de ar frysta bor de vara oskadade. Starta med att ta bort
lera och smuts fran skalen utan att sénka ned dem i vatten. Arbeta sedan sa mycket det gar med proverna pa is.

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

2. Dissekera ut hepatopancreas (brun vavnad) fran alla djuren och lagg dem i en ren petriskal. Forsok att fa
bort sa mycket annan viavnad som maijligt fran hepatopancreas. Minst 2 g hepatopancreas behovs.

Bild 2: Utseende pa hepatopancreas. Dissikera bort allt utom den bruna vavnaden.
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3. Finfordela alla hepatopancreas till en samlad kramig pastaliknande konsistens med hjalp av en steril
clickskrapa.

Bild 3: Finférdelad hepatopancreas utan fett

4. Vag upp 20,2 g av de poolade och finférdelade hepatopancreaserna till ett 15 mL centrifugror.

5. Tillsatt 50 pL 1:50 mengovirus processkontroll till provet.

6. Hall upp 2 mLPBS pH 7,4 i ett 15 mL centrifugror, detta prov fungerar som NPC och behandlas precis
som proverna.

7. Tillsatt 2+0,2 mL Proteinase K 16sning och vortexa provet.

8. Inkubera provet i skakvarmeblock vid 37+1°Ci 60+5 min med 750 rpm skak.

9. Placera provroren i skakvarmeblock/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. For 6ver supernatanten till rent ror och notera volymen i mL. Ga vidare med nukleinsyraextraktion.

Steg 2: Nukleinsyraextraktion

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

En positiv extraktionskontroll (PEK) innehallande 50 pl 1:50 mengovirus processkontroll spadd i 450 ul PBS
extraheras tillsammans med proverna och NPC.

Forberedelser: Alla reagenser skall anta rumstemperatur och blandas noga innan anvandning. Lyseringsbuffert
och Washbuffer 1 ska forvarmas i 30 minuter vid 37°C sa att |6sa upp alla kristaller, I6sningarna ska sedan anta
rumstemperatur innan anvandning.

1. For over 500 pl av supernatanten till ett MiniMAG lysisror med 2 mL lysisbuffert och vortexa provet
2. Inkubera provet i rumstemperaturi 10 min
3. Vortexa kiseldioxidlosningen (SIL, vit kork) satt till 50 pL 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. Hall av supernatanten utan att stéra pelleten
7. Mark upp 1,5 mL mikroror och placera i MiniMAG instrumentet utan lock. Magnetstallet ska vara
bakatlutat.
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8. Los pelleten i 400 pL washbuffer 1 och for over till 1,5 mL rér i miniMAGen. Undvik att fora éver skum.

9. Placera magnetstallet i uppratt lage och tvatta med stegmixning, STEP 1, i 30 s.

10. Avlagsna vatskan utan att stora partiklarna (ha magnetstallet i uppratt lage).

11. Fall magnetstéllet bakat och tillsatt 400 pL washbuffer 1

12. Upprepa steg 9-10

13. Fall magnetstéllet bakat och tillsdatt 500 pL washbuffer 2

14. Upprepa steg 9-10

15. Fall magnetstallet bakat och tillsatt 500 pL washbuffer 2

16. Upprepa steg 9-10

17. Fall magnetstallet bakat och tillsatt 500 pL washbuffer 3

18. Placera magnetstallet i uppratt lage och tvatta med stegmixning i 15 s vid STEP 1. Var noga med att
avlagsna all washbuffer

20. Ta ur réren ur instrumentet och tillsatt 100 uL elueringsbuffert, satt pa locket pa proverna. Knapp
forsiktigt pa roret sa att kiseldioxidpartiklarna samlas i botten, centrifugera ej proverna

21. Placera microroren i skakvdarmeblock i 5 min vid 60°C vid 1400 rpm. Viktigt att varmeblocket fér 1,5 mL
ror ar isatt annars flyger proven ur.

22. Satt microroren i ett magnetiskt provrorstall och 6verfor den extraherade nuckleinsyran utan att fa med
kiseldioxidpartiklarna till nya ror.

23. Forvara 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 gors pa instrumentet Bio-Rad CFX96 och enligt instruktion for instrumentet, MI-i103 ”Instruktion for
BIO-RAD CFX 96 realtids-PCR”.

