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Forord

Kunskapen kring virusforekomst i dricksvatten ar bristfillig eftersom det har saknats
lampliga analysmetoder. De flesta humanpatogena virus som kan finnas i och spridas
med vatten ar storleksmassigt betydligt mindre d4n bakterier och de kan inte odlas, utom
ett fatal som kan vixai cellkultur. De dr darfor svira att pavisa och det behdvs nya speci-
fika analystekniker for att kunna bedoma den mikrobiologiska barridrverkan pa virus
bade vid desinfektion och vid avskiljning. Detta projekt har undersokt desinfektions-
metoder for inaktivering av virus samt forekomst och rening av virus vid dricksvatten-
verk i Sverige.

Goteborgs universitet har i samarbete med Lunds universitet och sex olika
VA-organisationer (Norrvatten, Kretslopp och vatten Goteborgs stad, Stockholm Vatten
och Avfall, Sydvatten, Vatten & Milj6 i Vast AB samt Nodra AB) samlat in vatten under
ett ars tid for att studera de olika reningsstegen vid vattenverken med avseende pa virus-
forekomst. Vatten har &ven analyserats vid Goteborgs universitet gillande virus forméga
att infektera celler efter UV- och klorbehandling. Vi som har arbetat med projektet ar,
forutom jag sjalv, Daniel Hellstrom, Norrvatten, Olof Bergstedt och Henrik Rydberg,
Kretslopp och vatten Gteborgs stad, Ebru Poulsen, Stockholm Vatten och Avfall, Britt-
Marie Pott, Sydvatten AB, Alexander Keucken, Vivab, och Bodil Widell, Nodra AB.

Detta drversion 2 av SVU-rapport 2025-16, dar vi har fortydligat information framfor
allt kring vattenverkens reningssteg, men dven kring inaktivering av virus med klor.

Jag hoppas att detta material ska ge mer information géllande virusrening av vatten.
Vi vill rikta ett stort tack till alla som hjalpt till i detta projekt.

Kristina Nystrom, projektledare
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Sammanfattning

Projektet har med molekylara tekniker identifierat virus som
ofta forekommer i vattentakter, och dessutom bedémt hur
effektiva dagens mikrobiologiska barriarer ar nar det galler att
minska virusnivaer vid vattenverk. Bade avskiljande barriarer
som filtrering och inaktiverande barriarer som UV-ljus, klor och
klordioxid har undersokts. Effekten av UV-ljus, klor och klor-
dioxid undersoktes ocksa nar det gillde humana virus éver-
levnadsférmaga och infektionsférmaga.

Kunskapen kring virusforekomst i dricksvatten ar bristfallig da det har saknats ldmpliga
analysmetoder. De flesta humanpatogena virus i vatten ar storleksmassigt betydligt
mindre dn bakterier och kan inte odlas; ett fital kan vaxa i cellkultur. De ar darfor svara
att pavisa och nya specifika tekniker behévs for att kunna bedoma den mikrobiologiska
barridrverkan pé virus bade vid avskiljning och desinfektion. De molekyldra metoder
som utvecklades i projektet kan anviandas for att 6vervaka virusnivéer i vattenverk och
for att studera vattenverkens effektivitet.

Goteborgs universitet har i samarbete med sex VA-organisationer studerat renings-
stegen vid vattenverken med avseende pé virusforekomst. Prover samlades in fran
sex vattenverk varannan ménad under ett ars tid frdn ravatten, dricksvatten och de
olika reningsstegen. Ravatten och dricksvatten analyserades med en ny metod, next-
generation sequenging (NGS). Man hittade 152 olika virus tillhérande 76 olika familjer
i vattenproverna. Majoriteten av alla virus var bakteriofager. Vissa virus kunde hittas
badeiravatten och i det renade dricksvattnet. De virus som studerades narmare visade
att virusnivierna minskade mellan 0,52 1log (3,3 gdnger) och 4,4 log (25100 génger)
fran ravattnet till dricksvattnet.

Fyra olika virus valdes ut som kunde hittas med NGS i relativt h6g nivd i manga
prover. Fran dessa virus analyserades RNA och DNA med RT-qPCR, en metod som kan
mita exakt hur mycket virusgener som finns i ett prov. Resultaten visade att ultrafiltre-
ring avldgsnade storre virus mest effektivt, men andra barridrer som snabb sandfiltre-
ring med foregdende koagulering och sedimentering verkade vara effektiva for att Aven
avldgsna mindre virus. Effektiviteten hos vissa barridrer paverkades av faktorer som
temperatur, virustyp och olika vattenkallor. En barridr rackte inte for att avlagsna alla
typer av virus, utan flera barridrer behovdes.

Viruset PMMoV hittades i relativt hg mangd i proverna och kan vara ett ytterligare
verktyg som kan anvidndas som en markor for mangden avforing i vatten samt for att
overvaka dricksvatten som fororenats med virus i manniskans magtarmkanal. PMMoV
ar ett virus som infekterar paprika och chilifrukter, och utséndras i human avforing.

Vatten har ocksé analyserats gillande virus forméga att infektera celler efter UV-
och klorbehandling. Tre olika virus anvindes: enterovirus, rotavirus och adenovirus.
Cellkulturer infekterades med virus som hade utsatts for olika méngder UV-ljus. En
UV-dos pa 400 J/m2 var effektivt for att inaktivera virus med enkelstrdngade genom,
men 600 J/m2behovdes for att inaktivera virus med dubbelstrdngade genom. 600 J/m2
UV-m?2 minskade virus infektivitet med 3 log (1 000 génger), dir 400 J/m? anvinds
vid manga dricksvattenverk. Vid behandling av vatten med klor och klordioxid uppnéd-
des 3log, -reduktion av virus redan efter tv minuters behandling, men héga niver av
organiskt material i vattnet minskar effekten av klor och leder till att en hog dos av klor
kravs for att fa méatbara nivaer av klor i vattnet efter 120 minuter.
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Summary

Using molecular techniques, the project has identified viruses that are commonly
found in water sources, and also assessed how effective current microbiological bar-
riers are at reducing virus levels in water treatment plants. Both separating barriers
such as filtration and inactivating barriers such as UV light, chlorine, and chlorine
dioxide were investigated. The effect of UV light, chlorine, and chlorine dioxide was
also studied in terms of viral survival and infectivity in cultured cells.

Knowledge about virus occurrence in drinking water is limited due to the lack of
suitable analysis methods. Most human pathogenic viruses that can be present in and
spread through water are significantly smaller than bacteria and cannot be cultivated,
except for a few that can grow in cell culture. They are therefore difficult to detect, and
new, specific analytical techniques are needed to assess the microbiological barrier
effect on viruses, both for separation and disinfection. The methods developed in the
project can be used to monitor virus levels in water treatment plants and to study
their effectiveness.

The University of Gothenburg, in collaboration with Lund University and six water
and wastewater organisations, studied the purification stages in water treatment
plants in regard to virus presence. Samples were collected from six water treatment
plants every other month over the course of a year from raw water, drinking water, and
the various purification stages. Raw water and drinking water were analysed using a
new method called next-generation sequencing (NGS). A total of 152 different viruses
belonging to 76 different families were found in the water samples. The majority
of all viruses were bacteriophages. Some viruses were found in both raw water and
the treated drinking water. Closer study of selected viruses showed that virus levels
decreased between 0.521og (3.3 times) and 4.4 log (25,100 times) from raw water
to drinking water.

Four different types of viruses that were found at relatively high levels in many
samples were selected for analysis using NGS. RNA and DNA from these viruses
were analysed using RT-qPCR, a method that can accurately measure the amount of
virus genome present in a sample. Ultrafiltration was found to remove larger viruses
most effectively, but other barriers such as rapid sand filtration with coagulation and
sedimentation appeared to be more effective at removing smaller viruses as well. The
effectiveness of certain barriers was influenced by factors such as temperature, virus
type, and different water sources. A single barrier was not sufficient to remove all types
of viruses, and multiple barriers were needed.

PMMoV was found in relatively high amounts in the samples and may be an addi-
tional tool that can be used as a fecal virus indicator for monitoring drinking water
contaminated with enteric viruses — that is, viruses found in the human gastrointes-
tinal tract. PMMoV is a virus that infects peppers and chili fruits and is excreted in
human feces.

Water was also analysed at the University of Gothenburg for the ability of viruses
to infect cells after UV and chlorine treatment. Three different viruses were used:
enterovirus, rotavirus, and adenovirus. Cell cultures were infected with viruses that
had been exposed to varying amounts of UV light. A UV-dose of 400 J/m?2 was effective
for inactivating viruses with single-stranded genomes, but 600 J/m2 was needed to
inactivate viruses with double-stranded genomes. 600 J/m2 of UV light reduced viral
infectivity by 3 log . (1,000 times). When treating water with chlorine and chlorine
dioxide, a 3 log virus reduction was achieved after just two minutes of treatment,

10

but high levels of organic material in the water reduced the effectiveness of chlorine.
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Ordlista

Adenovirus
Astrovirus
Bakteriofager
Barridrer i vattenverk
Calicivirus

Ct-varde

CT-virde
Desinfektion
Echovirus

Enteriska virus
Enterovirus
Humanpatogener
Inaktivering av virus

Indikatorvirus

Infektivitet
Kapsid

Metagenomik

Next-generation sequencing (NGS)

Norovirus

Pepper milde mottle virus (PMMoV)

PCR

Rotavirus

Reverse transkription kvantitativ PCR

(RT-qPCR)
Ultrafiltrering
UV-ljus

Viabilitet

Virus som kan orsaka forkylning eller magsjuka

Virus som kan orsaka magsjuka

Virus som infekterar bakterier

Reningssteg vid vattenverk

Virus som orsakar vinterkraksjukan

Den niva dar ett virus kan detekteras med RT-qPCR
Koncentration ganger tid vid klorbehandling

Att paverka en mikroorganism sé den inte kan infektera
Ett virus som infekterar magtarmkanalen

Gruppen av virus som infekterar magtarmkanalen

En grupp virus som infekterar magtarmkanalen, men dven luftviagarna
Mikroorganismer som orsakar sjukdom hos ménniskor
Att behandla ett virus si att det inte kan infektera ldngre

Ett virus som kan anvindas for att visa pa méngd av biologiskt material,
t.ex. avforing

Formaga hos mikroorganism att orsaka infektion
Proteinlager som skyddar virusets genom
Sekvensering av allt genomiskt material

Ny metod for att analysera méanga olika kopior av ett genetiskt material
som amplifierats med PCR

Ett virus som tillh6r gruppen calicivirus

Ett virus som infekterar chili- och paprikafrukter och kan éterfinnas i
mansklig avforing

En metod som anvinds for att amplifiera en viss DNA-sekvens
Ett virus som orsakar magsjuka

En metod som anvands for att visa exakt hur mycket virus som finns i ett
prov

Membranbaserad filtreringsteknik
Ljus med vagldngd kortare dn synligt ljus

Virus formaga att fortsatt kunna orsaka infektion
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1 Inledning

11 Bakgrund

Kunskapen kring virusforekomst i dricksvatten ar bristfallig eftersom det har saknats
lampliga analysmetoder. De flesta humanpatogena virus som kan finnas i och spridas
med vatten dr storleksmaéssigt betydligt mindre dn bakterier och de kan inte odlas, utom
ett fatal som kan vixa i cellkultur. De dr darfor svara att pavisa och det behovs nya spe-
cifika analystekniker for att kunna bedoma den barridrverkan som vattenverkens tva
principer av mikrobiologiska barridrer (avskiljning och inaktivering) har pé virus. Vid
anviandning av “nya” barridrer som UV-ljus och ultrafiltrering (UF) kravs det kunskap
om olika virus talighet for UV-ljus respektive storlek i forhéllande till porvidden vid
ultrafiltrering.

