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Matarsykingar af voldum veira hafa verid vandamal i gegnum
tidina og virdast vera ad aukast. Aukninguna méa ad mestu leyti
rekja til breyttra neysluvenja en einnig er liklegt ad ofullneegjandi
greiningaradferdir hafi adur komid i veg fyrir rétta greiningu.
Adferdir sem notadar hafa verid eru badi timafrekar,
kostnadarsamar, med ha greiningarmirk og geta ekki greint
algengar veirur sem valda sykingum. Undanfarid hafa ordid
miklar framfarir i adferdum til veirugreininga og pa sérstaklega i
sameindafrasdilegum adferdum eins og PCR. Hér a landi hafa ekki
farid fram rannsoknir & veirum i matvadum, en mikilvaggt er ad
gera pad til pess ad 6dlast skilning & Utbreidslu og smitleidum
peirra. | pessari skyrslu eru settar upp adferdir til PCR-greininga &
idraveirum i skelfiski, matvoru s.s. aleggi, svo og S0 og vatni.
Par sem veirumagn i matvadum og umhverfissynum er mjog litid og
magn PCR hindrandi efna mikid, voru adferdir til péttingar og
hreinsunar a synunum sérstaklega skodadar .
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Summary in English:

Foodborne viral diseases have been recognised as a problem for a
long time and their prevalence seemto beincreasing. The increase
can be related to change of consuming habits but it is also likely
that insufficient detection methods have hindered correct
identification ~ The methods that have been used demand
experience, are costly, time consuming and have high detection
limit. Also they have not been able to detect many viruses that
cause gastroenteritis. Recently there have been much improvement
in diagnostic techniques for viruses, especially with molecular
methods like PCR.  In Iceland no research have been done on
viruses in food, but it is necessary to gain understanding of
infection rutes and wich food is most likely to cause infection. In
this report protocols have been put together for identifying viruses
in food and environmental samples. Since the number of viral
particles is usually very low in these samples and the amount of
PCR inhibitors high, emphasis was on concentration and
purification techniques.
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1. Inngangur
A undanférnum drum hafa augu manna i auknum madi beinst & matarsykingum af

voldum veira. Lifrarbdlgu-A sykingar hafalengi verid tengdar neyslu avatni og skelfiski
og eru landlasgar vidsvegar um heiminn (Caul, 1993). Lifrarbolga hefur fyrst og fremst
verio talin gukdomur vanproadri landa (Wolfe, 1991) og ekki &itin mikilvasy i
ionrikjum. Hun stingur pé altaf upp kollinum par 6dru hverju og ma nefna ad a sidustu
arum hafa komid upp faraldrar & Nordurlondum, par a meda hja skolabornum i
Finnlandi og Noregi 1997, og eru dlar likur taldar & ad matvadi hafi valdid sykingunum
(Kukkula et al., 1998). A seinni &rum hafanyjar greiningaradferdir leitt i [jos adrar veirur
sem meginorsakavald vatns- og faeduborinna sykinga. Sidan a &ttunda aratugnum hafa
tilfelli matvadatengdra idrasykinga af véldum idraveira aukist. bPar eiga small, round,
structured viruses (SRSV) eda svokalladar Norwalk-like veirur (NLV) storan hlut ad mali
(Wolfe, 1991; Kukkulaet al., 1998), en pag teljast til caliciveira sem sykja menn (HUCV)
og eru innan Caliciviridae fjolskyldunnar. | Bretlandi er talid ad yfir 90% matarsykinga
af voldum veira sé vegna NLV (Caul, 1993), i Bandarikjunum 96% og i Hollandi var
dadlad ad alt ad 91% sykinga sem eru ekki af voldum bakteria vaaru ad voldum HuCV
a&rio 1996 (Schwab et al., 2000). Adrar idraveirur eru m.a. adenoveirur, rotaveirur,
astroveirur og enteroveirur.

