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Agrip d islensku:

I0raveirur, einkum ndrdveirur eru einar algengustu orsakir matvaelasykinga 4
vesturlondum. baer berast med saurmengudu vatni, matvaelum og manna a
milli. Markmid verkefnisins er ad prda adferdafraedi til greininga a idraveirum i
vatni og matvaelum og nyta paer adferdir til greininga @ veirum i umhverfi og
matvaelum hérlendis. bessi skyrsla lysir vinnu vid verkefnid arié 2011.

Gerd var athugun a pvi hvort uppsett adferd til greiningar a idraveirum i
drykkjarvatni veeri nytanleg til greiningar a idraveirum i yfirbordsvatni. Gafu peer
préfanir géda raun og | kjolfarid var skimad fyrir néréveirum og hepatitis A
veirum voldum am og laekjum i nagrenni Reykjavikur. Umhverfisskimanir fyrir
idraveirum hafa ekki verid framkvaemdar hérlendis fyrr ad pvi er vid pekkjum til.
Nidurstodur peirrar skimunnar syndu ad noéréveirur var ad finna vida i
yfirbordsvatni i nagrenni byggdar.

Einnig var unnid ad innleidingu adferda til greiningar a8 néréveirum i skelfiski og
tekid patt i samanburdarpréfunum a vegum CEFAS i Bretlandi i pvi samhengi. Su
vinna syndi ad adferdafraedinni var nokkud adbodtavant en ekki tokst ad greina
veiruna i mengudum skelfiski. S& vandi liggur ad oOllum likindum i RNA
einangrunarskrefi adferdarinnar og vonir standa til ad nytt kerfi til einangrunnar
a kjarnsyru ur veirum (MiniMag, Biomérieux) sem Matis hefur nyverid fest kaup
4 muni leysa pa vankanta.

Lykilord d islensku:

Ndrdveirur, hepatitis A veirur, greiningaradferdir, skelfiskur, yfirbordsvatn

Summary in English:

Enteric viruses, particularly norovirus are the most common cause of foodborne
illness in industrial countries. The viruses are transmitted by fecally
contaminated waters, foods and from person to person. The aims of this project
are the development of methods for the detection of enteric viruses in foods
and water, and the implementation of those methods for studies of enteric
viruses in foods and environment in Iceland. This report describes work within
the project during 2011.

The applicability of the analysis method for enteric viruses in drinking water was
tested for surface waters. These testing gave promising results and showed that
the method could be used for detecting enteric viruses in environmental
waters. Environmental screening was performed to study the prevalence of
norovirus and hepatitis A virus in surface waters around Reykjavik. The results
of the screening showed that norovirus was commonly found in streams and
rivers in proximity of inhabitated areas.

Analysis methods for the detection of enteric viruses was implemented and
tested by partaking in a proficiency test supervised by CEFAS, UK. Those results
showed the method to be somewhat lacking and no norovirus could be
detected in contaminated shellfish. Newly acquired setup for the extraction of
viral nucleic acid (Minimag, Biomérieux) is expected to resolve the current
shortcomings of the method.
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Inngangur
Idraveirur s.s. néroveirur og hepatitis A eru algengar orsakir idrasykinga vegna neyslu

mengads drykkjarvatns og matvaela. Pad eru einkum néréveirur sem valda idrasykingum
hérlendis en ndrdveirur eru taldar orsok yfir helmings allra idrasykinga & vesturlondum.
Néréveirur smitast einkum vid neyslu saurmengadra matvaela og drykkjarvatns. bad eru
einkum matvaeli sem neytt er hrarra eda litid eldadra s.s. skelfisks, greenmetis og avaxta sem
eru varhugarverd m.t.t. ndrésykinga. Veiran polir frost en drepst vid hitun yfir 60°C. Veiran er
ennfremur bradsmitandi og berst hratt milli manna. HUn berst i miklum magni fra syktum
einstaklingum gegnum saur og uppsolu. Sykt félk sem vinnur ad framleidslu eda framreidslu
matveela getur pvi haeglega komid af stad hdpsykingum.

Lengi vel var ekki mogulegt ad greina ndrdveirur i vatni og matvaelum. Ekki er haegt ad raekta
veiruna og hana verdur ad greina med sameindaliffreedilegum adferdum. Svid oOryggis,
umhverfis og erfda hefur sett upp greiningaradferdir byggdar 4 real time PCR teekni til
greiningar a erfdaefni néréveira og hepatitis A veira. [ fyrra (2010) var haldid 4fram med pa
vinnu og einkum unnid ad uppsetningu adferdar til einangrunar a veirum ur vatnssynum og
hefur greiningaradferdin hefur verid sett upp fyrir kranavatn.

Vinnu vid uppsetningu og innleidingu adferda til greiningar 4 idraveirum i vatni og matveelum
hefur verid haldid afram i ar (2011) med aherslu a greiningu idraveira i yfirbordsvatni og ur

skelfiski.

bétting veira ur yfirbordsvatni
Mun erfidara getur reynst ad einangra idraveirur Ur yfirbordsvatni en kranavatni sékum pess

hve mikid getur verid af ohreinindum, s.s. jardvegsognum og lifrenum ognum i
yfirbordsvatni. Pbéttingar idraveira Ur vatnssynum byggir 4 siun gegnum himnusiu og
ohreinindi Ur vatnssyninu gera siun Oskilvirka og geta haft neikveed ahrif a losun veira af
filternum. Ennfremur er ekki haegt ad komast hja pvi ad eitthvad af pessum efnum fylgi
veirunum gegnum allt einangrunarferlid, sé ad finna i RNA kjarnsyru synisins og valdi PCR
hindrun vid greiningu.

Til ad kanna skilvirkni péttingar og greiningaradferdarinnar i heild sinni til greiningar a
idraveirum a yfirbordsvatni var syni af yfirbordsvatni smitad og greint m.t.t. néréveira, Gl og

Gll.