Vi kénner inte till om barridrverkan for virus ar tillfyllest med de metoder som
anvinds i dag i vattenverken eller om den behover forbittras, t.ex. med 6kad avskilj-
ning eller hogre UV-dos, eller med andra kompletteringar av beredningen. Dessutom
finns det behov av att bedéma barridrverkans effektivitet om halten av patogena virus i
ravattnen skulle vara hogre dn vad som dr ként att beredningen nu klarar.

Lite ar ocksa kint nar det géller om antal virustyper och virusmangd har nagon
sdsongs- och/eller geografisk variation i ravatten i forhallande till renat dricksvatten,
speciellt nir det giller humanpatogener, det vill sdga virus som framkallar sjukdom hos
maénniskor. Det ar osannolikt att det inom 6verskadlig tid kommer att finnas snabba och
allmént tillgédngliga kvantifieringsmetoder for att pavisa allahumanpatogena virus i storre
volymer vatten. Darfor behovs det kvantitativa analyser bade av olika patogena virus i
ravatten och av virus som kan anviandas som markorer for virusreduktion (indikator-
virus). Indikatorvirus kan pavisa forandringar i virusméngder. For att kunna anvandas
for bedomning av risk for konsument och olika barriérers riskreduktion behover en indi-
katorparameter (i det hér fallet virus) kunna detekteras i olika steg i reningsprocessen.
Indikatorvirusen behéver finnas och kunna detekterasi tillrackligt hog halt och samtidigt
paverkas likartat som sjukdomsframkallande virus for att utgora en bra indikator.

1.2  Projektets syfte och fragestallningar

Syftet med projektet var:

e att med molekyldra tekniker identifiera virus som ofta forekommer i vattentiakter

e att utveckla tekniker dir virus som forekommer i vattentédkter kan anvindas for att
studera rening av virus vid vattenverk

e att bedoma effektiviteten av dagens mikrobiologiska barridrer nar det giller att
minska virusnivaer vid vattenverk 6ver tid bade genom avskiljande barridrer som
filtrering och inaktiverande barridrer som UV-ljus, klor och klordioxid

e att undersoka effekten av UV-ljus, klor och klordioxid nar det giller virus 6verlev-
nadsforméga (viabiliteten) samt infektionsformagan (infektiviteten) pa odlade celler.

Fragestdllningar som skulle besvaras i projektet:

e Arde mikrobiologiska barriirer som anviinds i dag i vattenverken tillriickliga for att
reducera virus, eller behover de forbattras?

e Overlevervissa virus de desinfektionsbehandlingar som anviinds i dag (UV-ljus, klor,
klordioxoid)?

e Gar det att identifiera majliga indikatorvirus som kan anvindas for att pavisa for-
andringar i virusmangder?
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1.3  Projektets genomféorande

Projektet genomfordes som ett samarbete mellan Norrvatten, Sydvatten AB, SVOA,
Vivab, Nodra, Kretslopp och Vatten, Lunds universitet och Goteborgs universitet.

Projektet har med hjalp av molekylara metoder undersokt desinfektionsmetoder for
inaktivering av virus samt forekomst och rening av virus vid ett antal vattenverk i Sverige.
Undersokningsmetoderna ar utvecklade vid Géteborgs universitet.

I'samarbete med Lunds universitet och Kretslopp och Vatten har pilotforsok genom-
forts pa labb vid Goteborgs universitet géllande inaktivering av virus med UV-ljus och
klor. Olika virus har satts till vatten som sedan behandlats med UV-ljus av olika doser
eller klor och klordioxid i olika koncentrationer. Darefter har det undersokts hur dessa
virus kunde infektera celler efter denna behandling.

Universiteten och VA-organisationerna samlade in vattenprover varannan manad
under ett ars tid. De olika reningsstegen vid vattenverken studerades med avseende pa
virusforekomst. Vattenprover som samlats in analyserades vid Goteborgs universitet for
att studera vilka virus som hittades i de olika vattenverken. Analyser utvecklades for att
mata mangder av virus som hittas vid olika vattenverk for att studera hur mycket virus
som renas bort i de olika reningsstegen. Forvintningen var att deltagande vattenverk
skulle f en bild av den totala férekomsten och reduktionen av virusmangden efter
desinfektion och avskiljning.

1.4 Rapportensdisposition

Kapitel 2 i rapporten ar en kunskapssammanstallning av fakta om virus i vatten.
Kapitel 3 beskriver vattenverkens olika mikrobiologiska barriirer.

Kapitel 4 handlar om material och metoder som har anvints i projektet.

Kapitel 5 innehéller resultat och diskussion.

Kapitel 6 omfattar slutsatser om projektets fragestallningar. Dar finns ockséa rad till
vattenverken och tankar om framtida majligheter pa omrédet virus i dricksvatten.

INLEDNING



2 Fakta om virusivatten

Virus dr mycket sma partiklar som bestar av ett genetiskt material, RNA eller DNA som en
ensam strang eller dubbelstriangad, som skyddas av ett lager med proteiner (kapsiden).
Vissa virus har dven ett membran med fett (holje) utanfor kapsiden dar det sitter olika
proteiner fasta. For att virus ska kunna foroka sig behover de celler. Virus binder till
celler med proteinerna i holjet eller med delar av kapsiden. Efter att viruset har bundit
till en cell sa tas den upp av cellen och utnyttjar cellens system att gora proteiner och
kopiera genetiskt material for att gora flera kopior av viruset. Dessa tar sig sedan ut fran
cellen for att kunna infektera nya celler.
Figur 2.1 ar en storleksjamforelse mellan virus, bakterier och méanskliga celler.

Hur stort ar ett virus?

Cellkarna Bakterie Virus

Mansklig cell

De flesta virus som dr associerade med vattenburen smitta infekterar magtarmkanalen,
dvs. de ar enteriska virus. Enteriska virus hittas i kontaminerade vattenkillor samt
mat. Det finns i dag mer &n 150 olika enteriska virus (Gall et al. 2015). Dessa virus
tillhor olika virusfamiljer, som Adenoviridae (adenovirus), Reoviridae (rotavirus och
reovirus), Picornaviridae (enterovirus), Astroviridae, Hepeviridae (hepatit E-virus) och
Caliciviridae (norovirus och sapovirus).

Enteriska virus orsakar oftast sjukdom i form av gasteroenterit (magsjuka) med kort
inkubationsperiod, men kan dven orsaka svarare sjukdom hos gravida kvinnor, sméa
barn, dldre och individer med nedsatt immunforsvar. Enteriska virus kan utsondras i
hoga nivaer i avforing, med 10" kopior/g faeces (Gray 2011; Yezli and Otter 2011). De
forokar sigi celleritarmen och ar relativt taliga for virme, torka, surt pH, desinfektions-
medel och i vissa fall &ven UV-ljus. De kan vara infektiosa dven ner till under 10 kopior
(Teunis et al. 2008). I vanliga fall brukar avloppsrening eliminera 20-80 % av dessa
virus (Cloete et al. 1998; La Rosa et al. 2012). Det géller dven for svenska forhéllanden.
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Figur 2.1

Virus ar mycket sma jamfort
med ménskliga celler.

(Kalla: www.genteknik.se/
ordlista/virus. lllustrator:
Gunilla Elam)


http://www.genteknik.se/ordlista/virus
http://www.genteknik.se/ordlista/virus

2.1 Struktur

Projektet har anvéant enterovirus (echovirus), rotavirus och adenovirus (Figur 2.2).
Enterovirus ar enkelstringade RNA-virus som ar sma till storleken, 30 nm, och saknar
holje. Virusgenomet ar 7 400 baser och kodar for 11 olika proteiner (Dahllund et al.
1995). Rotavirus ar dubbelstrangade RNA-virus, utan hélje med ett uppdelat genom
bestdende av 11 olika segment som kodar for 12 proteiner. Genomet ir 18 000 baser

och kapsiden dr 70-100 nm i diameter (Desselberger 2014). Adenovirus ar ocksa virus Figur 2.2
utan holje, med dubbelstringat DNA-genom pa 48 000 baser som kodar for 40 gener. Struktur hos a) enterovirus,
Adenovirus kapsid dr 90-100 nm i diameter med fibrer som sitter fista pa kapsidens b), rotavirus och c)
utsida (Kulanayake and Tikoo 2021). Andra virus som anvinds for att méta virusreduk- adenovirus.
tion ar MS2, en bakteriofag som infekterar bakterier. Dessa ar enkelstrangade virus, som
saknar holje och ar 25—27 nm i diameter.
Viral RNA
*
dsDNA genome

Fiber
Penton base

(a)Enterovirus (b)Rotavirus (c)Adenovirus

2.2 Spridning

Enterovirus

Enterovirus tillhor familjen Picornaviridae dir echovirus som anvintsi detta projekt ar
ettenterovirus. Enterovirus ar globalt spridda, men har hogre forekomstiomraden med
sdmre sanitara forhallanden och simre magjlighet for bra hantering av avloppsvatten
och rening av dricksvatten. Det forekommer dven frekvent utbrott i mera utvecklade
ldnder, framfor allt under sommar- och hostsidsonger (Dos Santos et al. 2011; Oberste
et al. 1999; Savolainen-Kopra et al. 2011; Yarmolskaya et al. 2015). Nyligen har elva
echovirusutbrott med fatala neonatala infektioner rapporteratsi Sverige, Storbritannien,
Kroatien, Frankrike och Italien (Grapin et al. 2023; Piralla et al. 2023), men dar smitt-
killa till de nya echovirusfallen inte har kunnat faststallas. Enterovirus sprids via konta-
minerat vatten, mat eller respiratoriska droppar fran en infekterad person (Eichenwald
and Shinefield 1962). Sjukdom varierar fran vildigt milda symptom till viral hjarn-
hinneinflammation och hjartmuskelinflammation. Det finns inget vaccin eller antiviral
behandling for enterovirusinfektioner, med undantag av vacciner for poliovirus som ar
ett enterovirus.