Faraldrar af voldum veira hafa verid tengdir neyslu & saurmengudum skelfiski, is,
vatni, ymsum tegundum af salati og kéldum mat s.s. melénum, samlokum og skinku
(Schwab et al., 2000). Idraveirur lifa og fjdlga sér i pormum manna og berast svo med
saur ut i skolpkerfid. Par sem ekki e hsggt ad eyda veirum gjérsamlega i
skolphreinsunarstédvum berast pagr Ut i umhverfid par sem paar geta lifad i langan tima.
Pannig berast veirur Ut i &r, &0sa og grunnssevi sem eru ada uppeldisstodvar skelfisks.
Skelfiskur tekur upp naaringu med pvi ad sia mikid magn af vatni og pannig safnast
nagingarefnin fyrir og einnig bakteriur og veirur sem geta verid i alt ad pusundféldu
magni i holdinu midad vid umhverfid (Caul, 1993; Hafliger, 1997; Jaykus et al., 1994;
Wolfe, 1991). Hingad til hefur ekki verid haegt ad hafa almennt eftirlit med veirumengun
vegna skorts & godum adferdum til pess ad greina veirur i skelfiski og 6drum matvadum
(Lees et al., 1995). Adferdir sem notadar hafa verid, byggja a pvi ad raskta veirurnar i
frumum og po petta sé eina adferdin sem synir fram & sykjanleika veiranna er hin

seinleg og erfid i framkvaand og nidurstodur fast ekki fyrr en eftir nokkrar vikur. Auk
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bess hefur verid erfitt ad rakta veirur sem valda idrasykingum par sem margar peirras.s
NLV vaxailla eda ekki i frumurakt (Traore et al., 1998; Chung et al., 1996). Adrar
adferdir sem notadar hafa verid, eru adferdir sem byggja a rafeindasmagjarlitun,
Onaamisfraedi og einnig kjarnsyru-hybridization. Rafeindasméasjarlitunin er seinleg eins og
frumuraektunin, dyr og krefst sérfrasdikunnéttu. Pessar adferdir geta heldur ekki greint
[itid magn af veirum og koma pvi ad takmdrkudum notum pegar greina a matvadi, par
sem magn veiraer mun minna en i saursynum. Veirur fidlga sér ekki i matvadum, en
alar likur benda til pess ad mj6g litid magn af caliciveirum purfi til pess ad valda
sykingum. Med nyjum sameindafrasdilegum adferdum eins og RT-PCR (reverse
transcriptase polymerase chain reaction) og pekkingu a erféamengi veira s.s. Norwalk-
like og skyldra veira, er i dag haggt ad greina mjog litid magn af veirum (Caul, 1991).
Einnig styttist greiningartiminn Gr nokkrum vikum nidur i einn til prja daga. Med pessum
nyju adferdum hefur verid hagyt ad tengja matarsykingar vid neyslu a skelfiski og skréd
eru nokkud marg tilfeli af faréldrum sem tengjast neyslu @ HUCV mengudum skelfiski,
soonum eda hrdum (Guyader et al., 1996; Lees et al., 1995; Schwab,2000).

Sykingar af voldum HUCV hafaeinnig ordid til vegna pess ad syktir einstaklingar
eru ad medhondla matvadi t.d. vid samloku- eda salatgerd (Schwab, 2000). Veirur eru
einnig bendladar vid sykingar eftir sund i sundlaugum og 56, svo og eftir drykkju a vatni
ar vatnsbélum sem hafa verid talin orugg eftir bakteriustodlum (Jaykus et al., 1994).
Pagr adferdir sem notadar eru i dag til pess ad meta gadi skelfisks, drykkjar- og badvatns
byggia & bendi-orverum (bakterium) en rannsdknir hafa synt ad paa gefa ekki
visbendingu um hvort idraveirur eru til stadar. (Beril et a., 1996; Croci et al., 2000; Pina
et al., 1998; Schwab, 1996). Einnig hefur verid synt fram & ad paa heinsunaradferdir
sem notadar eru a skelfisk, po paa séu ahrifarikar a bakteriur, duga ekki eins vel 4 veirur
(H&fliger, 1997). Matarsykingar hafa pannig verid raktar til neyslu & skelfiski sem var
raktadur i vatni sem uppfyllti heilbrigdiskrofur (Cromeans et al., 1997). Naudsynlegt er
bvi ad préa og setja upp fljotvirkar adferdir til pess ad greinaveirur. | dag bydur mégnun
erfdaefnis med PCR upp & mestu moguleikana. betta er fljétvirk, sértak og naam adferd
sem fradilega sed getur greint allt nidur i eina veirueiningu (Rosenfield et al., 1999).
Nokkrir erfidleikar hafa p6 verio vio ad nota PCR a flokin syni s.s. skelfisk og énnur
matvadi vegna mikils magns af 6skilgreindum efnum sem hindra adferdina.  Einnnig

hefur pad valdid vandamaum ad oftast er um mjog litid veirumagn ad raeda i matvadum
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og umhverfissynum, sem leidir til pess ad pad parf ad pétta pau Ur miklu rammdli (Lees
et al., 1994). Um leid og synid er pétt, péttast einnig pessi hindrandi efni og hindra

pannig mognun erfdaefnisins.