Mastermixmall “Sattmall & Mastermixar” finns pa servern i mappen
S:\Organisation\UN\UN_MI\Kvalitet\Blanketter & Mallar\PCR\Mastermix.

For detektion av norovirus, HAV och mengovirus satts 20 pL mastermix till brunnarna, férvara och arbeta sedan
med plattan i kylblock.

Replikat
For varje delprov satts:
3 brunnar med 5 pL ospatt prov till norovirus
3 brunnar med 5 pL prov spadd 1:10 till norovirus

3 brunnar med 5 pL ospatt prov till HAV
3 brunnar med 5 pL prov spadd 1:10 till HAV

2 brunnar med 5 pL ospatt prov till mengovirus
2 brunnar med 5 pL prov spadd 1:10 till mengovirus
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For negativ processkontroll satts (NPC):
2 brunnar med 5 pL ospatt prov till norovirus
2 brunnar med 5 pL ospatt prov till HAV
2 brunnar med 5 pL ospatt prov till mengovirus

Positiv extraktionskontroll mengovirus (PEK):
2 brunnar med 5 pL ospatt prov till mengovirus
2 brunnar med 5 pL prov spadd 1:10 till mengovirus
2 brunnar med 5 pL prov spadd 1:100 till mengovirus
2 brunnar med 5 pL prov spadd 1:1 000 till mengovirus

Positiv PCR och inhibitions kontroll norovirus/HAV (PTC/N/H):
2 brunnar med 5 pL nucleasefritt vatten + 2 pL EK GI+Il RNA till norovirus
2 brunnar med 5 pL nucleasefritt vatten + 2 pL EK HAV RNA till HAV

Till en brunn av varje ospatt prov och 1:10 spatt satts 2 uL EK RNA av motsvarande virustyp for
norovirus och HAV

Negativ PCR kontroll (NTC):
2 brunnar med 5 pL nucleasefritt vatten satts till norovirus
2 brunnar med 5 pL nucleasefritt vatten satts till HAV
2 brunnar med 5 pL nucleasefritt vatten satts till mengovirus

Seriespadning norovirus (SSN)
2 brunnar med 5 pL plasmid DNA med norovirus Gl och GlI koncentration 10" plasmider/ pL
2 brunnar med 5 pL plasmid DNA med norovirus Gl och Gll koncentration 10 plasmider/ pL
2 brunnar med 5 pL plasmid DNA med norovirus Gl och GlI koncentration 10° plasmider/ pL
2 brunnar med 5 pL plasmid DNA med norovirus Gl och GlI koncentration 10* plasmider/ pL
2 brunnar med 5 pL plasmid DNA med norovirus Gl och GlI koncentration 10° plasmider/ pL

Seriespadning HAV (SSH)