Rotavirus

Rotavirus tillhor familjen Reoviridae, med subfamiljerna Sedovirinae och Spinare-
ovirinae. Sedovirinae ar vidare uppdelade i sex undergrupper dir rotavirus ar en av
dem. Rotavirus ar vidare uppdelade i grupper A-H, dar grupp A ar den epidemiolo-
giskt viktigaste for ménniskor. Rotavirus separeras vidare beroende pa strukturen av
VP4-proteinet pa kapsiden, som ger P-serotypen, och proteinet VP7, vars struktur ger
G-serotypen. Rotavirus finns saledes i kombinationer som P[8]G1, P[4]G2, P[8]G3 och
P[8]G4. Dessa fyra varianter av rotavirus star for 88 % av all rotavirusinducerad sjukdom
hos barn globalt sett (Santos and Hoshino 2005). Rotavirus orsakar 200 000 dédliga
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fall arligen globalt, med 9o % av dessa i utvecklingslander (Lanata et al. 2013; Tate et
al. 2012). I industrialiserade lander ar rotavirus mera vanligt forekommande under
vintersasong, medan sisongsvariationer ar mindre uttalade i utvecklingslander (Patel
et al. 2013). Barn under 5 ar har storst risk for rotavirusinfektioner. Viruset replikerar
(forokar sig) i tunntarmen, men kan spridas systemiskt ocksa till levern, nervsystemet
och bukspottkorteln. Rotavirusinfektioner kan vara asymptomatiska (utan symptom)
eller orsaka diarré och krakningar. Symptomen brukar vara i 3—5 dagar med feber och
brukar ge med sig efter 7 dagar. Mortalitet vid rotavirusinfektion orsakas oftast av all-
varlig dehydrering och hjartsvikt. IgA-antikroppar i tarmen ger skydd mot infektion. Det
finns ingen antiviral behandling mot rotavirus, men vél vaccin. Dessa vaccin ir levande
orala vaccin, RotaTeq och Rotarix och rekommenderas av WHO i nationella vaccin-
program. Ytterligare tva vaccin godkidndes 2018: Rotavac och ROTASIL.

Adenovirus

Adenovirus tillhor familjen Adenoviridae, dar undergruppen mastadenovirus infek-
terar manniskor. Dessa ar klassificerade i ytterligare undergrupper A-G (Benko et al.
2022). Det finns 104 olika typer av adenovirus, med majoriteten tillhérande undergrupp
D (73 stycken). Manga adenovirusepidemier sker pa vintern eller tidig vér, men kan
ske nir som helst pa dret. Adenovirus B1, C2, E4, C5, C6 och B7 &r en vanlig orsak till
luftvagsinfektioner hos barn under 5 ar. Adenovirus F40 och F41 ar vanliga orsaker
till gastroenterit. Samtliga av dessa adenovirus star for 60 % av humana adenovirus-
infektioner globalt (Goncalves et al. 2011; Iturriza Gomara et al. 2008; Kajon et al. 2010;
Marie-Cardine et al. 2002; Soares et al. 2002; Zhu et al. 2009). Inga adenovirusutbrott
har beskrivits i Sverige de senaste aren, men F41 hittas regelbundet i avloppsvatten vid
miljoovervakning i Sverige (Wang et al. 2023). Inkubationsperioden for F40 och F41 ar
8 till 10 dagar och symptom med kriakningar, feber, diarré och magsmarta varari 7 till
10 dagar. Mortalitet kan ske pa grund av akut dehydrering. Cidofovir ar ett likemedel
som utvecklats for behandling av cytomegalovirus, men har dven visad effekt mot adeno-
virusinfektion (Gavin and Katz 2002; Naesens et al. 2005).

2.3 Detektion

Enteriska virus detekteras vanligast med hjilp av reverse transkription kvantitativ PCR
(RT-gPCR). PCR ir en metod som kopierar en gen eller annan del av DNA sa det blir
valdigt manga kopior. For att gora kopior av RNA gors forst en DNA-kopia med reverse
transkriptas. En prob anvinds vid reaktionen for att kunna kvantifiera hur ménga DNA-
kopior som finns. Specifikt virus-RNA och virus-DNA kan detekteras i provmaterial som
avforing, halsprover, blod osv. Denna metod ar vildigt kénslig och kan detektera vildigt
fa virusgenomkopior, men dr dven mycket specifik for det virus man letar efter. Virus
kan dven detekteras via infektion av odlade celler, vilket anvindes fore utvecklingen
av RT-qPCR. Den metoden visar om virus ar infektiosa, men tar mycket ldngre tid och
ar mycket mindre specifik. Olika virus kan dock vara specialiserade for vissa typer av
celler. Virusinfektioner kan dven detekteras med hjalp av antikroppssvaren fran sero-
logiska analyser, dar IgM-antikroppar visar ny infektion och IgG-antikroppar visar pa
en genomgangen infektion. Dock dr det mycket korsreaktivitet mellan antikroppsvaret
mot olika serotyper av enterovirus. Metoder som liknar de som anvinds for att detek-
tera antikroppssvar kan dven anvéandas for att detektera virusproteiner i prover, men ar
mindre kansliga an RT-qPCR. Nyare metoder som next-generation sequencing (NGS)
och metagenomik tillater detektion av allt genetiskt material som finns i ett prov. Dessa
kan vara anviandbara for att till exempel hitta nya virus. NGS beskrivs narmare i kapitel
4.4 1Material och metoder.
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2.4 Andravirusiminniskans magtarmkanal

Det finns manga olika virus i virlden. Uppskattningar r att det finns 6ver 100 miljoner
olika virus, dir 1 miljon virus uppskattas kunna infektera vertebrater (ryggradsdjur).
Daremot finns det bara 11 2773 olika typer av virus namngivna pa ICTV, the International
Committee on Taxonomy of Viruses. Det finns fler kinda enteriska virus som infekterar
humana tarmar an de som har studerats har och beskrivits ovan.

Norovirus ar RNA-virus som orsakar niarmare 1/5 av alla beskrivna gasteroenteritfall.
Norovirus ar ett virus som ar globalt spridd och dar sa fa som férre dn 10 viruspartiklar
kan ge en infektion.

Astrovirus ar ocksd ett RNA-virus som orsakar gasteroenterit. Asymptomatiska
infektioner av astrovirus ar inte ovanliga. Det finns &ven tva hepatitvirus som ar ente-
riska virus, Hepatit A-virus (HAV) och Hepatit E-virus (HEV). De smittar bada fekal-
oralt. HAV infekterar tarmen och sprider sig vidare via blodet, dar det sedan kan orsaka
inflammation avlevern. HEV, som tillhor en annan virusfamilj an HAV, sprider sig ocksa
vidare frén tarmen till blodet. Genotyp 1 och 2 sprids framst via kontaminerat vatten. De
ar humanspecifika genotyper som bara férekommer i Asien, Afrika och Centralamerika.
Genotyper 3 och 4 infekterar bdde manniskor och djur. Genotyp 3 finns i Sverige och
kan hittas hon vildsvin och ibland hos grisar. Dar kan manniskor smittas fran att ha atit
kontaminerat kott.

2.5 Ovrigavirus

Nya metoder som next-generation sequencing (NGS) och metagenomik gor att vi hittar
ménga nya virus. Detta giller &venisjoar, floder och grundvatten. En stor del avde virus
som hittasivattenmiljoer ar bakteriofager, som infekterar bakterier. Vilka typer av virus
som &terfinns varierar dven med arstider. I en sjo som studerades hittades flest virus
med enkelstringade DNA-genom pa varen, medan ménga virus med dubbelstringade
DNA-genom hittades pd sommaren (Lopez-Bueno et al. 2009). Temperaturen i vatten
kan dven paverka vattencirkulationen i sjéar. Temperaturskillnader pa vattnet i sjoar
péverkar dess densitet, dar vatten vid 4 grader har hogre densitet, vilket resulterar i att
temperaturskillnader i vattnet kan fa visst vatten att sjunka till botten och annat vatten
att stiga, resulterande i en cirkulationsprocess. Aven vind kan paverka vattnets cirku-
lation. Nar vattnet cirkulerar i en sjo gor d&ven bakterier och alger det, vilka vissa virus
kan infektera. Aven virus som infekterar vixter aterfinns i vattenkillor. Vixtvirus som
hittats i vattenmiljoer har visat sig kunna vara infektiosa i 50-3000 dagar (Mehle and
Ravnikar 2012). For att kunna jamfora de virus som kan aterfinnas i vattenmiljoer med
humanpatogena virus behover egenskaper som storlek, holje, pH-beroende laddning
och detektionskinslighet vara likartade.
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3 Vattenverkens mikrobiologiska
barriirer

Tillgang till rent vatten dr en ménsklig rattighet. Vattenverk och deras formaga att rena
vatten fran farliga patogener dr en viktig del i tillgdngen till rent vatten. Rivattnet till
svenska vattenverk ar ytvatten, naturligt grundvatten eller konstgjort grundvatten som
framstallts genom infiltration.

Mikrobiologiska barridrer vid vattenverk ar en dtgird som motverkar forekomst av
sjukdomsframkallande virus, bakterier eller parasiter i dricksvattnet. Mikrobiologiska
barridrer kan bygga pé avskiljning eller inaktivering av mikroorganismer.

Om ytvatten anvands som ravatten si kravs det fler beredningssteg for att rena vattnet
i vattenverket dn om ravattnet dr grundvatten. En typisk ytvattenberedning bestar av
kemisk fallning med sedimentering och filtrering for avskiljning, f6ljt av desinfektion
med UV-ljus, klor och klorforeningar for inaktivering.