Skimun yfirbordsvatns
Tilvist og utreidsla idraveira i vatni og umhverfi hefur ekki verid rannsékud hérlendis en slik

skimun hefur ekki verid gerd hérlendis adur. Skimad var eftir idraveirunum, néré og HAV i
nokkrum voéldum vatnsfollum og tjornum & sudvesturhorninu. Syni voru tekin yfir priggja
manada timabil (Jandar-Febrdar-Mars) dr  nokkrum  vatnsfollum i kringum
hofudborgarsvaedid. Reynt var ad finna synatokustadi sem mogulega geetu verid megnadur
af skolpi. Sykingar af voldum idraveira, einkum ndréveira eru mjog algengar sérstaklega yfir

vetrartimann.

CRL-ndroéveiru og hepatitis A ringtrial i skelfiski
Markmidid er ad geta greint idraveirur i fleiri matrisum en vatni og pvi var hugad ad

uppsetningu adferdar til greiningar 4 idraveirum i skelfiski. | pvi augnamidi var tekid patt i

noéroveiru og hepatitis A CRL ring-trial 8 vegum CEFAS.

Framkveemd

bétting veira ur yfirbordsvatni

Vatnssyni Ur anni Bugdu i Kjds var notad til adferdapréfunar. Synid var tilraunasmitad med
med nérdveiru (Gll) mengudum syni sem fengid var fra Veirufreedideild Landspitalans. Siadur
var ~1L af mengudu syni og ~1L af dmengudu syni. Synin voru for-siud gegnum serviettu
(Kimberly-Clark) til ad sia fra grugg. Synid var pvinaest siad gegnum Zetapor filter eftir ad pH
var fellt nidur undir 7 med nokkrum dropum af 1M HCI. Skipta purfti um filter 1-2x til ad na
ad sia 1L af syni. Veirur voru losadar af filter med 3ml af 50mM Glycine-NaOH buffer [pH 9.5]
pH pvinaest fellt i ~7 med 0.1M HCI og syni pétt med spunasulu (Amicon Ultra-4). Syni voru

fryst vid -20°C fram ad RNA einangrun. RNA var einangrad vid RN-asa friar adstaedur med

QlAamp viral RNA einangrunar sulum samkvemt leidbeiningum framleidanda (Qiagen,
Valencia, CA). Real time PCR greiningar voru gerdar samkvaemt prétékol fyrir gendtypu Gl og
Gll.Gerdar voru Orverutalningar 4 syninu m.t.t. saurkéli og enterokokka til ad fa hugmynd um

hvort undirliggjandi saurmengun veaeri i syninu.



Skimun yfirbordsvatns
Vatnssynum var safnad af tiu stédum i umhverfi Reykjavikur og @ sud-vesturlandi, valin voru

nokkur vatnsfoll 8 sudvesturlandi naerri byggd dsamt Tjorninni i Reykjavik og Fossvogslaek (sja
toflu yfir synatdkustadi og yfirlitsmyndir i vidauka). Syni voru tekin einu sinni i manudi af
Ollum synatokustodum yfir priggja manada skeid (Februar-Mars-Arpil) veturinn 2011.

5L af syni voru teknir & hverjum stad og syni geymd vid 4°C par til siun var framkveemd.
Talningar a saurkdli bakterium voru framkvamdar ur 6llum synum. Synin voru skimud fyrir
noroveirum med real-time PCR greiningarhvorfum ad undangenginni siun. Siun fér fram a
eftirfarandi mata: 1L af yfirbordsvatn var for-siadur gegnum serviettu (Kimberly-Clark) par
sem mikid af gruggi var i morgum synanna. ~1L af vatnssyni var pvinaest siadur gegnum
electropdsitivan Zetapor filter eftir ad pH var fellt nidur undir 7 med nokkrum dropum af 1M
HCI. Skipta purfti um filter 1-2x til ad nd ad sia 1L af syni. Veirur voru losadar af filter med
3ml af 50mM Glycine-NaOH buffer [pH 9.5] (ATHs. Filterar Ur synum 1-8 voru mogulega
bvegnir med ~200mM glycine buffer en ekki 50mM), pH pvinaest fellt i ~7 med 0.1M HCl og
syni pétt med spunasulu (Amicon Ultra-4). Syni voru fryst vid -20°C fram ad RNA einangrun.
Siadur var 1L af NoV smitudu syni. Jakveett veirusyni var utbuid Ur mengudum saur fra
Veirufraedideild Landspitalans. Utbudin var 1X PBS med vidbaettu magnesium og kalsium -
bessar jonir stabilisera veirurnar i lausninni — dsamt syklalyfjum (100ug/ml) ampicillin og
kanamycin. Syni 5 var notad til smitunnar en mjog litil 6rverumengun var i pvi syni.

RNA var einangrad vid RN-asa friar adstaedur med QlAamp viral RNA einangrunar stlum
samkveemt leidbeiningum framleidanda (Qiagen, Valencia, CA). Real time PCR greiningar

voru gerdar samkvaemt prétokal fyrir Gl og GlI.

CRL-ndroveiru og hepatitis A ringtrial i skelfiski
Syni fyrir ring trial samanstédu af nattdrulega smitudum og tilraunasmitudum Kyrrahafs

ostrum (Crassostrea gigas) dsamt , lenticules” og frostpurrkudum meltingarkirtlum dr
nattdrulega smitudum ostrum. Nanari lysingu @ undirbuningi synanna ma sja i itarefni fra
CEFAS sem fylgdi synunum (Norovirus and hepatitis A virus (HAV) ring trial (RT 39) — 2011).
Eftir ad syni barust til Matis voru pau geymd vié 4°C par til unnin. Skelfissyni voru unnin
samkvaemt protocol fra CEFAS utgefnum 2006. Adferdin var svohljédandi i fljétri yfirferd.
Meltingarkirtilar skelfisskanna voru fjarlaegdir og peir vegnir. Frostpurrkadir meltingarkirtlar

voru medhondladir & sama mata Kirtlarnir voru pvinaest skornir nidur og proteinasa K baett
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vid (ml fyrir g) og incuberadir i hitaskdp vid 37°C i 60+/-5min & hristiplatta. Secondary
incubation var pvinast framkveemd vid 65°C i vatnsbadi i 15+/-1min. Synin voru pvinaest
spunnin vid 3000rpm i 5 minatur og flotid tekid til RNA einangrunar. ,Lenticules” voru
leystar upp i 10ml af sterilu vatni lausn tekin til RNA einangrunar

RNA var einangrad ur synunum med QiaAMP viral RNA minikit (Qiagen). Teknir voru 140ul af
floti/lausn og RNA einangrad samkveemt afdferdalysingu framleidanda. RNA leyst upp i
RNasa frium buffer og spunnid nidur i RNasa fri eppendorf glés. RNA geymt vid -20°C fram ad
PCR greiningu.