2 brunnar med 5 pL plasmid DNA med HAV koncentration 10" plasmider/ L
2 brunnar med 5 pL plasmid DNA med HAV koncentration 10” plasmider/ pL
2 brunnar med 5 pL plasmid DNA med HAV koncentration 10° plasmider/ pL
2 brunnar med 5 pL plasmid DNA med HAV koncentration 10* plasmider/ L
2 brunnar med 5 pL plasmid DNA med HAV koncentration 10 plasmider/ uL
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Prov 1 Prov 1 Prov 2 Prov 2
Prov 1 Prov1 [(ospadd)| Prov1 Prov 1 (-1) Prov 2 Prov2 [(ospadd)| Prov2 Prov 2 (-1)
(ospéadd) | (ospadd) |+ G+ EK|  (-1) (-1) + Gl+ll EK | (ospadd) | (ospadd) | +GI EK (-1) (-1) + Gl EK
RNA RNA RNA RNA
Prov 3 Prov 3 H20 + H20 +
Prov 3 Prov3 [(ospadd)| Prov3 Prov 3 (-1) + | GI+IIEK | GI+lI EK NPC NPC NTC NTC
(ospadd) | (ospadd) |+ GI+I EK|  (-1) (-1) | GI+IIEK | RNA RNA H20 H20
RNA RNA (PTCN) (PTCN)
Plasmid | Plasmid | Plasmid | Plasmid | Plasmid | Plasmid | Plasmid | Plasmid | Plasmid | Plasmid
Gl+lI Gl+lI Gl+lI Gl+lI Gl+l| Gl+lI Gl+lI Gl+lI Gl+lI Gl+lI
spadning [spadning [spadning |spadning | spadning | spadning | spadning | spadning [spadning [spadning
10° 10° 10* 10° 10° 10° 10> 10 10" 10
Prov 1 Prov 1 Prov 2 Prov 2
Prov 1 Prov1 [(ospadd)| Prov1 Prov 1 (-1) + Prov 2 Prov2 [(ospadd)| Prov2 Prov 2 (-1) +
(ospadd) | (ospadd) | + HAV EK|  (-1) (-1) HAV EK | (ospadd) | (ospadd) |+HAV EK| (-1) (-1) HAV EK
RNA RNA RNA RNA
Prov 3 Prov 3 H20 + H20 +
Prov 3 Prov3 [(ospadd)| Prov3 Prov 3 (-1) + HAV EK | HAV EK NTC NTC
.. " NPC NPC
(ospadd) | (ospidd) [+ HAV EK|  (-1) (-1) HAVEK | RNA RNA H20 H20
RNA RNA | (PTCH) | (PTCH)
Plasmid | Plasmid | Plasmid | Plasmid | Plasmid | Plasmid | Plasmid | Plasmid | Plasmid | Plasmid
F HAV HAV HAV HAV HAV HAV HAV HAV HAV HAV
spadning |spadning |spadning |spadning |spadning |spadning |spddning |spddning |spddning |spadning
10° 10° 10° 10° 10° 10° 10 10 10 10
Prov 1 Prov 1 Prov 1 Prov 1 Prov 2 Prov 2 Prov 2 Prov 2 Prov 3 Prov 3 Prov 3 Prov 3
(ospadd) | (ospadd) (-1) (-1) (ospadd) | (ospadd) (-1) (-1) (ospadd) | (ospadd) (-1) (-1)
PEK PEK PEK PEK PEK PEK NTC NTC
H PEK PEK NPC NPC
1:10 1:10 1:100 1:100 1:1000 1:1000 H20 H20

Bild 4: Exempel pa metodplatta for tre prover med alla kontroller.

PCR program:
RT steg:
Enzymaktivering:
50 cykler:

20 min 50 2C
5 min 95 2C
15 sek 95 °C
45 sek 60 2C (Avlasning fluorescens)

Norovirus proverna avlases i kanalerna FAM for Gl och HEX fér GIl medan mengovirus och HAV endast avlases i

kanalen FAM.
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9. Utvdrdering och Berdkningar
Kontrollera och godkénn radatakurvorna sa att de ser typiska ut med exponetiell amplifiering och sigmoida
kurvor. Satt troskelvardet for de olika fluoroforerna/PCRerna enligt tabellen nedan.

PCR/Fluorofor Tréskelvirde
Norovirus GGI/FAM 60
Norovirus GGII/HEX 60
Hepatit A/FAM 80
Mengovirus/FAM 60

Prover med kurvor som passerar troskelvardet ges ett Cq varde. Ett SQ, kvantitativt, varde ges till proverna efter

kvantifiering med deras respektive spadningserie. For kvantifiering av mengovirus anvands spadningsserien av
PEK.

Negativ PCR kontrol (NTC): Skall vara negativ annars kan en kontamination ha skett vid mastermixuppsattningen
eller PCRen. Proverna maste da analyseras om med PCR om inte tidigare kontamination har skett. Osdkerhet
uppstar da endast en av tva kontroller blir negativa och en bedémning om omkdérning bor géras av ansvarig
mikrobiolog.

Negativ processkontroll (NPC): Skall vara negativ fér norovirus, HAV och mengovirus annars kan en
kontaminering mellan prover eller externt ha skett. Vid positiv mengovirus signal uppstar en osakerhet och
beroende pa resultaten pa patogenerna kan analysen behova géras om. Om alla patogener &r negativa ar kan
resultatet anda godkadnnas trots overforing.

Positiv PCR kontroll (PTCN/H): PTCN skall vara positiv fér bade Gl och Gll annars kan nagot i norovirus-PCRen ha
gatt fel och falskt negativa prover kan forekomma och samma géller for PTCH i HAV PCRen. Analysen maste da
goras om. Cq vardena skall foras in i kontrollkort och bér ligga inom det avgriansade omradet pa 2 sd. Om Cq
vardet ligger utanfor kontrollkortets avgransning (3 sd) bor ansvarig mikrobiolog bedéma om analysen skall
goras om eller inte.