3.1  Avskiljning av virus

Kemisk fdllning med sedimentering

De flesta naturligt forekommande partiklar har en negativ nettoladdning. Genom att
tillsatta ett flockningsmedel som aluminiumsulfat bildas flockar med partiklar och de
positivtladdade aluminiumjonerna. Flockningsmedlet kallas ibland koagulant eftersom
det ocksé gor att till exempel humusamnen kan bindas in i flockarna. Sedimentering &r
den vanligaste metoden for att avskilja huvuddelen av flockarna under forutsattningen
att de har tillrackligt hog densitet. Flockningen dr i hog grad pH-beroende och inbind-
ningen av virus forutsitter att de ar negativt laddade vid aktuellt fallnings-pH.

Snabbfilter

Normalt férekommer en koagulerings- och sedimenteringsprocess innan snabb sand-
filtrering (Asami et al. 2016). Tillsammans &r flockning, sedimentering och snabbfil-
trering en avskiljningsbarridr. Avskiljningen av flockar genom sedimentering ar inte
fullstindig och darfor behovs ett filtreringssteg. Snabbfiltrering genom sand ar vanligt
forekommande hos vattenverken. Filtermassan kan &ven bestd av till exempel aktivt kol
for att adsorberalosta fororeningar. Snabbfilter tillater ett relativt stort vattenfléde 6ver
filterlagret jamfort med langsamfiltrering.

Langsamfilter

Langsamfiltrering genom sand &r ett traditionellt reningssteg, dir det finns ett 6vre
lager med biofilm, ddr mikroorganismer och andra sma partiklar kan béde bindas och
brytas ner (Prem 2018). Langsamfilter anvinds ofta som ett poleringssteg efter snabb-
filter. Ett langsamfilter har mer finkornig sand an ett snabbfilter. Darfor rinner vattnet
ldngsammare genom det. Langsamfilter riknas som egen avskiljningsbarriar. Effekten
av langsam sandfiltrering kan vara ligre vid kallare temperaturer, och dven djupet pa
sandbiadden kan paverka virusreduktionen (Mcconnell et al. 1984).

Ultrafilter

Ultrafiltrering med porer mindre dn de flesta virus anvinds som en robust mikrobio-
logisk barridr vid flera vattenverk i Sverige, och dven i ett av vattenverken som ingar
i studien. Det dr visat att ultrafiltrering kan reducera stora virus med 3-5 log, , dvs.
mellan 1000 och 100 000 génger (Jacquet et al. 2021; Shirasaki et al. 2017; Wang et
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al. 2020). Det har aven visats att effekten var battre vid hogre urspungskoncentration
av virus i vattnet, beroende pa bildandet av aggregat med viruspartiklar (Jacquet et al.
2021). Forutom storleken pa porer, vilken kan variera mellan 10-100 nm, sa ar dven
elektrostatisk laddning hos membran och viruspartiklar viktiga, dér calicivirus har en
svag positiv laddning vid pH 7-8 och dé kan filtreras bort vid ultrafiltrering med ett
positivt laddat ultrafiltermembran (Frohnert et al. 2015).

3.2 Inaktivering av virus

UV-ljus

UV-ljus anvands for att inaktivera virus och andra mikroorganismer. UV-ljus kan inak-
tivera virus utan att paverka den kemiska sammanséttningen eller smaken hos vattnet.
Vanligt ar att kvicksilverlampor anvands som avger ljus av vaglangden 254 nm. Denna
vaglangd paverkar virusgenom genom att orsaka dimerer mellan nukleotider, en skada
pa DNA eller RNA som leder till att DNA- eller RNA-strangen inte fungerar som den ska.
Den genetiska strangen kan dé inte anvindas for att gora fler kopior. Enkelstrangade
virus ar saledes mera kansliga for UV-skador pa virusgenomet, da den inte kan stabileras
aven annan DNA-eller RNA-strang som dubbelstrangade virusgenom har att binda till.
Ett brott pa ett enkelstriangat genom leder till att det inte ldngre kan vara ett komplett
genom. Adenovirus, ett dubbelstringat DNA-virus, ir mera resistent mot UV-ljus da
det har tva stringar med genetiskt material, men dven mekanismer for att motverka
genetiska skador pa virusets genom.

Klor och kiorféreningar

Klor (hypoklorit), klordioxid och monokloramin ar tre desinfektionsmedel som anvands
vid vattenverk. Monokloramin ir mera stabilt och ger ldngre effekt genom hela distri-
butionsnitet men inaktiverar inte mikroorganismerna lika mycket. Darfor riknas inte
monokloramin som en mikrobiologisk barriar i Sverige, utan anvands for att forhindra
eftervaxt i distributionssystemet.

Nar klorgas eller natriumhypoklorit 16ser sig i vattnet bildas hypokloritsyra (HOCI)
och hypokloritjoner (OCl-). HOCI kan reagera med nukleinsyra i virusgenomet, men
kan dven reagera med proteiner. Hur mycket av det ena eller andra som bildas beror pa
pH ivattnet. Koncentrationen av dessa losningar anges som fritt klor, vilket motsvarar
miangden klorgas som dr 16st i vatten. For enkelhetens skull anvands uttrycket “klor” for
vattenlosningar av klorgas och natriumhypoklorit i den har rapporten. Klor och klor-
dioxid kan reagera med béde organiskt material, proteiner och DNA/RNA. Det betyder
att méngden organiskt material i vattnet paverkar hur mycket av desinfektionsmedlen
som ar tillgangligt for att forstora mikroorganismernas proteiner och DNA. Vidare s&
bildas oonskade desinfektionsbiprodukter nir klor reagerar med organiskt material i
vatten. USEPA (USA Environmental Protection Agency) har riktlinjer for klorbehand-
ling av vatten, som dven anviands i Sverige, dir effekten av klorbehandling berdknas i
forhallande till CT-varde, dar CT ar koncentrationen avklor x tid. CT dr koncentrationen
av fritt klor under kontakttiden, dvs arean under den sjunkande kurvan for matningen
av fritt klor under kontakttiden. Kontakttiden i fullskala avser de forsta 10 procenten
av vattnet som passerar kontaktbasséngen. Dar ar specifika CT-viarden angivna f6r hur
effektivt specifika mikroorganismer inaktiveras vid vissa méngder av fri klor over tid.
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4 Material och metoder

I detta projekt har virus studerats dels i labbmiljo dér deras infektivitet (formaga att
infektera) har undersokts med infektion av celler och RT-qPCR, dels genom provtagning
av vatten frén de sex vattenverk som ingar i projektet. Pa vattenverken har hela virus-
populationen studerats, och effekten i reningsstegen har analyserats genom att mita
koncentrationen av vissa virus med RT-qPCR.

41 Virusinfektioner

Tre olika virus anviandes for infektionsstudier: echovirus (E30), rotavirus (RV SA11) och
adenovirus (HAdV2) (Figur 2.2). E30 odlades pa veroceller i MEM-medium med 5 %
fetalt kalvserum, 1 % L-glutamin och 1 % penicillin och streptomycin. RV SA11 odlades i
MA-104-celler med medium 199 med 2,5 % fetalt kalvserum. HAdV2 odlades pa A549 i
samma medium som veroceller. Samtliga celler vixte vid 37 grader och 5 % CO, (Saguti
et al. 2022; Saguti et al. 2023).

Virusens infektivitet bestimdes via titrering av virus med TCID50 (tissue cell culture
infectious dose 50). I korthet spiddes virus i 10-spadningar och den spiddning av virus
dir 50 % av brunnarna visade cytopatogen effekt var TCID50-koncentrationen som
visade hur mycket infektiost virus som fanns i provet (Saguti et al. 2022; Saguti et al.
2023). Virus med en koncentration pa mellan 107 och 10® anvandes.

Virus detekterades ocksd med RT-qPCR, dirikorthet RNA och DNA extraherades fran
prover med total NA-kit (Qiamp circulating nucleic acid kit). Total NA-extraktionerna
analyserades med specifika primrar och tagman prober for E30, RV SA11 och HAdV2i
45 cykler. En plasmid sattes vid varje korning i 4 spaddningar, med kénd koncentration
for att kvantifiera de prover som kordes i samma korning (Saguti et al. 2022; Saguti et
al. 2023).

4.2 UV-behandling

Virus inaktiverades med UV-ljus med hjalp aven UV-lampa och pump (Figur 4.1). Flodet
(liter/sekund) i pumpen mittes kontinuerligt, och 90o-100 % effektivitet av UV-lampan
ianordningen anvéndes for berdkningarna (ny UV-lampa), dir flodet justerades for att
uppna 400, 600 och 1000 J/m2. Virus sattes till 3 liter kranvatten i en koncentration
dar det skulle gé att mata 4 log -reduktion (10 000 génger) av virus. 4 ml viruslosning
samlades fore och efter varje UV-ljusbehandling for att méta infektivitet i cellodling (se
avsnitt 4.1) samt dven virusgenomkoncentration med RT-qPCR for att bekrifta infek-

tivitet (Saguti et al. 2022).
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4.3 Kilor-ochklordioxidbehandling

Losningar av natriumhypoklorit och klordioxid forbereddes av personal pa Lackarebicks
vattenverk. En natriumhypoklorit-klorlosning motsvarande 150 g/liter klor tillsattes till
4 liter ultrafiltrerat dricksvatten. Klorkoncentration miéttes enligt SS-EN ISO 7303-2
metod. Klordioxid framstélldes samma dag som forsoket genom att blanda saltsyra och
natriumklorat, och klordioxid méttes enligt SS-EN 1031-4. Total klor och fritt klor méttes
efter o, 2, 10, 30, 60 och 120 minuter.

Den méngd klor som krévs for specifik log -reduktion av virusnivéer uppskattas
ofta via CT-virde (koncentration x tid). Klor och klordioxid méttes for att kunna na
tillrackligt CT-varde efter 120 minuter. Virus, infekterade enligt ovan, sattes till 5 liter
vatten dar 1 liter anviandes som obehandlad kontroll, och till resten tillsattes klor eller
klordioxid (Figur 4.2). Efter 2, 10, 30, 60 och 120 minuter samlades prover som neutra-
liserades med natriumtiosulfat for att avstanna desinfektionen. Sedan sattes proverna
till infektivitetsanalys med TCID50 enligt ovan och dven skord av prov for RT-qPCR
(Saguti et al. 2023).