2. Greining veira

2.1. Utdréttur og pétting
Til pess a8 einangra veirur Ur skelfiski hafa tveer leidir reynst hrifarikar: Utdréttur-

pétting (extraction-concentration) og asog-pvottur-pétting  (adsorption-elution-
concentration). Med Utdrattaradferdinni eru veirur losadar Ur syninu med notkun virkra
efna og stillingu syrustigs. Verurnar eru sidan adskildar fra syninu med siun og/eda
skiljun. Flotid med veirunum parfnast sidan frekari hreinsunar og péttingar og hafa
ymsar adferdir verid profadar s.s. polyelectrolyte flocculation, syrudtfelling, notkun ultra-
skilvindu, ultra-siun, etherttdrattur ofl. Med asogsadferdinni eru syni gerd eindeit (i
tedtara) vid adstagdur sem yta undir asog veiranna a vef. bad er yfirleitt gert med pvi ad
stilla syrustig. Vefurinn er sidan adskilinn med skiljun og veirurnar losadar fra vefnum
med lausnum sem hafa dkvedid saltinnihald og syrustig.  Onnur skiljun skilur svo flotid
fré hratinu og pad er sidan hreinsad og pétt med ymsum adferdum eins og &dur var lyst
fyrir Gtdratt-péttingu. Nidurstdum ar samanburdarprofum & adferdum hefur ekki borid
saman og pvi er engin ein adferd sem hefur yfirburdi yfir adra pegar snyr ad heimtum
veira ur skelfisksholdi. Heimtur geta verid mjog breytilegar og hafa ymsir pedtir s.s.
tegund skelfisks, veirutegund og magn mengunar éhrif a nidurstodur.  Talid er
skynsamlegast ad velja adferd eftir skelfiskstegund par sem adferd sem gildir fyrir eina
tegund er i sumum tilfellum ekki nytanleg fyrir adrar tegundir (H&fliger et al., 1997;
Jaykus et al., 1994).

2.2. Einangrun erfdaefnis, vixlritun og mégnun
Eftir atdrétt & veirunum er erfdaefni veiranna einangrad. Flestar veirur sem vada

idrakveisu eru RNA veirur og parf ad einangra pad til &framhaldandi greiningar. Lausnin
er svo hreinsud enn frekar og pétt. Til eru nokkrar adferdir til pessa ad losa kjarnsyrur ar
velrum, par amedal sérstok hreinsiefni, hljodbylgjur, frysting-piding og hitun (Greenfield
et al., 1993). | dag er einnig hasgt ad kaupa sérstok “kit” til verksins. Pegar blid er ad
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einangra RNA er pad afritad med vixlritun (reverse transcription) i cONA sem er sidan
magnad med videigandi “primerum”, venjulega i 30-50 hringi. Afurdirnar eru svo
greindar med rafdradti. Til pess ad auka naamni og sérhagni er madt med pvi ad nota
“southern blot hybridization” til pess ad stadfesta nidurstédurnar. bannig er hasggt ad
koma i veg fyrir folsk-jakvaad svér, sem geta verid vegna mengunar eda §oOnraan
mistilkun vid aflestur & rafdrattargelinu (Atmar et al., 1996; Schwab et al., 2000).
Onnur og vinsad leid til pess ad auka naanni er kollud “nested” PCR. Pa er fyrsta
maognunin gerd med einu “primer” pari i 15-30 hringi. Afurdin Ur pessari umferd er svo
keyrd aftur i 15-30 hringi med 6dru “primer” pari sem er sérhadt fyrir innri radir sem
voru magnadar med fyrra parinu. Nested-PCR hefur baadi kosti og galla.  Kostirnir eru
ad naamnin er mjog mikil og haegt er ad greina alt nidur i eina veirueiningu an pess ad
purfa ad stadfesta nidurstddurnar med hybridization, pvi seinni umferdin stadfestir i raun
maognun fyrri umferdarinnar. Einnig verdur pynning a hindrandi efnum pegar afurd fyrri
umferdarinnar er keyrd aftur pannig ad oft kemur i 1jés ad synid inniheldur veirur po fyrri
umferd hafi verido neikvasd. Mesti gallinn & pessari adfer er hinsvegar ad mikil hadtaer a
krossmengun par sem opna parf tilraunaglosin milli umferda. bvi parf ad gera ymsar
vartdarradstafanir svo sem ad framkvaama &kvedna hluta adferdarinnar i adskildum
herbergjum og nota neikvaadan stadal (De Medici et a., 1998; Persing, 1993). Nylega
hefur verio lyst adferd par sem ekki parf ad opna tilraunaglosin milli umferda eda
svokollud “one-tube’” PCR. Notad er hitapolid ensim sem getur badi framkveamt
vixIritun og DNA-polymerasa virkni i sama buffernum (Cook et al., 1999). Su adferd er
&kjosanleg par sem ekki er hagta & mengun.