Extern amplifierings kontroll (EK): Skall vara positiv for respektive patogen i de spikade delproven. Om inte kan
provet vara helt inhiberat och resultatet ar da inte palitligt. En inhibitionsgrad kan berdknas genom att jamféra
de spikade delproven med den spikade positiva PCR kontrollen.

Positiv extraktions- & PCRkontroll (PEK/PTCM): Skall vara negativ for patogener men positiv for mengovirus
annars kan nagot i mengovirus-PCRen eller extraktionen gatt fel och falskt negativa prover kan férekomma.
Analysen kan da beho6va goras om, kontakta metodansvarig for fortsatt analys. Gor en seriespadning av PEK ned
till 10, seriespadningen i mengovirus-PCRen anvinds som en standard for att fa SQ-varden fér mengovirus. SQ-
vardena anvands for att berdkna extraktionseffektivitet och inhibitionseffekt. Fungerar dven som en positiv PCR
kontroll for mengovirus (PTCM) for att kontrollera sa att PCRen och nukleinsyraextraktionen fungerat.
Mengovirus Cq varden for 1:10 spadningen skall féras in i kontrollkortet f6r mengovirus bivalver och bor ligga
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inom det avgransade omradet pa 2 sd. Om Cq vardet ligger utanfor kontrollkortets avgransning (3 sd) bor
ansvarig mikrobiolog bedéma om analysen skall gbras om eller inte.

Positiv processkontroll (PPC): Kontrolleras med mengovirus PCRen dar alla prover utom negativa
processkontrollen (NPC) och negativa PCR kontrollen (NTC) ska vara positiva med typiska amplifieringskurvor. |
annat fall kan nagot ha gatt fel vid extraktionen eller sa kan provet vara starkt inhiberat. Inhibitionen
kontrolleras genom att jamfora SQ for ospatt prov med 1:10 spadningen i mengovirus PCRen. Om endast positiv
signal finns i 1:10 spadningen ar provet inhiberat och det paverkar sensistiviteten pa analysen.

Seriespddning norovirus (SSN) och HAV (SSH): Kontrollera Cq vardena for alla punkter i respektive kurva,
uppenbara outliers bor uteslutas. Kurvan bor innehalla minst 4 punkter dar varje punkt representerar minst en
brunn. Kontrollera sa att lutningen ar mellan -3,1 till -3,6 och R’=>0,98 for bade FAM och HEX. Detta kan
paverka LOQ.

Inhibition: For att kontrollera inhibition jamfors Cq resultaten fran EK med PPC for respektive patogen och
spadning.

Positivt prov: Prover med typiska, sigmoida kurvor som passerar troskelvardet innan Cq 42 med en signal
betraktas som positiv. Prover positiva for bade norovirus Gl och Gll kan forekomma. En kvantifiering av provet
kan ske om kvantifieringsstandaren ar godkand.

Tolkningssituationer

e Om endast ett av tva replikat av ett prov blir positivt boér provet konfirmeras med PCR och fler replikat.
Vid Iaga koncentrationer templat ar det rimligt att inte alla replikat blir positiva. Konfimering gors
genom att analysera tre brunnar av osakert prov. Om minst ett av tre replikat blir positivt sa tolkas
provet som positivt.

e Om patogen detekteras i delprovet och mengovirus i PPC eller patogen i delprovet och inte mengovirus
i PPC sa tolkas provet positivt.

e Detekteras inte nagon patogen i delprovet men mengovirus i PPC bedoms provet som ”patogen ej
detekterad”.

e Detekteras endast mengovirus i PPC 1:10 spadningen ar proverna troligvis inhiberade och sensitiviteten
lagre.

e Detekteras inte patogen i delprov eller den externa kontrollen (EK) och att mengovirus inte detekteras i
PPC (dven efter spadning), gar det inte att faststélla om provet ar positivt eller negativt. Provet bor da
analyseras om.