MATERIAL OCH METODER

Figur 4.1

Metod fér UV-behandling.
UV-1ljus med doser 400, 600
och 1000 J/m? reglerades
via pump. Virus tillsattes
till vatten innan UV-
ljusbehandling och prover
togs fore och efter UV-ljus.
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4.4 NGS-detektionavvirusivattenprover

Proversamladesinfran Lovovattenverk, Gorvialnverket, Borgsvattenverk, Kvarnagardens
vattenverk, Vombverket och Ringsjoverket (Figur 4.3). Prover samlades mellan mars
2021 och april 2022 varannan manad. Vid tvéa tillfdllen samlades dven prover in vid olika
reningssteg for nasta del i projektet med analys via RT-qPCR (Figur 4.4).

Vid provtagning samlades vatten in via Nano-Ceram-filter, som dr effektivt att binda
virus och anvénds vid monitorering av avloppsvatten, ddr flodet 6ver filtret kalkylerades
sé att provtagning vid utgdende vatten i storsta méjliga mén var samma vatten som det
inkommande vattnet. P4 grund av mycket partiklarivattnet var provtagning av ravatten
inte alltid majlig via filter, sa 20 liter vatten skickades i s fall till Gteborgs universitet
dar det kunde centrifugeras och sedan filtreras. Fran Nano-Ceram-filtrena filtrerades
bakterier bort via Sartobran Capsule, och resterande material ultracentrifugerades for
att koncentrera resterande material. RNA och DNA extraherades sedan frén proverna.
RNA omvandlades till cDNA med hjélp av RT-PCR och ¢cDNA och DNA-prover ampli-
fierades med random primers (Wang et al. 2020). Proverna sekvenserades sedan med
nastagenerationssekvensering (NGS) pa Illumina NovSeq X. Sekvenser fran NGS ana-
lyserades och vid analys anvindes de sekvenser som efter forsta analysen blev lingre
dn 500 baspar (bp) for vidare analys. Sekvenserna liangre dn 500 bp analyserades med
tva olika databaser (NCBI och Kraken) dir de sekvenser som gav resultat med bada
databaserna tolkades som sant positiva. De virus som identifierades i vattenproverna
sorterades sedanigrupper beroende pa storlek av viruspartikeln och efter virdorganism
for virus, enligt data from ICTV. Storlek av virus delades upp i 0-60 nm, 61-120 nm
och >120 nm. Sortering enligt vardorganism grupperades i tre grupper, grupp 1 med en
vardorganism som kan hittas i reningsprocessen pa vattenverken, grupp 2 med vardor-
ganismer som troligen inte finns i reningsprocessen och grupp 3 med virdorganismer
som inte finns i reningsprocessen.

MATERIAL OCH METODER

Figur 4.2

Metodologi fér klor och
klordioxidbehandling.
Echovirus, rotavirus och
adenovirus sattes till

vatten dar 4 liter sedan
behandlades med klor eller
klordioxid. Obehandlat
samt behandlat vatten
analyserades med qPCR
samt infektivitet i cellkultur.
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4.5 RT-gPCR-detektion av virusivattenprover

INGS-analyserna analyserades ravattenproverna samt dricksvattenprover. Prover sam-

lades ocksa in i de olika reningsstegen (Figur 4.4) vid tva provtagningstillfallen. Fran

dessa prover extraherades RNA och DNA enligt ovan. Viralt RNA och DNA frén dessa

prover analyserades sedan med RT-qPCR for att kunna kvantifiera den exakta mangd

av virusgenom som finns. Med hjélp av resultaten i NGS-analysen valdes tre olika virus

som aterfanns i hog koncentration i ravatten, samt ett virus som tidigare har visats

kunna fungera som indikatorvirus d& den forekommer i mansklig avforing, namligen
paprikaviruset PMMoV. PMMoV ér ett virus som infekterar olika paprikasorter och

som utsondras i human avforing genom att vi dter paprika och chilifrukter (Tabell 4.1).

Ovriga tre virus som analyserades via RT-qPCR var phycodnavirus, entomopoxvirus och
boolarravirus. Samtliga detekteradesirelativt hoga koncentrationer i NGS-analysen. Av Tabell 4.1
de fyra virus som analyseras &r det bade storre och mindre virus, samt virus med DNA Virus i denna studie samt

och RNA som genom (Tabell 4.1). deras olika egenskaper.
Virus Genus Genom Morfologi Storlek Vard
PMMoV Virgaviridae ssRNA Avlang capsid 300 nmx18-20 nm | Chili- och
paprikafrukter
Phycodnavirus Phycodnaviridae dsDNA |lkosahedral kapsid | 110-220 nm Mikroalger
Entomopoxvirus Poxviridae dsDNA Holjebarande 250-300 nm Insekter
Boolarravirus Alphanodavirus ssRNA Ilkosahedral kapsid | 30 nm Insekter

MATERIAL OCH METODER 19



5 Resultat och diskussion

5.1 Inaktivering av virus med UV-ljus

Effekten av UV-ljus dr beroende pa den dos av UV-ljus som anvinds. Olika virus dr olika
kéansliga for UV-ljus, da virus med dubbelstringade genom, sarskilt adenovirus med
dubbelstrangat DNA-genom, dr mindre kénsliga for UV-ljus jamf{ort med virus med
enkelstrangade genom.

Tre olika virus inaktiverades med UV-ljus: echovirus (E30), rotavirus (RV SA11) och
adenovirus (HAdV2). E30 ar ett virus med ett enkelstrangat RNA (ssRNA), RV SA11
har dubbelstriangat RNA (dsRNA) och HAdV2 ett dubbelstrangat DNA (dsDNA). Tre
olika nivéer av UV-ljus anviandes: 400, 600 och 1000 J/m2. E30 inaktiverades med
3,6log (4 000 ginger) vid 400 J/m2, och 4,71log (50 000 ginger) vid 600 J/m2, och
5,18log (150 000 gnger) vid 1000 J/m? (Figur 5.1). Tidigare studier har visat liknande
minskning av E30 (Gerba et al. 2002; Mayer et al. 2010; Park et al. 2011). Aven studier
pé andra virus med ssRNA-genom som poliovirus och coxsackievirus Bs resulterade i
4 log, -reduktion (10 000 génger) vid 280-500 J/m2 (Gerba et al. 2002; Mayer et al.
2010). Detta visar att E30 inaktiveras liknande som andra ssRNA-virus.

RV SA11 och HAdV2 inaktiverades bara med 1log (10 génger) vid 400 J/m?2. Vid
hogre méngd UV-ljus, 600 och 1000 J/m?2, inaktiverades bada virus med mellan 2,89
och 3,33log  (mellan 776 och 2 138 génger) (Figur 5.1). Tidigare studier pA HAdV2 har
visat 1, 2 och 3 log, -reduktion (10, 100 respektive 1 000 génger) vid 400, 780 och 1190
J/m2 (Baxter et al. 2007; Gerba et al. 2002). Tidigare studier pd RV SA11 visade dock pa
3log  -inaktivering (1 000 ginger) vid 280-440 J/m? (Araud et al. 2020; Chang et al.
1985; Liet al. 2009). Skillnaderna jamfort med den har studien kan ligga i avstandet till
UV-ljuset, djupet avvattnet, men dven att den hir studien anvinde kranvatten och andra
studier anvinde PBS (saltlosning). Det hir projektet anvinde dven en UV-utrustning
dar vatten aktivt passerade forbi UV-ljuset, liknande det som anvands vid vattenverk
dir en UV-lampa anvand mindre dn 24 timmar anvands och miéts och kontrolleras av
utrustningen samt vattenpumpen. Ménga andra studier anvinder UV-ljus som belyser
stillastdende vatten i en petriskal, vilket inte motsvarar rening vid vattenverk lika val.

Sedan 2003 rekommenderar USEPA en UV-dos pa 1860 J/m?2 for att vara sikra pa
att fi en 4 log -minskning (10 000 génger) av alla virus i dricksvatten. I de nordiska
landerna rekommenderas UV-ljus mellan 250—400 J/m2 {f6r att minska adenovirus med
0,75-1,75 log  (5-56 génger) och andra virus med 2,5-3,5 log  (300-3000 génger)
(@degaard et al. 2014). Dessa resultat stammer val 6verens med det som ar visati denna
studie (Saguti et al. 2022).

Virus med dubbelstriangade genom dr kénda for att vara mera resistenta mot UV-ljus.
Detta beror pa den stodjande funktion som den extra genomstringen spelar vid strang-
brott vid UV-ljusbehandling (Qiao et al. 2018). Vi kunde inte visa pa mer inaktivering
avvirus mellan 600 och 1000 J/m2. Aven en annan studie visade att hogre UV-ljus inte
resulterade i mer inaktivering (Bounty et al. 2012). Har kunde vi visa att 400 J/m2var
tillrackligt for att inaktivera virus med ssRNA-genom, medan 600 J/m2 kriavdes for
virus med dubbelstrangade genom.

VIRUS | DRICKSVATTEN - FORMAGA ATT INFEKTERA OCH REDUKTION EFTER RENING
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5.2 Inaktivering av virus med klor och klordioxid

Klor och klordioxid kan bada inaktivera virus. Fritt klor kan inaktiveras av organiskt
material. Cellodlingsmedium, som behévs for odling av virus i cellkultur, innehéller
organiskt material som skulle kunna paverka den desinficerande effekten av klor och
klordioxid. Darfor undersoktes den paverkan som anvénda cellodlingsmedium (MEM
och M119) gav vid samma méngd som behovs vid tillsats av virusen E30, RV SA11 och
HAdV2 i vatten. Vid tillsats av klor konsumerades fritt klor av bade MEM- och M119-
medium. Den snabba reaktionen med organiskt material, initialforbrukning, ari dessa
forsok hogre dn for vanligt dricksvatten. For klor var initialforbrukningen 0,6 mg/liter.
For att ha fritt klor i I6sningen efter 120 minuter, behovde det tillséttas 1,3 mg/liter
klor. For klordioxid ser forbrukningen annorlunda ut och det rackte med 0,45 mg/liter
klordioxid (Figur 5.2).

Figur5.1

Log,,-reduktion av echovirus
(E30), rotavirus (RV SA11) och
adenovirus (HAdV?2) vid 400,
600 och 1000 J/m? UV-ljus.