2.2.1. Vixlritun (RT) — Framkveamd
RNA er 6fug afritad pannig ad 10 pL* af einangrudu RNA er hitad i 1 kist. vid 41°C og

pvinaest i 5 min. vid 95°C. Lokarummal er 20 uL og hvarfblandan samanstendur af: 50
mM Tris-HCI (pH 8,3), 75 mM KCI, 3 mM MgCl,, 10 mM DTT, 0,5 mM dNTP, 1,25
UM antisens primer (g§atoflu 1, EV03, HAV4, SRI-1 og SRII-1), 10 U Rnasin (Promega)
0g 100 U M-MLYV reverse transcriptase (Promega) (Gilgen et al., 1997).

! Magn parf ad adlaga



2.2.2. PCR — Framkvaamd
Upplysingar um 6ligonukledtio og adstadur er ad finna i téflum 1 og 2. RT

hvarfbldndunni (20pL) er blandad saman vid 80 pL af PCR bléndu. Lokastyrkir eiga ad
vera 10 mM Tris-HCI (pH 8,8), 50 mM KClI, 0,1% Triton-X-100, 2 pg/mL BSA, 200 uM
dNTP, 2 U af Taq polymerasa (Promega), 0,25 uM af fyrsta primer parinu og MgCl; i
videigandi styrk (ga toflu 2).  Fyrir nested PCR eru notadir 2 ul af fyrra hvarfinu.
Upplysingar um videigandi primera eru i toflu 1.  Styrkur primeranna er 0,5 uM.
Keyrda 1 min. vid 94°C og pvi naest 25 hringir vid 94°C i 30 s., anneding i 30 s. (§a
videigandi hitastig i téflu 2) vio 72°C i 1 min. Keyrdlan er eins fyrir fyrstu og adra
umferd (nested) nema ad i annari umferd er keyrt i 40 hringi. [ lokin er svo
framlengingaskref i 3 min. vid 72°C (Gilgen et al., 1997).

Tafla 1. Oligbniklebtid primerar (Gilgen et al., 1997)

Veirutegund og 6ligonukledtid Svadi *ROO5 > 3 Stadsetning
Enteroveirur 5 UTR

EVO03 ATT GTCACCATA AGCAGCCA 601-582
EVO05 CAC GGA CACCCA AAGTA 563-547
EV06 CAA GCACTTCTGTTT CCC CGG 161-184
Hepatitis A veira 3D

HAV1 TTT GGT TGG ATGAAAATGGTT 6305-6325
HAV2 CAA CCT GTC CAA AAGATG AAT 6416-6436
HAV3 ACCAACATCTCCGAATCTTA 6648-6629
HAV4 ATT CTA CCT GCT TCT CTA ATC 6716-6696
SRSV genahdpur | Hylki

SRI-1 CCA ACCCARCCATTRTACAT 5659-5640
SRI-2 AAA TGA TGA TGG CGT CTA 5344-5361
SRI-3 AAA AYRTCA CCGGGK GTAT 5584-5566
SRSV genahdpur |1 RNA pol

SRII-1 CGC CAT CTTCATTCA CAA A 5357-5339
SRII-2 TWCTCY TTY TAT GGT GAT GAT GA 43844-4866
SRII-3 TTW CCA AAC CAA CCW GCT G 5046-5028

*W=A/T,Y=CIT,K=GIT,R= AIG



Tafla2. Breytur fyrir PCR-kerfi (Gilgen et al., 1997).