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

Kontroll av inhibition och amplifieringseffektivitet: Jamfor Cq resultaten fran externa amplifieringskontrollen
(EK) med den positiva PCR kontrollen (PTCN/H) for respektive patogen i bade ospéatt och spatt prov. Om Cq
vardet skiljer sig <2,00 i det ospadda provet jamfért med PTCN/H kan det provet anvandas i utvarderingen. Om
skillnaden ar storre bor resultaten fran 1:10 spadningen anvdndas. Om 1:10 spadningens resultat skiljer sig
>2.00 Cq ar det mojligt att provet ar for inhiberat for att vara godkant och kan behdva analyseras om. Om ett
prov visar positivt for en patogen men inte kommer upp i godkannd amplifieringseffektivitet kan det anda
rapporteras som positivt.

Amplifieringseffektivitet (AE): Mv Cq Patogen PTCN/H - Mv Cq Patogen EK prov = <2.00

Extraktionseffektivitet: Gor en standardkurva av mengovirusspadningsserien i Bio-Rad CFX-managerprogrammet
genom att sitta det ospadda provet som 1x10°. Kontrollera s3 att lutningen ar mellan -3,1 till -3,6 och R’= >0,98.
For varje prov berdknas extraktionseffektiviteten genom att ta medelvardet av SQ fér mengovirus och dela med
medelvardet fér SQ for motsvarande spadning av positiva extraktionskontrollen (PEK). Kvoten divideras sedan
med 0,5 och multipliceras med den totala uppmatta volymen homogenat. Extraktionseffektiviteten skall
rapporteras i resultatsammanstéllningen. For att analysen skall vara godkand skall en extraktionseffektivitet pa
minst 1 % uppnas. Om ett prov visar positivt for en patogen men inte kommer upp i godkand
extraktionseffektivitet kan det 4nda rapporteras som positivt.

Extraktionseffektivitet (E): ((Mv mengovirus Sq prov / Mv mengovirus Sq PEK)/0,5)*volym homogenat*100 = x %

Kvantifiering av prov: For respektive patogen anvdands medelvardet av SQ vérdet fran brunnarna med enbart
prov RNA for att rdkna ut den ursprungliga viruskoncentrationen. SQ vardet divideras med 5 for att fa virus/uL
RNA. Detta multipliceras med 100 (1000 for prover spadda 1:10) for att fa ut total mangd virus i 100 pL RNA
eluat. Faktorn divideras med 0,5 och multipliceras med den totalta homogenat volymen for att fa total mangd
virus i de initiala tva gram prov och divideras slutligen med 2 for att fa virus/g hepatopancreas.

Kvantifiering: ((((Mv Sq prov/5)*100)/0,5)*volym homogenat)/2 = virus/g hepatopancreas

Teoretiskt detektionsgrdns (tLOD): Den teoretiska detektionsgransen maste beréknas for varje prov da den ar
beroende av den volym homogenat som bildas. Den teoretiska sensitiviteten i PCRen ar 10 RNA for ospadda
prov och 100 foér 1:10 spadningarna, da den analyseras i tva replikat. Detta maste sedan kompenseras for att
endast 0,5 mL av hela homogenatet RNA extraheras. Tillslut dividera med vikten heoatopankreas 2 g for att fa
svaret i virus genom/g hepatopancreas.

tLOD ospadda prov: ((10 virus genom/0,5 mL)*volym homogenat mL)/2 g hepatopancreas= Virus genom/q
hepatopancreas

tLOD 1:10 spéadda 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: Fransteg fran beskriven metod rapporteras tillsammans med problem som kan ha paverkat resultatet.
Detektionsgranser: Rapportera tLOD.

Extraktionseffektiviteten: Rapportera extraktionseffektivitet fér vartdera prov. Om ett positivt prov svaras ut
som positivt trots en |1ag extraktionseffektivitet skall det rapporteras.

Positivt prov: For att resultat skall kunna lamnas ut maste alla kontroller vara godkanda. Ett prov med ett Cq
varde och kurvor med typiskt utseende bedéms som ett positivt prov. Da kan ett svar som lyder ”virusgenom
detekterat i 2 g/ tio bivalver” lamnas ut. Kvantifiering kan bara rapporteras om kvantifieringsstandaren ar
godkand.

Negativt prov: Om norovirus-PCRen ar negativ medan PPC ar positiv utan stoérre inverkan av inhibition bedéms

provet som ”"patogen ej detekterad”. Det betyder inte att provet ar negativt utan endast att patogenen inte kan
detekteras.
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