Figur 5.2

Métning av fritt klor (a, b, c)
och Klordioxid (d) till tillsats
av olika nivaer av klor och
klordioxid i ultrafiltrerat
vatten samt medium med
organiskt material som
anvands vid odling av celler
(MEM- och M119-substrat).

(A) 0.71 mg/L Chlorine Dose (B) 1 mg/L Chlorine Dose
0.8 1.2

-o- MEM substrate -8 MEM substrate
® 06 -8 M119 substrate © 0.9 -o- M119 substrate
£ -&- ultra-filtrated water £ -& Ultra-filtrated water
o =]
= 04 5 06
:

& g2 w03
0.0 T T T T T T T 0.0 ! 1 T U T T T
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Exposure Time (min) Exposure Time (min)
(e) 1.30 mg/L Chlorine Dose (D) 0.45 mg/L Cl0; Dose
15 0.20-

-o- MEM substrate -o- MEM substrate
® 1.2 -8 M119 substrate £ 0,45 = M119 substrate
£ 00 -+ Ultra-filtrated water H -» Ultra-filtrated water
2 5 5
=
o o 0.10-

1=
g 0.6 E
- 03 5 0.054
u‘u T T T T T T T T '99 T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 ] 30 60 a0 120 150

Exposure Time (min) Exposure Time (min)

RESULTAT OCH DISKUSSION

21



Klor och klordioxid sattes till 5 liter vatten, och fritt klor mattes parallellt med virus-
inaktivering efter 2 min, 10 min, 30 min, 60 min och 120 min. Nivierna av klor och
klordioxid nar virus hade tillsatts i vattnet motsvarar mangderna som mattes med MEM
och M119-substrat (Figur 5.2 C och D). Virusen E30, RV SA11eller HAdV2 sattes dven
till vattnet, fore tillsats av klor och klordioxid, i sadan méangd att det skulle ga att detek-
tera en inaktivering pa 4 log (10 000 génger). Virus infektivitet mattes med TCID50,
dvs den spadning av virus som ger infektion i 50 % av brunnarna. Virusgenom maéttes
aven med RT-qPCR i proverna. Tabell 5.1 visar TCID50-métningen, dvs hur manga
10-spadningar av viruset som behovdes for att se 50 % infektivitet samt vid vilken cykel
(ct-vdrde) som virus genom kunde pavisas i obehandlat samt klorbehandlat vatten dar
E30, RV SA11eller HAdV2 tillsatts. Vid inaktivering av E30 kunde inget infektiost virus
detekteras redan efter 2 min klorbehandling. For RV SA11 och HAdV2 kunde viss mangd
infektiost virus detekteras efter 2 min, men inget vid 10 min klorbehandling. For RV
SA11o0ch HAdV2 kunde ldgre nivier av virusgenom detekteras upp till 120 minuter. Vid
klordioxidbehandling kunde ligre mangd infektiost virus endast detekteras for RV SA11
efter 2 min, och inget infektiost E30 eller HAdV2 detekteras (Tabell 5.2).

Tid (min) Tabell 5.1
Tabell 5.2. Virusnivaer av
Obehandlatviruslog, Behandlat viruslog, echovirus (E30), rotavirus
TCID50/ml TCID50/ml (RV SA11) och adenovirus
(RT-gPCR cykler) (RT-gPCR cykler) (HadV2) uppmitt med
Forsokl Forsokll Forsokl Forsok I TCIDSO0 efter 2,10, 30, 60
. och 120 min behandling
Echovirus 2 300 = 325(143) 0,00 0,00 (und) med Klordioxid. Matning av
(E30) 10 350 | 3,75(13,9) 000 0,00 (und) genomkopior med cykler (ct-
30 350 | 3,25(14,2) 000  0,00(17,6) vérde) inom parentes, dar
en hogre siffra motsvarar
60 3,75 3,00(14,2) 0,00 0,00 (und) mindre méngd virus,
120 3,50 3,25(14,6) 0,00 0,00 (und) Und = odetekterbar.
Rotavirus 2 5,00(25,7) 5,00 (29,5) 2,25(24,1) 1,25(25,2)
RVSALY) 4, 450(249)  425(287) @ 000(36,6)  0,00(384)
30 4,25 (24,5) 4,00(27,9) 0,00(39,2) 0,00(36,1)
60 5,00 (24,5) 4,00 (28,6) 0,00(29,2) 0,00 (36,0)
120 4,50(25,3) 3,50(28,7) 0,00(39,0) 0,00(37,0)
Adenovirus | 2 3,75(8,8) 5,00(9,6) 0,00 (26,5) 0,75(9,3)
(HAdV2) 10 3,75(7,7) 45089 @ 000272 = 0,00(11,9)
30 3,75(8,0) 4,50(9,1) 0,00(27,5) 0,00 (26,2)
60 3,75(8,2) 4,50(9,0) 0,00(27,3) 0,00(28,2)
120 4,00(7,4) 5,00(8,9) 0,00(26,9) 0,00 (24,6)

RESULTAT OCH DISKUSSION 22



Tid (min) Klordioxid
Obehandlatviruslog, Behandlatviruslog,
TCID50/ml TCID50/ml
(RT-qPCR cykler) (RT-qPCR cykler)
Forsokl Forsokll Forsokl Forsokll
Echovirus 2 N5 3,50(14,3) 0,00 0,25(17,99)
(E30) 10 325 | 4,00(14,8) 000 | 0,00 (und)
30 3,75 4,25(14,0) 0,00 0,00 (und)
60 3,75 3,25 (und) 0,00 0,00(14,0)
120 4,25 3,75(17,8) 0,00 0,00 (und)
Rotavirus 2 4,75(25,2) 5,00(29,4) 1,25(25,9) 1,25(29,5)
st G 450(256) | 525(282) | 000(27,6) | 0,0(36,9)
30 4,75(25,2) 5,00(28,8) 0,00(37,3) 0,00(38,1)
60 4,00(25,5) 4,50(27,2) 0,00(28,6) 0,00(37,8)
120 4,50(25,7) 4,25(26,9) 0,00 (und) 0,00(37,6)
Adenovirus 2 4,50(8,2) 5,00(9,5) 0,00(25,0) 0,00(26,0)
(FReE) 10 425(1,4) | 475(92) | 000(236) | 0,00(24,5)
30 3,50(8,1) 5,00(9,6) 0,00(22,4) 0,00(23,5)
60 3,75(8,3) 3,75(9,3) 0,00(20,2) 0,00(23,5)
120 4,00(9,3) 4,75(9,8) 0,00(22,8) 0,00(22,6)

Klor och klordioxid kan anges som CT-varden, dvs. koncentration x tid (min. mg/liter).
USEPA anger vilket CT-varde for klor och klordioxid for olika virus som motsvarar en
standardiserad effekt pa inaktivering av dessa olika virus (Tabell 5.3 och 5.4). Da orga-
niskt material i vatten paverkar méngden fritt klor, kunde vi i denna studie né motsva-
rande inaktivering av E30, RV SA11 och HAdV2 som USEPA rekommenderar, men vid
mycket lagre CT-virde, bade for klor och klordioxid. Detta trots att det var klor som var
mera kansligt for organiskt material 4n klordioxiden. D4 vi hade en hog initialférbruk-
ning av klor, men ej samma effekt pd klordioxid fran cellodlingsmedium kriavdes det en
tillsats pa 1,3 mg/liter av klor, vilket efter 2 minuter hade minskat till mellan 0,35-0,55
mg/liter. Under denna initialférbrukning av klor kunde vi visa att dven desinfektion
av virus sker, men dven klordioxid som var mindre kansligt for narvaro av organiskt
material pavisade effektiv desinfektion av virus efter 2 minuter, redan vid tillsats av
0,5 mg/liter klordioxid. Flera studier har tidigare visat att lagre CT-varden inaktiverar
virus (Berman and Hoff 1984; Blackmer et al. 2000; Lim et al. 2010; Page et al. 2009),
det vill sdga virus ar generellt kdnsliga for olika typer av klorering.

Forsok USEPA
Fritt klor CT Log- CTvarde Log-
(mg/1) (min. mg/1) reduktion reduktion

Echovirus 0,44 1,80 3,13 4 3
(E30)
Rotavirus 0,36 1,53 3,25 4 3
(RVSA11)
Adenovirus 0,45 1,76 4,25 6 4
(HAdV?2)

RESULTAT OCH DISKUSSION

Tabell 5.2

Virusnivaer av echovirus
(E30), rotavirus (RV SAT1)
och adenovirus (HadV2)
uppmatt med TCID50 efter
2,10, 30,60 och 120 min
behandling med klordioxid.
Matning av genomkopior
med cykler (ct-varde) inom
parentes, dar en hogre siffra
motsvarar mindre mangd
virus. Und ar ej detekterbar.

Tabell 5.3

CT-varden (koncentration

x tid) av E30, RV SA11 och
HAdV2, samt log, -reduktion
och klorkoncentration efter
2 min behandling med klor.
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Klordioxid

Forsok USEPA
Klordioxid CT Log-reduktion CT-véarde Log-reduktion
(mg/1) (min.mg/1)
Echovirus 0,23 0,76 3,50 12,8 3
(E30)
Rotavirus 0,21 0,80 3,63 12,8 3
(RVSA11)
Adenovirus 0,30 0,85 4,75 25,1 4
(HAdV2)

5.3 Virusiravatten och dricksvatten detekterade med NGS

Inom detta projekt samlades prover in fran sex olika vattenverk: Lovo vattenverk,
Gorvilnverket, Borgs vattenverk, Kvarnagardens vattenverk, Vombverket och Ringsjo-
verket. Nanoceramfilter samlade in réavatten och dricksvatten varannan ménad under ett
arstid och flodet registrerades under perioden (se Figur 4.4 for de ravatten som samlades
in). Filtren skickades till Klinisk Mikrobiologi pa Sahlgrenska Universitetssjukhuset
for extraktion av RNA och DNA samt detektion av alla sekvenser i provet med meta-
genomik och NGS. 152 olika virus tillhorande 76 olika virusfamiljer hittades i proverna.
Majoriteten av alla virus som hittades var bakteriofager, men dven virus som infekterar
daggdjur, ryggradslosa djur, vaxter, insekter, alger och amobor hittades (Figur 5.3).
Flera virus hittades i bade ravatten och dricksvatten.
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Devirus som hittadesiproverna separerades sedan baserat pa storlek pa viruspartikeln
i grupperna 1-60 nm, 61-120 nm och >120 nm. Samtliga métningar visade pa hogre
nivaer av alla storlekar pa virus i ravatten jamfort med dricksvatten. Medelvardet for
antal virussekvenser var 5,16-7,08 log /1000 liter i révattnet jamfort med 3,50-4,39
log, /1 000 liter i dricksvattnet (Figur 5.4 och 5.5). Dock visade vissa enstaka prover
inte ndgon skillnad mellan ravatten och dricksvatten i antal virussekvenser (Figur 5.5).
Vid Borgs vattenverk hittades dven i ravattnet relativt sett farre virusgenom, speciellt
av mindre virus. Dricksvatten hos alla vattenverken utom Ringsjoverket hade mer an
4 log, /1 000 liter av virus mindre &n 60 nm. Vid Kvarnagérdens vattenverk, som ar
utrustat med ultrafilter, var det relativt sett farre stora virus i dricksvattnet jamfort
med den mindre storleken 1-60 nm. Aven Vombverket var mera effektivt i att minska
méngden av de storsta virusen i dricksvattnet. Lovo vattenverk, Gorvilnverket och
Ringsjoverket var dven effektiva i minskningen av mangden virus i storlek 60—120 nm.
Samtliga vattenverk hade hogst nivé av virus 1—-60 nm i dricksvattnet. Dock ska noteras
att det ar virusgenom som detekteras har, vilket inte kan visa pad om det ar infektiGsa
virus. For att kunna detektera infektiosa virus beh6vs mycket hogre niva av virus 4n den
som kan renas fram i vatten.