Veirutegund Primer-par Annealing hitastig Styrkur MgCl, | Lengd buta
) EVO03/EV06 55° 3,5mM 438 bp
Enteroveirur
EVO05/EV06 55° 3,0mM 400 bp
- ] HAV4/HAV1 55° 3,0mM 412 bp
Hepatitis A veira
HAV3/HAV?2 55° 25mM 233 bp
SRI-1/SRI-2 50° 3,5mM 316 bp
SRSV gh.l
SRI-3/SRI-2 50° 2,0mM 241 bp
SRII-V/SRII-2 55° 35mM 514 bp
SRSV gh.ll
SRII-3/SRII-2 50° 1,5mM 203 bp




3. Tillégur ad adfer dafr adi

3.1. Skelfiskur

Aodferd 1:

Greining & SRSV i krakling og ostrum
(Green et al., 1998)

Byggir a adferd Lewis og Metca f

Vigtid Gt 25 g af skelfiski og gerid hann einsleitann i
Waring blender med 10 % tryptose phosphate broth
(TBP)-0,05 M glycine buffer. Hlutfall 1:10.

Adferd 2:

Greining a SRSV og idraveirum i
krakling, ostrum og raekjum
(Hé&fliger et al., 1997)

v

Vigtid Gt 20 g af skelfiski og gerid eindeitann med
8 hlutum af 50 mM Glycine buffer (pH 9,5).

v

Blandan hrist vié stofuhita (100 rpm) i 5 min.
Sonicated med 10-mn probe i 2 min. (100 W).
Skilvinda 3000 x g i 30 min. vid 4°C.

Flotid inniheldur veirurnar.

v

Blandan hrist vid stofuhita i 30 min.

Skilvinda 13000 x g i 15 min. vid 4°C.

PEGB6000 i PSB (50%) var bat Ut i flotid i 8% styrk.
Hrist i 1 kist. vid 4°C.

Skilvinda 11000 x g vid 4°C.

Syrustig flots stillt &pH: 7,2 —-7,4.

8% PEG6000 (wt./vol) sett Gt i og hraat i 2 kist. vid
4°C.

Skilvinda 3000 x g i 30 min. vid 4°C.

Botnfall inniheldur veirurnar.

v

v

PEG-botnfall leyst upp i 300 L af 5 M guanidine
hydrochloride.

L&tid standa i 10 min. vid stofuhita

Skilvinda 12000 x g { 10 min.

140 pL &f flotinu er notad i RNA einangrun.

Botnfal leyst upp i 5 mL af 0,15 M Na,HPO, (pH
9,0-9,5).

Sonicated i 30 s. (100 W) x 2.

Skilvinda 10000 x g i 30 min.

pH flots stillt 47,4 og gert ad 15 mL med PBS.

v

Utdréttur gerdur 5 x med Freon TF og ultrafiltrun
yfir 100-kDa-cutoff membrane filter ad |okardmméli

08-12mL.
|

v

v

Onetube PCR: RNA (tdréttur, RT og PCR i einu skrefi (Cook
et al., 1999). RNA losad med hitun og hitapolid ensim notad til
ofugrar afritunar. Hvarfblandafyrir HAVZ 25 L flot + 1 x EZ
buffer, 2,0 MM Mn(Oac),, 100 uM dNTP, 1,25 U rTth og 0,5
UM af videigandi primerum (§atoflu 1). Hitamedferd fyrir
HAV var eftirfarandi: 1 min. vid 94°C (Hylki rofid), 45 min.
vid 60°C (vixlritun), Imin. vid 94°C (upphaflegt cDNA
afmyndad). bvi naest 40 hringir vid 94°C i 45s0g55°C i 45s.
Lokaframlenging vid 72°C i 7 min. Geymt vid 4°C. Rafdregid

a1% agarose geli litudu med ethium bromide.

RNA (tdrattur gerdur med tilbinu “kitti” s.s.
QIAmp HCV kit (Qiagen, Hilden, Germany) eda
RNAfast™Il (Molecular system — San Diego).

v

Reverse transcription og PCR/Nested PCR med
videigandi efnum og primerum, sja adferda-lysingu i
kéflum2.2.1 0g 2.2.2 og toflur 1 og 2.

Rafdregid & 1% agarose geli litudu med ethium
bromide.