Real time PCR hvorf til greiningar 4 néréveirum Gl og Gll auk HAV voru keyrd & synunum

skvt. prétékol Matis.

Niourstoour

bétting veira ur yfirbordsvatni
Orverutalningar Ur syninu syndu 8 saurkéli og 3 enterokokka i 100ml. Nidurstédur real time

PCR greiningar a einangrudum synum ma sja i toflu 1. Sterkt svar vid nérdveiru Gll greinist i
tilraunasmitudu syni. Osmitad syni gafu hins vegar einnig Gll mégnun sem gefur til kynna ad

um nattdrulegt smit sé ad raeda i syninu fyrir.

Tafla 1. Nidurstodur real-time PCR greiningar 4 tilraunasmitudu og dsmitudu yfirbordsvatni.

Gl (Ct) Gll (Ct)
Smitad syni No Ct 29.80
Osmitad syni No Ct 43.07

Skimun yfirbordsvatns
Orverutalningar og nidurstédur skimunar & néré og HAV veirum med real time PCR

greininga eru dregnar fram i to6flum 2-4.



Tafla 2. Nidurstodur 6rverugreininga Ur vatnssynum, febrdar synataka.

fecal Gl HAV
sampling site t°C pH coliforms  enterococci GI(Ct) (Ct) (Ct)
1 Varma Hverag. . 7,55 16000 3800 NoCt 32,18 NoCt
2 Ulfarsd 1,2 7,45 48 23 NoCt NoCt NocCt
3 Varma Mos. 2,4 7,50 270 63 NoCt NoCt NoCt
4 Sudura 1,4 7,15 280 42 33,74 42,63 NocCt
5 Bugda 1,3 7,30 8 3 NoCt 43,07 NoCt
6 Ellidaar no. 1 (litlu Ellidaar) 1,9 7,50 470 79 NoCt NoCt NoCt
7 Ellidaar no.2 (storu Ellidaar) 1,2 7,55 41 71 NoCt NoCt NoCt
Tjérnin no.1
8 (Hljomskalagardur) 7,85 230 51 NoCt NoCt NoCt
9 Tjornin no.2 (Vatnsmyri) 7,75 1400 81 NoCt NoCt NoCt
10 Fossvogslaekur 7,70 380 100 NoCt 33,81 NocCt

Tafla 3. Nidurstodur 6rverugreininga Ur vatnssynum, mars synataka.

Gl (Ct) Gll (Ct) HAV (Ct)

sampling site t°C pH  leidni pus/cm fecal coliforms(100ml) stock stock 1/10diluted  stock
1 Varma Hverag. . 7,65 200 36000 34,48 34,1 35,1 No Ct
2 Ulfarsa 4,5 7,6 120 9 NoCt NoCt No Ct No Ct
3  Varma Mos. 5,4 7,55 140 240 No Ct 40,7 40,1 No Ct
4 Sudura 4,5 7,2 93 240 34,53 36,6 No Ct No Ct
5 Bugda 5,5 7,35 68 0 No Ct No Ct No Ct No Ct
6 Ellidadrno. 1 5,5 7,55 120 180 No Ct No Ct No Ct No Ct
7 Ellidaar no.2 5,2 7,7 90 8 No Ct No Ct No Ct No Ct
8 Tjornin no.1 7,75 72 4500 No Ct No Ct No Ct No Ct
9 Tjornin no.2 8,05 78 230 No Ct No Ct No Ct No Ct
10 Fossvogslakur 7,55 210 2300 No Ct No Ct No Ct No Ct

Tafla 4. Nidurstédur 6rverugreininga ur vatnssynum, april synataka.

fecal HAV
sampling site t°C pH leidni us/cm coliforms(100ml) Gl (Ct) Gl (cCt) (ct)
Varma
1 Hvearag. - 7,35 210 2500 32,37 No Ct No Ct
2 Ulfars 6,5 7,5 120 17 NoCt NoCt NocCt
3 Varma Mos. 6,6 7,5 150 700 No Ct No Ct No Ct
4 Sudura 5,7 7,25 100 540 No Ct No Ct No Ct
5 Bugda 4,6 7,2 68 1 No Ct No Ct No Ct
6 Ellidaar no. 1 7,4 7,35 120 10 No Ct No Ct No Ct
7 Ellidaar no.2 7,2 7,45 99 5 No Ct No Ct No Ct
8 Tjérnin no.1 - 7,9 360 450 No Ct No Ct No Ct
9  Tjérnin no.2 10,8 8,15 660 510 NoCt NoCt NoCt
10 Fossvogslaekur - 7,7 310 5300 No Ct No Ct No Ct



CRL-ndéroéveiru og hepatitis A ringtrial i skelfiski
Nidurstodur Ur real time PCR greiningum synanna ma sja i téflum 5 og 6.

Tafla 5. Nidurstddur real time PCR greininga 4 néréveirum og HAV.