RESULTAT OCH DISKUSSION

Tabell 5.4

CT-varden (koncentration
x tid) av E30, RV SAT11

och HAdV2, samtlog, -
reduktion och klordioxid-
koncentration efter 2 min
behandling med klordioxid.

Figur5.3

Antal virusarter av olika
typer av virus som hittats
inagot av vattenproverna
indelade efter vardorganism.
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Log,,-nivéaer per 1000 liter
av virussekvenser av storlek
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Figur 5.5

Log,,-nivéer per 1000 liter
av virussekvenser for virus
storre an 60 nm eller mindre
4an 60 nm i ravatten (Inlet)
samt dricksvatten (Outlet) i
de olika proverna tagna éver
ett ars tid.
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Devirus som hittades med metagenomik delades ocksa uppigrupperiforhallande till om
de organismer som virus infekterar kunde finnas i reningssystemen inom vattenverken
ellerinte (Figur 5.6 och 5.7). Grupp 1 dr virus som infekterar organismer som kan finnas
i vattenverken, grupp 2 dr virus som troligen inte finns i vattenverken och grupp 3 ar
virus som inte finns i vattenverken. Grupp 1 hade relativt hog nivé av virus i ravatten.
Manga av dessa virus var bakteriofager och virus som infekterar alger, amébor eller vat-
tendjur. Dessa virus kan vara ett resultat av replikation i det inkommande vattnet samt
under sjilva reningsprocessen. Grupp 2 bestod till stor utstrackning av bakteriofager
som infekterar bakterier som vanligen finns hos ryggradsdjur och vixter. Denna grupp
reducerades mindre effektivt hos Borgs vattenverk och Vombverket. For Vombverket
kan sedda virus sannolikt 6ka i haltiinfiltrationsdammarna jaimfort med ravatten, varfor
avskiljningsgraden skulle kunna vara falskt 14g. Reduktionen for de olika grupperna
tenderar att 6ka med minskad sannolikhet for tillforsel i reningsstegen, vilket verkar vara
ett samband som géller alla vattenverk. Grupp 3 var virus som infekterar ryggradslosa
djur och ryggradsdjur. Dessa reducerades mest hos Lovo vattenverk, Golvialnverket och
Vombverket. For att kunna méta hur mycket virus som renas i de olika vattenverken
behover en mitning goras avvirusigrupp 3, dvs virus som inte kan reproducera i vatten.
Metagenomik visar vilka virus som finns i vattensystemen och vilka som kan finnasihoga
méingder, men kvantitativa analyser beh6vs for att mita exakta nivaer av dessa virus.
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Borgs vattenverk

Group 1 Group 2 Group 3

Ringsjoverket

Group 1 Group 2 Group 3

Figur 5.6

Log,,-nivéer per 1000 liter
av virussekvenser i ravatten
samt dricksvatten.

Grupp 1: virus som kan

ha en vardorganism
ireningssystemeti
vattenverket.

Grupp 2: virus som troligen
inte har en vardorganism i
reningssystemet.

Grupp 3: virus som saknar
en vardorganism inom
reningssystemet.
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5.4 \Viruselimineringisexolika vattenverk

Metagenomikanalyser pa prover ger information om vilka virusgenom som hittas i
vattenproverna och ungefarligt hur mycket virusgenom som hittas. For att kunna méta
mera exakta virusnivaer behovs RT-qPCR-analys av proverna. Fyra virus valdes ut fran
de olika typer av virus som hittades i storre mangd i metagenomikanalysen: phycodna-
virus, entomopoxvirus, boolarravirus och pepper milde mottle virus (PMMoV) (Tabell
4.1).

PMMoV ér ett avlangt virus, 300x20 nm, har enkelstringat RNA-genom och infek-
terar olika paprikafrukter. PMMoV aterfinns ofta i human avforing efter konsumtion
av chili- och paprikafrukter. Phycodnavirus ar ett virus som infekterar mikroalger, har
dubbelstrangat DNA-genom och dr 110—220 nm stort. Entomopoxvirus ar ett virus med
dubbelstringat DNA-genom, ir 250-300 nm och infekterar insekter. Aven Boolarravirus
infekterar insekter, har enkelstrangat RNA-genom och adr 30 nm stort. Dessa fyra virus
analyserades i ravatten och dricksvatten, samt efter infiltration, efter snabb sandfil-
trering, efter ldngsam sandfiltrering, efter ultrafiltrering och efter UV-ljus.

I ravattenproverna kunde phycodnavirus hittas i samtliga 36 prover. PMMoV hit-
tades i 97,2 % av proverna (35/36) och entomopoxvirus och boolarravirus hittades i
80,5 % av proverna (29/36). Phycodnavirus hade ocksé den hGgsta nivén av dessa virus
irdvatten, med nivder mellan 5,03 och 8,64 log, /1000 liter. Nast hogst var nivéerna av
PMMoV med 3,51-7,05log, /1000 liter. I de prover dir entomopoxvirus detekterades
lag nivéerna pa 3,58-7,79 log, /1 000 liter. Boolarravirus detekterades i ldgre nivéer
(Figur 5.8). Entomopoxvirus var som hogst mellan mars och juni manad. Under samma
tidsperiod var Boolarravirus som lagst. Sisongsvariation av dessa tva virus indikerar
olika tider for aktivitet hos de insekter/larver dessa virus kan infektera.

Vid jamforelse mellan ravatten och dricksvatten var minskningen storst for phy-
codnavirus och entomopoxvirus, de tva storsta virusen (Figur 5.8) vid Kvarnagardens
vattenverk, Borgs vattenverk och Ringsjoverket. Lovo vattenverk, Gorvilnverket och
Vombverket hade en mer jamn minskning av alla fyra virusen. Aven andra studier har
visat att storre virus ar effektivare att rena bort i vattenverken (Wang et al. 2020). Vi
kunde seliknande resultat i metagenomikstudien, dir virus mindre dn 60 nm var svarare
att rena bort. Alla dessa vattenverk anviander sig av multipla barridrer, som rekom-
menderas av WHO. Denna studie visar enbart pa nivaer av virusgenom i vatten. Vidare
studier behovs for att visa infektiviteten hos dessa virus.

RESULTAT OCH DISKUSSION

Figur 5.7

Log,,-nivéer av
virussekvenser i ravatten
samt dricksvatten vid de
olika provtillfallena.
Grupp 1: virus som kan

ha en vardorganism
ireningssystemeti
vattenverket.

Grupp 2: virus som troligen
inte har en vardorganism i
reningssystemet.

Grupp 3: virus som saknar
en vardorganism inom
reningssystemet.
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Vombverket har infiltrering som forsta reningssteg, dar vi tagit med i berdkningen en
tidsforskjutning pd 2 manader. Vid jamforelse fore och efter infiltrering minskades phy-
codnavirus med néstan 2log, /1000 liter. PMMoV minskades med nastan 1log, /1000
liter, medan boolarravirus inte minskade efter infiltrering (Figur 5.9).
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Water Sample

Samtliga sex vattenverk tog prover efter snabb sandfiltrering (post-RSF) (Figur 5.10) och
resultaten jimfordes med halternairévattnet. Snabb sandfiltrering foregés av olika steg
varfor det endast 4r majligt att jamfora Lovo vattenverk, Gorvalnverket, Borgs vatten-
verk och Ringsjoverket da dessa har kemisk fallning samt sedimentation fore snabb
sandfiltrering. For kombinationen av dessa steg (en barridr) minskades nivierna av
phycodnavirus med mellan 0,7-3,21log /1 000. Aven nivierna av PMMoV minskades
over denna barridr med mellan 1,15-3,16 log /1 000. I de prover dar entomopoxvirus
hittades, minskade nivderna jaimfort med ravatten med 0,48-4,67 log /1 000 liter.
For boolarravirus 6kade dock nivderna vid Borgs vattenverk med 0,55 log, /1 000 liter
medan 6vriga vattenverk minskade nivderna av boolarravirus 6ver denna barriar med
0,87-2,83 log, /1 000 liter. For Kvarnagirden och Vombverket dar avskiljningen vid

snabb sandfiltrering, utan kemisk fillning och sedimentation, var minskningen mellan
0,18-1,521og, /1000 liter.

RESULTAT OCH DISKUSSION

Figur5.8

Mediannivaer av
entomopoxvirus,
phycodnavirus,
boolarravirus och PMMoV
iravatten och dricksvatten
matt med RT-qPCR
(log10/1 000 liter).