2
Magn hvarfefna og hitamedferd er mismunandi eftir pvi hvada veiru er verid ad magna, §a heimild.




3.2. Onnur matvadi
Greining a SRSV og HAV i matvadum s.s. deggi, pylsum ofl. (Schwab et al., 2000)

~30 g faddusyni pvegid med 4 mL af TRIzal (Gibco, BRL,
Gaithersburg, Md.) i 5 min. Floti safnad og syni pvegio aftur med 4
mL af TRIzol i 5 min. Floti safnad og blandad vid flot ar fyrra

pvotti.
v

TRIzol syni (flot) hreinsad i skilvindu 8000 x g vid 4°C i 20 min.
Efstafitulaginu og botnfalli hent. Vatnsfasi inniheldur

veiru-RNA.
v

Utdréttur RNA gerdur med pvi ad begta 1,6 mL af kléréformi Gt i,
hristai 15 s. , standai 3 min. vid stofuhita. Skiljai 20 min, 8000 x

gvid 4°C.
v

RNA utfelling: 4 mL isopropanol blandad vid vatnsfasa, 30 s.
Hitad i 10 min. vid stofuhita, skiljai 20 min., 8000 x g vid 4°C.
Botnfall pvegid i 8 mL af 70% ethanoli og sett i skilvindu i 5 min.
a7000x gvid 4°C. Botnfall er loftpurrkad og leyst upp i 100 pL af
RNA-asa friu vatni og skipt i 20 pL skammta. Geymt vid —80°C
par til vixlritun og PCR er framkvaamt.

VixIritun og PCR samkv. adferdalysingu i kéflum 2.2.1 og 2.2.2 og
toflum 1 og 2.

Etv. nested PCR.

Rafdréttur 4 1% agarose geli litudu med ethium bromide
Oligoprobe hybridization.




3.3. Sor

Greining a enteroveirum (EV) og hepatitis A veirum (HAV) i §6 (Pinaet al., 1998)

500 mL af §/6 eru siadir i gegnum nitrésd lulésahimnu (0,22-pum

pore size; Millipore).

Himnan er pvegin med 2 mL af glycine buffer (0,25 N, pH 9,5).

bvottavatni safnad.

pvottavatn (40 mL) sett i skilvindu i 1 klst. 4229600 x g vid 4°C.
Botnfall leyst upp i 5 mL af 0,25 N glycine buffer (pH 9,5) &isi 30
min. 5mL af 2xPBSsett Gt i og sett i skilvindu i 15 min. 412000
X g. Verurnar eru botnfelldar ar lausninni i skilvindu 4229600 x g
i 1 klst. vid 4°C. Botnfall leyst upp i 0,1 mL af 1xPBS og geymt

vio -80°C.

Utdréttur kjarnsyra:

Uti50 uL® af veirulausn er blandad 40 pL af silicaparticles lausn
09 900 pL af lysisbuffer (120 g GUSCN i 100 mL &f 0,1 M Tris-
HCI, pH 6,4, med 22 mL af 0,2 M EDTA stillt &pH 8 med NaOH
0g 2,6 g a Triton X-100). L&tid standai 10 min. vid stofuhita,
pvegio med 2x 1 mL af pvottabuffer (120 g GUSCN i 100 mL af
0,1 M TrisHCI, pH 6,4), 2x i vidbdt med 70% ethandli og 1x med
acetone. begar acetonid er gufad upp er botnfallio leyst upp i 50

pL af 10 mM Tris-HCI (pH 7,6) —0,1 mM EDTA (pH 8)-1mM
dithiothreitol med Rnasin (5-U/pL lokastyrkur). Flot notad i 6fuga

afritun.
¥

Vixlritun, PCR og nested PCR samkv. adferdalysingu i kéflum
2.2.10g2.2.2 ogtoflum1og?2.
Afurdir skodadar & 1% agarose geli litudu med eth. Bromide.