Syni Nérévirus G1 (Ct) N6rovirus Gl (Ct) Hepatitis A virus (Ct)
Shellfish sample 1 No Ct No Ct No Ct
Shelfish sample 2 No Ct No Ct No Ct
Lenticule 1 No Ct 36,47 No Ct
Lenticule 2 No Ct No Ct No Ct
Lenticule 3 No Ct 38,59 30,92
Lenticule 4 32,55 No Ct No Ct
Freexe dried No Ct No Ct No Ct

Tafla 6. £tladar nidurstodur Ur synum (copies/qg eda copies/lenticule)

Syni Nérévirus G1 (Ct) Norévirus Gl (Ct) Hepatitis A virus (Ct)
Shellfish sample 1 - - +(5.1x 10°)
Shelfish sample 2 +(4.8 x 10°) +(2.3X10% -
Lenticule 1 - +(4.8x10% -
Lenticule 2 - - -
Lenticule 3 - - +(4.9x10°)
Lenticule 4 +(1.7 X 10% - -

Freexe dried +(6.2 X 10%) +(3.6 x 10°) -

Umraour

bétting veira ur yfirbordsvatni

Nidurstodur préfunarinnar syna ad uppsett adferd til péttingar og greiningar a idraveirum ur
kranavatni ma einnig nota til greiningar 4 veirum uar yfirbordsvatni. Veiran greinist
audveldlega Ur smitudu syni en pad sem meira er pa greinist hér einnig veira i natturulega
vatnssyninu. Ahugavert er ad greiningaradferdin hefur naegjanlega naemni til ad greina
noéroveirur ur umhverfissynum. Almennt er ekki haegt ad greina nérdveirur ur yfirbordsvatni
sokum pess i hve litlum maeli paer eru par ad finna. Astaeda pess ad vid finnum hér néréveiru
i vatnssyninu er veentanlega su ad miklar leysingar voru néttina fyrir synatéku sem valdid
hefir yfirfledi ar rotprém i sumarbustadarlandi ofanvid synatokustadinn. bad undirstrikar

notagildi adferdarinnar og synir ad uppsett adferd til péttingar og einangrunar idraveira ma

nyta til greiningar a néréveirum i yfirbordsvatni og kranavatni.




Skimun yfirbordsvatns
Mikla mengun saurgerla ma greina i velflestum peirra vatnsfalla, leekja og tjarna sem skodud

voru. Enterococcar finnast i saur manna og dyra og mengun af enterococcum bendir til
saurmengunar og mogulegra mengunar af idrasyklum. E. coli er visbending um nylega
saurmengun par sem bakterian lifir adeins i skamman tima i umhverfi. Oll vatnsféllin eru i
meira eda minna mali tengd eda i nagrenni byggdar. bPessa saurgerlamengun er pé ekki
haegt ad tengja monnum sérstaklega heldur stafar hun einnig ad miklu leiti fra dyrum og
einkum fuglum. Noréveirur i synunum teknum i: Varma i Hveragerdi, Varma i Mosfellsbae,
Sudura i Mosfellsdal, Fossvogsleekur og Bugdu i Kjos benda pé dyggjandi til skélpmengunar.
Miklar rigningar og fl6d daginn fyrir febrdar synatokuna juku likur & pvi ad skdlp baerist i
vatnsfollin gegnum lekar skolplangir eda flaedi upp ur skdlplégnum og rotprém. Syni
greindust i fernum am og laekjum eftir pad vatnsvedur. Synataka i mars syndi einnig jakveed
syni ur fernum am. pannig ad svo virdist sem leki Ur skdlpkerfi yfir i vatnsfoll sé vidvarandi
vandamal. Einkum i Sudurd i Mosfellsdal sem reyndist mengud bezedi i februar og mars.
Heilbrigdisfulltrda Kjdsasveedis stadfesti pann grun og sagdi skdlpmengun fra byggd vid
Sudura vidvarandi vandamal.

i Varma i Hveragerdi greinast néréveirur @ 6llum prennum synatékutimum. SU mengun parf
ekki ad koma a odvart par sem  ur skdlphreinsistod Hveragerdis liggur i Varma.
Synatdkustadurinn var vid i-rennsli Ur skélphreinsistédinni i Varma. Nérdveirur eru nédnast an
undantekninga haegt ad greina i skolpi. Petta syni ma pvi i raun lita @ sem halfgert kontrol
syni fyrir adferdina.

Ljést ma vera af nidurstodum rannsdknarinnar ad néréveirur geta leynst vida i umhverfinu.
noéroveiru jakvaed syni greinast ar fimm vatnsféllum yfir rannséknartimann. Veirurnar
greinast i fernum am eda laekjum i febrdar og mars en adeins i Varma i Hveragerdi i april.
Fjoldi nordsykinga i samfélaginu er haest yfir vetrarmanudina (e. winter vomiting disease).
bpar sem noréveirur fjolga sér einungis i pormum manna helst magn peirra i umhverfinu
vafalitid i hendur vid pann arstima sem sykingar i ménnum eru hvad tidastar. Pessar
nidurstddur eru pvi i samraemi vid pann veruleika en jakveedum synum faekkar pegar lidur ad

vori.



CRL-ndéroéveiru og hepatitis A ringtrial i skelfiski
Nidurstodurnar syna ad vid nadum ekki ad greina veirur i skelfisk-matrisu med peirri adferd

sem vid beittum. Oll skelfisksynin eru neikveed sem kemur ekki saman vid atladar
nidurstoédur svo pad er eitthvad i ferlinu sem veldur pvi ad engin mégnun naest Ur synunum —
bvi pad er bersynilega veirumengun i peim eins og sja ma af t6flu 2.

Vid skodun a adferdinni sem notud var til greiningar og samanburdur 8 CEN adferd sem meelt
er med i dag, er fljott a litid ekkert i synaundirbuningnum sem ekki var eins og pad atti ad
vera. Hinsvegar ma benda @ RNA einangrunina Ur synunum sem mogulegan proskuld. Vid
notumst vid QiaAMP RNA minikit fra Qiagen, vid ndnari skodun ma sja ad petta kit virdist
einkum eiga ad nota fyrir frumulausar lausnir s.s. vatn en ekki vefjasyni. betta gaeti hafa haft
urslitadhrif og valdid pvi ad vid greinum ekkert i synunum — pad er einfaldlega ekkert eda
litid RNA i synunum eftir einangrun til greiningar! MiniMag platformid til RNA-einangrunar er
vantanlegt & naestunni og pad verdur dhugavert ad setja upp profun 8 smitudum skelfisk
med pvi setup-i.