Figur5.9

Figur 5.9 Mediannivaer
av phycodnavirus,
boolarravirus och
PMMoV i ravatten och
efter infiltration (post-
IF) (log10/1 000 liter),
data fran tva olika
provtagningstillfallen

28



Lovd vattenverk Garvalnverket

10

Borgs vattenverk

g [ Entomopoxvirus
§ 8 8 8 = Phycodnavirus
':é 6 6 e [ Boolarra virus
g =1 PMMoV
}E 4 4 H 4
= 2 2 2
: I illli Il
- 0= T T T [ m T T T 0= T T T T T
S & & P& @ & ¢ L& £SF S8 S S SF S
FE F L F&F & FE FE FE FE &L & B &
o e e e e e e e e e e
Kvarnagardens vattenverk Vombverket Ringsjoverket
__10 10 10
g ’ ’
=
é 1 5] ] -1
; 4 4 "}‘ 4 H
8
= 2 2 2
; o T T L} ﬂ T H 0 T T H T L Ll T mﬂ 0 T L} L} T Ll H
R S B S SEE PSS S S& &
SE SE FF &F SEE SIE S S FE IF
e e e o e o e e D P D
Tre vattenverk samlade prover efter langsam sandfiltrering (post-SSF), namligen Figur 5.10

Lovo vattenverk, Borgs vattenverk och Ringsjoverket (Figur 5.11). Vid provtagning i
januari detekterades av viss 6kning av phycodnavirus och PMMoV vid Ringsjoverket.
Detsamma gallde Borgs vattenverk vid samma tidpunkt f6r Entomopoxvirus. Vid 6vriga
provtagningar minskade virusmangden av samtliga virus med mellan 0,18 och 1,49
log, /1000 liter. Generellt var effekten av1dngsam sandfiltrering som minst vid kallare
arstider. Aven tidigare studier beskriver liknande effekt och att l:igre biologisk och mik-
robiell aktivitet i biofilm i sandfiltret som virus binder till kan paverkas av kallt vider
(Moll et al. 1999).

Lové vattenverk Borgs vattenverk

Figur 510 Mediannivaer
(log10/1000 liter) av
entomopoxvirus,
phycodnavirus, boolarravirus
och PMMoV i ravatten och
efter snabb sandfiltrering
(post-RSF) eller provtagning
fére snabb sandfiltrering
(pre-RSF), data fran tva olika
provtagningstillfallen.
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Kvarnagarden &r det vattenverk dér vi samlade prover som har direktfallning i kombi- Figur 5.1

nation med ultrafiltrering (UF). Ultrafiltret har en porstorlek pa ca 20 nm. Storre virus
som phycodnavirus och entomopoxvirus minskade med i medeltal 2 log /1 000 liter,
medan PMMoV som dr 18—20 nm i diameter kunde detekteras i samma méngd fore som
efter ultrafiltrering (Figur 5.12). Detta visar att ultrafiltrering ar effektivti att rena storre
virus, men beroende pé vilken porstorlek ultrafiltret har kan sma virus ta sig igenom.
Det indikerar @ven att fallningskemikalien som tillsétts fore ultrafiltren inte ensamt
paverkar avskiljningen av sma virus. Vi kunde detektera samma méangd PMMoV fore
och efter ultrafiltrering, vilket indikerar att smé virus kunde ta sig igenom porerna, men
vidare studier beh6vs for att visa om de virusgenom som tog sig igenom porerna ingar
i en viruspartikel och kan infektera celler eller om det bara dr det genetiska materialet
fran virus som passerat ultrafiltren.

RESULTAT OCH DISKUSSION

Figur 511 Mediannivéer
(log10/1000 liter) av
entomopoxvirus,
phycodnavirus, boolar-
ravirus och PMMoV i
ravatten samt fére och efter
langsam sandfiltrering (pre-
och post-SSF), data fran tva
olika provtagningstillfallen.
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Kvarnagarden och Ringsjoverket tog @ven prover fore och efter UV-behandling.
Minskningen av samtliga detekterade virus var mellan 0,06 och 1,13 log /1 000 liter
(Figur 5.13). Deflesta virus var véldigt lika i mangden virusgenom fore och efter UV-ljus.

Vi har tidigare visat att enkelstrangade virusgenom ar mera kansliga for UV-ljus, men Figur5.13

iden forsta studien undersokte vi framfor allt infektivitet av virus. Har behovs vidare Figur 5.13 Mediannivéer
studier for att visa hur infektiésa de virus dr som detekterades. RT-qPCR &r mera kins- (log,,/1000 Titer) av

ligt for detektion av virus an infektivitetsstudier, och detektion av virusgenom med entomopoxvirus,

boolarravirus, och PMMoV
iravatten och fére och
efter UV ljus (pre- och

RT-qPCR betyder inte att viruset &r infektiost, da de strangbrott som kan uppsté inte
behover paverka RT-qPCR detektion, vilket ocksa antyds av skillnaden i UV-kénslighet

mellan enkel- och dubbelstriangade virus. post-UV light).
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6 Slutsatser och ldirdomar

6.1 Slutsatser

For att undvika risk for smitta med enteriska virus som infekterar magtarmkanalen
ar det viktigt att virus renas effektivt pa vattenverken. Mikrobiologiska barridrer kan
bygga pa avskiljning eller inaktivering av sjukdomsframkallande mikroorganismer. En
typisk ytvattenberedning bestar avkemisk fallning med sedimentering och filtrering for
avskiljning, f6ljt av desinfektion med UV-ljus, klor och klorforeningar for inaktivering.

De studier som gjordes pa sex olika vattenverk i Sverige visade att majoriteten av de
virus som hittasivatten i vattenverk var bakteriofager. De virus som studerades narmare
visade att virusnivderna minskade mellan 0,52 log (3,3 gdnger) och 4,4 log (25100
ganger) per 1000 liter fran ravattnet till dricksvattnet, med en genomsnittlig minskning
pé 2,09log (123 génger) i de fyra virus som studerades.

Projektets fragestillningar och svar pa fragorna

o Arde mikrobiologiska barridirer som anvinds i dag i vattenverken tillréickliga for
att reducera virus, eller behéver de forbdttras?

Barriarer i vattenverken renar effektivare bort storre virus &n mindre. Mindre virus, i

motsvarande storlek som de minsta humanpatogena virus, kunde ta sig uti dricksvattnet

till viss del. Fortsatta studier behévs dock for att visa om dessa ar infektiosa.

Inget enskilt reningssteg var tillrackligt effektivt for att rena samtliga undersokta
virus, utan flera reningssteg behovs. De metoder som utvecklades hir (att kunna méta
nivaer av olika virus som finns naturligt i vattnet) kan anvéndas for att 6vervaka virus-
nivéer i vattenverk och dven for att studera deras effektivitet.

o Overlever vissa virus de desinfektionsbehandlingar som anvdnds i dag (UV-ljus,
klor, klordioxoid)?

Klor och klordioxid ar effektivt for att inaktivera virus, men paverkas avden mangd orga-
niska Amnen som finns i vattnet. Vid behandling med klor och klordioxid inaktiverades
virus redan efter 2 minuters behandling. Det behovdes dock hogre doser dn vad som
tillampas i Sverige eftersom cellodlingsmedium resulterade i hogre klorforbrukning.
Resultaten kan indikera att hog klordos ger en snabb inaktivering av virus som inte
beskrivs av det ritlinjiga forhéllandet av C*T.

UV-ljus ar ocksa effektivt for att inaktivera virus. Vid UV-ljusinaktivering
riackte det med 400 J/m?2 for att inaktivera virus med enkelstringade genom, men
600 J/m2 behovdes for att inaktivera adenovirus och rotavirus med dubbelstriangade
genom.

Vid provtagning vid vattenverken visade UV-ljus en mindre effekt pa den méngd virus
som detekterades i vattenproverna, vilket visar pa att det 4r anviandbart att bdde kunna
maéta virusnivaerivatten med RT-qPCR, men dven att kunna studera virus infektivititet
i cellkultur.

e Gar det att identifiera mojliga indikatorvirus som kan anvdndas for att pavisa
fordndringar i virusmdngder?

I ravatten hittades flera virus i olika storlekar som kan anvéndas for att visa pa effekten

av rening av virus i vattenverken.

VIRUS | DRICKSVATTEN - FORMAGA ATT INFEKTERA OCH REDUKTION EFTER RENING
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6.2 Radoch framtida méjligheter

Det kriavdes alltsd 600 J/m2 av UV-ljus i denna studie for effektiv inaktivering av virus
med dubbelstringade genom. Den nuvarande standarden pa 400 J/m?2 arinte tillracklig
for att inaktivera virus med dubbelstriangade genom som adenovirus och rotavirus och
bor ses 6ver. I de aktuella forsoken gav 600 J/m?2 en inaktivering med 3 log (1 000
génger).

Aven Klor ir effektivt for att inaktivera virus, men ir alltsi beroende pd mingden
organiskt material i vattnet. For vattenverk ar det darfor viktigt att reducera halten av
organiskt material innan klorbehandling for att optimera effekten av tillsatt klor.

Som framgar av Livsmedelsverkets rekommendationer &r det bra att kombinera flera
barridrer for att rena vatten fran virus. Genom att kombinera tillrackligt hog dos av
UV-ljus med t.ex. ultrafiltrering renas stora méangder virus fran vatten. Ultrafiltrering
var effektivt for att filtrera bort stérre virus och med en liten porstorlek med f& avvikande
porer kan denna barridrkombination vara mycket robust och avldgsna de flesta virus
effektivt. Aven om en enskild barriir kan vara mycket effektiv si ir en kombination av
flera olika barridrer att foredra i den handelse att en barriar tappar kapacitet. Sma virus
kan vara viktiga att méta, framfor allt vid utbrott, speciellt vid membranavskiljning. For
andra barridrer kan det vara viktigt att méata smé och stora virus, dar fler smé virus kan
behova anvandas for att mata nivaer av bdde sma och stora virus.

Vatten i vattenverk, bade ravatten men aven dricksvatten, innehaller mycket virus,
frimst bakteriofager, dir ménga dr avliknande storlek som humana virus. De fyra virus
som hittades i storre mangd i metagenomikanalysen, phycodnavirus, entomopoxvirus,
boolarravirus och pepper milde mottle virus (PMMoV), r virus som finns i ménga olika
vattenkallor och kan anviandas for att analysera reningsstegen i vattenverk. For att hitta
ytterligare virus som kan finnas i vattensystemen finns det majlighet att genom samar-
bete med forskare undersoka vilka virus som finns i olika vattenverk.

Detta projekt visar att det finns flera naturliga virus som kan anvindas for att méta hur
bra olika barridrer fungerar for virusreduktion. Om virusanalyserna blir kommersiellt
tillgangliga till en for vattenverksidgarna hanterbar kostnad sa kan informationen bli
ett bra komplement till befintliga indikatororganismer. D4 méanga forskningslabb har
utrustning for att kunna utfora denna typ av analys, skulle detta kunna utforas.
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