3 Magn midad vid skélpsyni. Gedi purft ad adlaga pad §6synum
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3.4. Vatn
Greining AEV, HAV og SRSV i vatnssynum (Gilgen et al., 1997)

1L af vatni er siadur i gegnum jékvadt hladna 0,45 pm pore size
himnu (Zetapore; AMF-Cuno, Meriden, Connecticut). Ad auki er
notud forsia (Millipore AP 2504700, Bedford, Massachusetts) til
pess ad koma i veg fyrir ad agnir i vatninu klessist vid himnuna.
Forsiunni er hent en Zetapore-himnan sett i 50 mL skilvinduglas

v

3 mL af 50 mM Glycine NaOH, pH 9,5 sem innihel dur 1% beef
extract er badt Ut i skilvinduglasid. Hrist vid stofuhita&500 rpm i

20 min.
v

2 mL af lausninni stillt &pH 8 (u.p.b. 20 uL 1 M HCI) og pétt i 100
ML med pvi ad nota Centricon-100 microconcentrator (Amicon,
Inc., Beverly, Mass.) 41000 x g. Pétt synid gert ad 140 pL med

PBS.
v

RNA einangrun med QIAmp HCV kit (Qiagen, Hilden, Germany).
Einangrad RNA purrkad med speed-vac og sidan leyst upp i 10 pL
af diethyl-pyrocarbonate (DEPC) medhdndludu vatni.

v

VixIritun, PCR og nested PCR skv. adferdalysingu i kéflum 2.2.1
0g 2.2.2 ogtdflum1og2.

Southern blot hybridization.

Rafdregid & 1% agarose gdli litudu med ethium bromide.




4. Samantekt

Matarsykingar af voldum veira hafa verid vandama i gegnum tidina og virdast vera ad
aukast. Aukningu & tioni sykinga ma sennilega rekja til breyttra neysluvenja. Folk
kaupir meira unnin matvadi og tilbdinn mat & skyndibitastéoum. Framleidsluadilar eru oft
mjog storir og framleidsla peirra nagr pvi til fjdlda félks. Hitun matvadanna er mjog oft
abotavant, og par ad auki eru caliciveirur taldar mjog hitapolnar, og pvi parf ekki ad
sokum ad spyrja ef matvadi mengast i framleidsluferlinum, eda ef hraefnid er mengad.
Einnig ma vera ad vegna ofullnasgjandi greiningaradferda, hafi matarsykingar af véldum
veiraverid vanmetnar og aukningin ni sé ad hluta til vegna nyrri og betri adferda. P6 ad
vandamalid hafi verid pekkt, virdist vera sem folk sé fyrst nina ad étta sig a alvarleika
pess. Aukin krafa um ad veirur séu rannsakadar i matvadum hefur leitt til pess ad mikil
préun hefur ordid i adferdum til veirugreininga. Sérstaklega hafa framfarir verid miklar i
sameindafraadilegum adferoum s.s. PCR. PCR er mjog naan adferd, sértak og sparar
mikinn vinnutima.  Greining veira i umhverfinu med PCR er pd nokkrum takmorkunum
had, par sem vid getum ekki vitad hvort veirurnar i syninu eru sykjandi eda ekki, eda
jafnvel hvort verid er ad greina RNA Ur daudum veirum. Rannsoknir hafa pd synt ad
obundid RNA sem hefur losnad ar frumum getur horfid & nokkrum mindtum eftir ad pad
kemur Gt i vatn, sem bendir til pess ad jékvasdar PCR nidurstdour séu vegna naaveru
lifandi og hugsanlega sykjandi veira (Limsawat et al., 1997). Jakvedt PCR er po alltaf
visbending um ad saurmengun hafi &t sér stad par sem pag veirur sem maddar eru lifa og
fjolga sér einungis i pérmum manna. Hér alandi hafa ekki farid fram rannsoknir & veirum
i matvadum, en veirur i ménnum hafa verid greindar & Rannsoknarstofu Landspitalans i
veirufrasdi med PCR takni. Mjog mikilvaegt er ad rannsaka tilvist veira i matvedum og
umhverfissynum til pess ad 6dlast skilning & Utbreiddu og smitleidum peirra og pannig
Odlast vitneskju um hvada matvadi pad eru sem helst valda sykingum. Einnig er gagnlegt
ad til séu hradvirkar greiningaradferdir ef upp kemur faraldur sem tengdur er veirum i
matvadum. Adstadan og taskjakosturinn til PCR madingaer til stadar a Rannsoknastofnun
fiskionadarins og paa adferdir sem settar hafa verid upp i pessari skyrslu mida vid ad
haggt sé ad framkvaema madingarnar par. Pag eru einnig valdar m.t.t. skelfiskstegundar,
en vert er ad taka fram ad pessar adferdir parf ad adlaga idenskum skelfiski og

rannsdknaradstoou hér.
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