Annad sem veldur einginlega meiri leidindum en skortur @ moégnun ur skelfisknum er folsk
jakvaed svorun ur L3 fyrir Gll. betta syni innihélt ekki GlIl en vid skodun & real-time PCR
gdégnunum er bersynileg mognun i lok hvarfsins, po svo seint sé. Hingad til hofum vid litid 4
si0buna moégnun sem areidanlega en petta setur pau vidmid i sma vanda. Mégulega hefur att
sér stad einhver krossmengun milli syna. betta vaeri hyggilegt ad skoda frekar pegar adferdin

verdur aftur keyrd.

Samantekt
e Vinna arsins i ar synir okkur ad einangrunaradferdina fyrir vatn ma nyta til ad greina

noroveirur jafnt i kranavatni sem yfirbordsvatni - po vist megi telja ad sé mikid af
gruggi i yfirbordsvatni hafi pad neikvaed ahrif 8 heimtur og neemni adferdarinnar.

e  Okkur tokst ekki ad greina veiruna i skelfiski. Skoda parf ferlid vid greiningu idraveira i
skelfiski og uppfeera m.t.t. nyjustu uppfeerslu 4 adferdafraedinni fra CEN.

e Vid ryniiferlid synist mér liklegt ad RNA einangrunin hafi verid pad sem fér urskeidis.
QlAamp einangrunarkittid er til einangrunar ar frumulausum lausnum, einkum vatni.
MiniMag kjarnsyru einangrunar taekjabunadurinn fra Biomerieux sem er vaentanlegur
mun sennilega leysa pann vanda og verdur einangrun ur skelfiski préfud pegar hann
berst.
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Inngangur
Idraveirur s.s. néroveirur og hepatitis A eru algengar orsakir idrasykinga vegna neyslu

mengads drykkjarvatns og matvaela. Pad eru einkum néréveirur sem valda idrasykingum
hérlendis en ndrdveirur eru taldar orsok yfir helmings allra idrasykinga & vesturlondum.
Néréveirur smitast einkum vid neyslu saurmengadra matvaela og drykkjarvatns. bad eru
einkum matvaeli sem neytt er hrarra eda litid eldadra s.s. skelfisks, greenmetis og avaxta sem
eru varhugarverd m.t.t. ndrésykinga. Veiran polir frost en drepst vid hitun yfir 60°C. Veiran er
ennfremur bradsmitandi og berst hratt milli manna. HUn berst i miklum magni fra syktum
einstaklingum gegnum saur og uppsolu. Sykt félk sem vinnur ad framleidslu eda framreidslu
matveela getur pvi haeglega komid af stad hdpsykingum.

Lengi vel var ekki mogulegt ad greina ndrdveirur i vatni og matvaelum. Ekki er haegt ad raekta
veiruna og hana verdur ad greina med sameindaliffreedilegum adferdum. Svid oOryggis,
umhverfis og erfda hefur sett upp greiningaradferdir byggdar 4 real time PCR teekni til
greiningar a erfdaefni néréveira og hepatitis A veira. [ fyrra (2010) var haldid 4fram med pa
vinnu og einkum unnid ad uppsetningu adferdar til einangrunar a veirum ur vatnssynum og
hefur greiningaradferdin hefur verid sett upp fyrir kranavatn.

Vinnu vid uppsetningu og innleidingu adferda til greiningar 4 idraveirum i vatni og matveelum
hefur verid haldid afram i ar (2011) med aherslu a greiningu idraveira i yfirbordsvatni og ur

skelfiski.

bétting veira ur yfirbordsvatni
Mun erfidara getur reynst ad einangra idraveirur Ur yfirbordsvatni en kranavatni sékum pess

hve mikid getur verid af ohreinindum, s.s. jardvegsognum og lifrenum ognum i
yfirbordsvatni. Pbéttingar idraveira Ur vatnssynum byggir 4 siun gegnum himnusiu og
ohreinindi Ur vatnssyninu gera siun Oskilvirka og geta haft neikveed ahrif a losun veira af
filternum. Ennfremur er ekki haegt ad komast hja pvi ad eitthvad af pessum efnum fylgi
veirunum gegnum allt einangrunarferlid, sé ad finna i RNA kjarnsyru synisins og valdi PCR
hindrun vid greiningu.

Til ad kanna skilvirkni péttingar og greiningaradferdarinnar i heild sinni til greiningar a
idraveirum a yfirbordsvatni var syni af yfirbordsvatni smitad og greint m.t.t. néréveira, Gl og

Gll.



Skimun yfirbordsvatns
Tilvist og utreidsla idraveira i vatni og umhverfi hefur ekki verid rannsékud hérlendis en slik

skimun hefur ekki verid gerd hérlendis adur. Skimad var eftir idraveirunum, néré og HAV i
nokkrum voéldum vatnsfollum og tjornum & sudvesturhorninu. Syni voru tekin yfir priggja
manada timabil (Jandar-Febrdar-Mars) dr  nokkrum  vatnsfollum i kringum
hofudborgarsvaedid. Reynt var ad finna synatokustadi sem mogulega geetu verid megnadur
af skolpi. Sykingar af voldum idraveira, einkum ndréveira eru mjog algengar sérstaklega yfir

vetrartimann.

CRL-ndroéveiru og hepatitis A ringtrial i skelfiski
Markmidid er ad geta greint idraveirur i fleiri matrisum en vatni og pvi var hugad ad

uppsetningu adferdar til greiningar 4 idraveirum i skelfiski. | pvi augnamidi var tekid patt i

noéroveiru og hepatitis A CRL ring-trial 8 vegum CEFAS.

Framkveemd

bétting veira ur yfirbordsvatni

Vatnssyni Ur anni Bugdu i Kjds var notad til adferdapréfunar. Synid var tilraunasmitad med
med nérdveiru (Gll) mengudum syni sem fengid var fra Veirufreedideild Landspitalans. Siadur
var ~1L af mengudu syni og ~1L af dmengudu syni. Synin voru for-siud gegnum serviettu
(Kimberly-Clark) til ad sia fra grugg. Synid var pvinaest siad gegnum Zetapor filter eftir ad pH
var fellt nidur undir 7 med nokkrum dropum af 1M HCI. Skipta purfti um filter 1-2x til ad na
ad sia 1L af syni. Veirur voru losadar af filter med 3ml af 50mM Glycine-NaOH buffer [pH 9.5]
pH pvinaest fellt i ~7 med 0.1M HCI og syni pétt med spunasulu (Amicon Ultra-4). Syni voru

fryst vid -20°C fram ad RNA einangrun. RNA var einangrad vid RN-asa friar adstaedur med

QlAamp viral RNA einangrunar sulum samkvemt leidbeiningum framleidanda (Qiagen,
Valencia, CA). Real time PCR greiningar voru gerdar samkvaemt prétékol fyrir gendtypu Gl og
Gll.Gerdar voru Orverutalningar 4 syninu m.t.t. saurkéli og enterokokka til ad fa hugmynd um

hvort undirliggjandi saurmengun veaeri i syninu.



Skimun yfirbordsvatns
Vatnssynum var safnad af tiu stédum i umhverfi Reykjavikur og @ sud-vesturlandi, valin voru

nokkur vatnsfoll 8 sudvesturlandi naerri byggd dsamt Tjorninni i Reykjavik og Fossvogslaek (sja
toflu yfir synatdkustadi og yfirlitsmyndir i vidauka). Syni voru tekin einu sinni i manudi af
Ollum synatokustodum yfir priggja manada skeid (Februar-Mars-Arpil) veturinn 2011.

5L af syni voru teknir & hverjum stad og syni geymd vid 4°C par til siun var framkveemd.
Talningar a saurkdli bakterium voru framkvamdar ur 6llum synum. Synin voru skimud fyrir
noroveirum med real-time PCR greiningarhvorfum ad undangenginni siun. Siun fér fram a
eftirfarandi mata: 1L af yfirbordsvatn var for-siadur gegnum serviettu (Kimberly-Clark) par
sem mikid af gruggi var i morgum synanna. ~1L af vatnssyni var pvinaest siadur gegnum
electropdsitivan Zetapor filter eftir ad pH var fellt nidur undir 7 med nokkrum dropum af 1M
HCI. Skipta purfti um filter 1-2x til ad nd ad sia 1L af syni. Veirur voru losadar af filter med
3ml af 50mM Glycine-NaOH buffer [pH 9.5] (ATHs. Filterar Ur synum 1-8 voru mogulega
bvegnir med ~200mM glycine buffer en ekki 50mM), pH pvinaest fellt i ~7 med 0.1M HCl og
syni pétt med spunasulu (Amicon Ultra-4). Syni voru fryst vid -20°C fram ad RNA einangrun.
Siadur var 1L af NoV smitudu syni. Jakveett veirusyni var utbuid Ur mengudum saur fra
Veirufraedideild Landspitalans. Utbudin var 1X PBS med vidbaettu magnesium og kalsium -
bessar jonir stabilisera veirurnar i lausninni — dsamt syklalyfjum (100ug/ml) ampicillin og
kanamycin. Syni 5 var notad til smitunnar en mjog litil 6rverumengun var i pvi syni.

RNA var einangrad vid RN-asa friar adstaedur med QlAamp viral RNA einangrunar stlum
samkveemt leidbeiningum framleidanda (Qiagen, Valencia, CA). Real time PCR greiningar

voru gerdar samkvaemt prétokal fyrir Gl og GlI.

CRL-ndroveiru og hepatitis A ringtrial i skelfiski
Syni fyrir ring trial samanstédu af nattdrulega smitudum og tilraunasmitudum Kyrrahafs

ostrum (Crassostrea gigas) dsamt , lenticules” og frostpurrkudum meltingarkirtlum dr
nattdrulega smitudum ostrum. Nanari lysingu @ undirbuningi synanna ma sja i itarefni fra
CEFAS sem fylgdi synunum (Norovirus and hepatitis A virus (HAV) ring trial (RT 39) — 2011).
Eftir ad syni barust til Matis voru pau geymd vié 4°C par til unnin. Skelfissyni voru unnin
samkvaemt protocol fra CEFAS utgefnum 2006. Adferdin var svohljédandi i fljétri yfirferd.
Meltingarkirtilar skelfisskanna voru fjarlaegdir og peir vegnir. Frostpurrkadir meltingarkirtlar

voru medhondladir & sama mata Kirtlarnir voru pvinaest skornir nidur og proteinasa K baett
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vid (ml fyrir g) og incuberadir i hitaskdp vid 37°C i 60+/-5min & hristiplatta. Secondary
incubation var pvinast framkveemd vid 65°C i vatnsbadi i 15+/-1min. Synin voru pvinaest
spunnin vid 3000rpm i 5 minatur og flotid tekid til RNA einangrunar. ,Lenticules” voru
leystar upp i 10ml af sterilu vatni lausn tekin til RNA einangrunar

RNA var einangrad ur synunum med QiaAMP viral RNA minikit (Qiagen). Teknir voru 140ul af
floti/lausn og RNA einangrad samkveemt afdferdalysingu framleidanda. RNA leyst upp i
RNasa frium buffer og spunnid nidur i RNasa fri eppendorf glés. RNA geymt vid -20°C fram ad
PCR greiningu.

Real time PCR hvorf til greiningar 4 néréveirum Gl og Gll auk HAV voru keyrd & synunum

skvt. prétékol Matis.

Niourstoour

bétting veira ur yfirbordsvatni
Orverutalningar Ur syninu syndu 8 saurkéli og 3 enterokokka i 100ml. Nidurstédur real time

PCR greiningar a einangrudum synum ma sja i toflu 1. Sterkt svar vid nérdveiru Gll greinist i
tilraunasmitudu syni. Osmitad syni gafu hins vegar einnig Gll mégnun sem gefur til kynna ad

um nattdrulegt smit sé ad raeda i syninu fyrir.

Tafla 1. Nidurstodur real-time PCR greiningar 4 tilraunasmitudu og dsmitudu yfirbordsvatni.

Gl (Ct) Gll (Ct)
Smitad syni No Ct 29.80
Osmitad syni No Ct 43.07

Skimun yfirbordsvatns
Orverutalningar og nidurstédur skimunar & néré og HAV veirum med real time PCR

greininga eru dregnar fram i to6flum 2-4.



Tafla 2. Nidurstodur 6rverugreininga Ur vatnssynum, febrdar synataka.

fecal Gl HAV
sampling site t°C pH coliforms  enterococci GI(Ct) (Ct) (Ct)
1 Varma Hverag. . 7,55 16000 3800 NoCt 32,18 NoCt
2 Ulfarsd 1,2 7,45 48 23 NoCt NoCt NocCt
3 Varma Mos. 2,4 7,50 270 63 NoCt NoCt NoCt
4 Sudura 1,4 7,15 280 42 33,74 42,63 NocCt
5 Bugda 1,3 7,30 8 3 NoCt 43,07 NoCt
6 Ellidaar no. 1 (litlu Ellidaar) 1,9 7,50 470 79 NoCt NoCt NoCt
7 Ellidaar no.2 (storu Ellidaar) 1,2 7,55 41 71 NoCt NoCt NoCt
Tjérnin no.1
8 (Hljomskalagardur) 7,85 230 51 NoCt NoCt NoCt
9 Tjornin no.2 (Vatnsmyri) 7,75 1400 81 NoCt NoCt NoCt
10 Fossvogslaekur 7,70 380 100 NoCt 33,81 NocCt

Tafla 3. Nidurstodur 6rverugreininga Ur vatnssynum, mars synataka.

Gl (Ct) Gll (Ct) HAV (Ct)

sampling site t°C pH  leidni pus/cm fecal coliforms(100ml) stock stock 1/10diluted  stock
1 Varma Hverag. . 7,65 200 36000 34,48 34,1 35,1 No Ct
2 Ulfarsa 4,5 7,6 120 9 NoCt NoCt No Ct No Ct
3  Varma Mos. 5,4 7,55 140 240 No Ct 40,7 40,1 No Ct
4 Sudura 4,5 7,2 93 240 34,53 36,6 No Ct No Ct
5 Bugda 5,5 7,35 68 0 No Ct No Ct No Ct No Ct
6 Ellidadrno. 1 5,5 7,55 120 180 No Ct No Ct No Ct No Ct
7 Ellidaar no.2 5,2 7,7 90 8 No Ct No Ct No Ct No Ct
8 Tjornin no.1 7,75 72 4500 No Ct No Ct No Ct No Ct
9 Tjornin no.2 8,05 78 230 No Ct No Ct No Ct No Ct
10 Fossvogslakur 7,55 210 2300 No Ct No Ct No Ct No Ct

Tafla 4. Nidurstédur 6rverugreininga ur vatnssynum, april synataka.

fecal HAV
sampling site t°C pH leidni us/cm coliforms(100ml) Gl (Ct) Gl (cCt) (ct)
Varma
1 Hvearag. - 7,35 210 2500 32,37 No Ct No Ct
2 Ulfars 6,5 7,5 120 17 NoCt NoCt NocCt
3 Varma Mos. 6,6 7,5 150 700 No Ct No Ct No Ct
4 Sudura 5,7 7,25 100 540 No Ct No Ct No Ct
5 Bugda 4,6 7,2 68 1 No Ct No Ct No Ct
6 Ellidaar no. 1 7,4 7,35 120 10 No Ct No Ct No Ct
7 Ellidaar no.2 7,2 7,45 99 5 No Ct No Ct No Ct
8 Tjérnin no.1 - 7,9 360 450 No Ct No Ct No Ct
9  Tjérnin no.2 10,8 8,15 660 510 NoCt NoCt NoCt
10 Fossvogslaekur - 7,7 310 5300 No Ct No Ct No Ct



CRL-ndéroéveiru og hepatitis A ringtrial i skelfiski
Nidurstodur Ur real time PCR greiningum synanna ma sja i téflum 5 og 6.

Tafla 5. Nidurstddur real time PCR greininga 4 néréveirum og HAV.

Syni Nérévirus G1 (Ct) N6rovirus Gl (Ct) Hepatitis A virus (Ct)
Shellfish sample 1 No Ct No Ct No Ct
Shelfish sample 2 No Ct No Ct No Ct
Lenticule 1 No Ct 36,47 No Ct
Lenticule 2 No Ct No Ct No Ct
Lenticule 3 No Ct 38,59 30,92
Lenticule 4 32,55 No Ct No Ct
Freexe dried No Ct No Ct No Ct

Tafla 6. £tladar nidurstodur Ur synum (copies/qg eda copies/lenticule)

Syni Nérévirus G1 (Ct) Norévirus Gl (Ct) Hepatitis A virus (Ct)
Shellfish sample 1 - - +(5.1x 10°)
Shelfish sample 2 +(4.8 x 10°) +(2.3X10% -
Lenticule 1 - +(4.8x10% -
Lenticule 2 - - -
Lenticule 3 - - +(4.9x10°)
Lenticule 4 +(1.7 X 10% - -

Freexe dried +(6.2 X 10%) +(3.6 x 10°) -

Umraour

bétting veira ur yfirbordsvatni

Nidurstodur préfunarinnar syna ad uppsett adferd til péttingar og greiningar a idraveirum ur
kranavatni ma einnig nota til greiningar 4 veirum uar yfirbordsvatni. Veiran greinist
audveldlega Ur smitudu syni en pad sem meira er pa greinist hér einnig veira i natturulega
vatnssyninu. Ahugavert er ad greiningaradferdin hefur naegjanlega naemni til ad greina
noéroveirur ur umhverfissynum. Almennt er ekki haegt ad greina nérdveirur ur yfirbordsvatni
sokum pess i hve litlum maeli paer eru par ad finna. Astaeda pess ad vid finnum hér néréveiru
i vatnssyninu er veentanlega su ad miklar leysingar voru néttina fyrir synatéku sem valdid
hefir yfirfledi ar rotprém i sumarbustadarlandi ofanvid synatokustadinn. bad undirstrikar

notagildi adferdarinnar og synir ad uppsett adferd til péttingar og einangrunar idraveira ma

nyta til greiningar a néréveirum i yfirbordsvatni og kranavatni.




Skimun yfirbordsvatns
Mikla mengun saurgerla ma greina i velflestum peirra vatnsfalla, leekja og tjarna sem skodud

voru. Enterococcar finnast i saur manna og dyra og mengun af enterococcum bendir til
saurmengunar og mogulegra mengunar af idrasyklum. E. coli er visbending um nylega
saurmengun par sem bakterian lifir adeins i skamman tima i umhverfi. Oll vatnsféllin eru i
meira eda minna mali tengd eda i nagrenni byggdar. bPessa saurgerlamengun er pé ekki
haegt ad tengja monnum sérstaklega heldur stafar hun einnig ad miklu leiti fra dyrum og
einkum fuglum. Noréveirur i synunum teknum i: Varma i Hveragerdi, Varma i Mosfellsbae,
Sudura i Mosfellsdal, Fossvogsleekur og Bugdu i Kjos benda pé dyggjandi til skélpmengunar.
Miklar rigningar og fl6d daginn fyrir febrdar synatokuna juku likur & pvi ad skdlp baerist i
vatnsfollin gegnum lekar skolplangir eda flaedi upp ur skdlplégnum og rotprém. Syni
greindust i fernum am og laekjum eftir pad vatnsvedur. Synataka i mars syndi einnig jakveed
syni ur fernum am. pannig ad svo virdist sem leki Ur skdlpkerfi yfir i vatnsfoll sé vidvarandi
vandamal. Einkum i Sudurd i Mosfellsdal sem reyndist mengud bezedi i februar og mars.
Heilbrigdisfulltrda Kjdsasveedis stadfesti pann grun og sagdi skdlpmengun fra byggd vid
Sudura vidvarandi vandamal.

i Varma i Hveragerdi greinast néréveirur @ 6llum prennum synatékutimum. SU mengun parf
ekki ad koma a odvart par sem  ur skdlphreinsistod Hveragerdis liggur i Varma.
Synatdkustadurinn var vid i-rennsli Ur skélphreinsistédinni i Varma. Nérdveirur eru nédnast an
undantekninga haegt ad greina i skolpi. Petta syni ma pvi i raun lita @ sem halfgert kontrol
syni fyrir adferdina.

Ljést ma vera af nidurstodum rannsdknarinnar ad néréveirur geta leynst vida i umhverfinu.
noéroveiru jakvaed syni greinast ar fimm vatnsféllum yfir rannséknartimann. Veirurnar
greinast i fernum am eda laekjum i febrdar og mars en adeins i Varma i Hveragerdi i april.
Fjoldi nordsykinga i samfélaginu er haest yfir vetrarmanudina (e. winter vomiting disease).
bpar sem noréveirur fjolga sér einungis i pormum manna helst magn peirra i umhverfinu
vafalitid i hendur vid pann arstima sem sykingar i ménnum eru hvad tidastar. Pessar
nidurstddur eru pvi i samraemi vid pann veruleika en jakveedum synum faekkar pegar lidur ad

vori.



CRL-ndéroéveiru og hepatitis A ringtrial i skelfiski
Nidurstodurnar syna ad vid nadum ekki ad greina veirur i skelfisk-matrisu med peirri adferd

sem vid beittum. Oll skelfisksynin eru neikveed sem kemur ekki saman vid atladar
nidurstoédur svo pad er eitthvad i ferlinu sem veldur pvi ad engin mégnun naest Ur synunum —
bvi pad er bersynilega veirumengun i peim eins og sja ma af t6flu 2.

Vid skodun a adferdinni sem notud var til greiningar og samanburdur 8 CEN adferd sem meelt
er med i dag, er fljott a litid ekkert i synaundirbuningnum sem ekki var eins og pad atti ad
vera. Hinsvegar ma benda @ RNA einangrunina Ur synunum sem mogulegan proskuld. Vid
notumst vid QiaAMP RNA minikit fra Qiagen, vid ndnari skodun ma sja ad petta kit virdist
einkum eiga ad nota fyrir frumulausar lausnir s.s. vatn en ekki vefjasyni. betta gaeti hafa haft
urslitadhrif og valdid pvi ad vid greinum ekkert i synunum — pad er einfaldlega ekkert eda
litid RNA i synunum eftir einangrun til greiningar! MiniMag platformid til RNA-einangrunar er
vantanlegt & naestunni og pad verdur dhugavert ad setja upp profun 8 smitudum skelfisk
med pvi setup-i.

Annad sem veldur einginlega meiri leidindum en skortur @ moégnun ur skelfisknum er folsk
jakvaed svorun ur L3 fyrir Gll. betta syni innihélt ekki GlIl en vid skodun & real-time PCR
gdégnunum er bersynileg mognun i lok hvarfsins, po svo seint sé. Hingad til hofum vid litid 4
si0buna moégnun sem areidanlega en petta setur pau vidmid i sma vanda. Mégulega hefur att
sér stad einhver krossmengun milli syna. betta vaeri hyggilegt ad skoda frekar pegar adferdin

verdur aftur keyrd.

Samantekt
e Vinna arsins i ar synir okkur ad einangrunaradferdina fyrir vatn ma nyta til ad greina

noroveirur jafnt i kranavatni sem yfirbordsvatni - po vist megi telja ad sé mikid af
gruggi i yfirbordsvatni hafi pad neikvaed ahrif 8 heimtur og neemni adferdarinnar.

e  Okkur tokst ekki ad greina veiruna i skelfiski. Skoda parf ferlid vid greiningu idraveira i
skelfiski og uppfeera m.t.t. nyjustu uppfeerslu 4 adferdafraedinni fra CEN.

e Vid ryniiferlid synist mér liklegt ad RNA einangrunin hafi verid pad sem fér urskeidis.
QlAamp einangrunarkittid er til einangrunar ar frumulausum lausnum, einkum vatni.
MiniMag kjarnsyru einangrunar taekjabunadurinn fra Biomerieux sem er vaentanlegur
mun sennilega leysa pann vanda og verdur einangrun ur skelfiski préfud pegar hann
berst.





