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Bakgrunn

Infeksigse agens, ofte virus, er arsak til en
stor del av tapet | lakseproduksjonen!
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Undersgkelser av 2006G:

-Dadsarsak klarlagt for 92% av de
som dgde -

-Infeksigse agens involvert i 64 %
av den totale dzdellgheten e
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Forts. bakgrunn

-Noen patogener forarsaker sykdom og dadelighet i

kombinasjon med:
— Andre patogener
— Miljagfaktorer
— Stress forarsaket av driftsmessige forhold
— Fysiologiske / endokrine endringer (pre- og post-smolt, kignnsmodning)

-Beerervirus kan aktiveres og forarsake sykdomsutbrudd

-Eksempler pa virussykdommer der forlgp og utfall kan pavirkes av flere
faktorer:

— PD (Pancreas Disease)
— HSMB (hjerte og skjellettmuskel betennelse)
— CMS (Cardiomyopati syndrom)
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Forts. Bakgrunn- Feltstatus 2011

« Troms og Finnmark
— IPN i over 50 % av anleggene

— Parvicapsulose i 25 % av anleggene, ofte i kombinasjon med andre
Infeksjoner

— HSMB og CMS i mange anlegg (stressrelatert, registrert som
bakgrunnsdgdelighet)

« Mgre og Romsdal, Trgndelagsfylkene og Nordland:
— "Suksess avhenger av om du far IPN eller ikke”

» Problemer forbundet med lusebehandling — lav effekt av antl-
lusfor pga redusert appetitt under/etter virussykdom |

— stress pga badebehandling og handtermg =>gker rIS|koen
for nye virussykdommer | . |

— IPN og HSMB ofte sett i kombinasjon
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Forts. Bakgrunn Feltobservasjoner

Lus
Ofte etter utbrudd av
IPN og HSMB
IPN HSMB Sar
3-6 uker etter Ofte etter IPN: Ofte etter IPN, HSMB og lus
sjagsetting Hgst pa varsmolt
Var pa hgstsmolt
L y y R
| »
3 6 9 12 15 18 21 24

Tid etter sjgsetting (uker)

Flere handteringssituasjoner i sjgfasen
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Forts. Bakgrunn

« |PNV beerertilstand en viktig risikofaktor

— Reaktivering gir direkte tap og pavirker laksens motstand mot
andre patogener.

— Selv om ulike infeksjoner og patogener observeres i tilknytning til
hverandre, er det ikke klart om, eller hvordan IPNV pavirker
mottakelighet for HSMB.

» Avl og vaksinering hovedstrategier for forebygging og reduksjon av
IPN.

— AquaGen: markar assistert genseleksjon (QTL) av laks for IPN
resistens. s

 Lovende, men:

— Vil QTL positive fisk utvikle Iangvarlg IPN V|rus
baerertilstand?

— Gir genetisk resistens mot IPN forbedret eIIer redusert
beskyttelse mot andre kussykdommer som HSMB’?
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Forts. Bakgrunn

IPN vaksiner
— forhindrer ikke fullt ut sykdom og dadelighet
— fjerner ikke viruset.

Komplekse interaksjoner mellom patogener og andre faktorer gir
variabel effekt av forebyggende tiltak | felt sammenliknet med
eksperimentelle forsgk.

Awvik mellom modellforsgk og felt kompliserer fiskehelsearbeidet,
risikovurderingen og utarbeidelsen av gode strategler for forebyggmg og
tiltak. - -

— Behov for a gke kunnskapen om multlfaktorlelle sykdommer og
bedre forstaelsen av interaksjoner mellom patogen og vert 0g. mellom
ulike patogener. ' % -
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Tverrfaglig tilneerming ngdvendig for a lgse
multifaktorielle sykdomsproblemer

Virologi, immunologi, patologi, bioinformatikk, molekyleerbiologi, epidemiologi......

-Benytte "high throughput” metoder (microarray, gPCR, metabolomics) i
kombinasjon med tradisjonelle analyseverktay og epidemiologi for a
avklare sammenhenger og arsaksforhold i modellstudier og i felt.



Hovedmal:

* @ke kunnskapen om utviklingen av multifaktorielle sykdommer;
— vurdere effekten av ulike variabler og deres interaksjon.

Delmal:
« 1. Evaluere effekten av ulike variabler pa utviklingen av HSMB;
— genetisk resistens mot IPN
— IPNV beerer status
— IPNV reaktivering
— vaksinering
— kombinasjoner av disse

« 2. Evaluere effekten av QTL for IPN resistens pa utwklmgen av
— IPNV beerertilstand -
— reaktivering av viruset i post-smolt
— mottagelighet for HSMB.

Jf Nofl ma



Forts. delmal

« 3. Evaluere relasjoner i felt mellom IPN status
(QTL+/- fisk, IPNV beererstatus, IPNV reaktivering) |
laks i sjgfasen og utbrudd/virustitre av HSMB/PRV

* 4. ldentifisere sykdomsmarkgrer som kan brukes for
bedre & kunne evaluere helsestatus pa fisken.




L everanser

En risikovurdering av IPN-virusbeerere og
Interaksjoner mellom ulike patogener og stressorer

Vurdere effekten av vaksinering av IPN-resistent laks

@kt kunnskap om resistens, toleranse og vert-patogen
Interaksjoner

Kunnskap om hvor en best skal sette inn krefter og
penger for a redusere tap med multifaktorielle
arsaksforhold
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AP1: eksperimentelt studie

Overfgring til sjg
(Vinter: 6h L:18h D) (Sommer: 24h L) _
e _ _ Avslutning
IPNV smitte- bad o Smoltifisering Smitte PRV/HSMB - i.p.
Vaksinering l l
| I
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Sjgvann

Forsgkene utfart ved .
Havbruksstasjonen i Tromsg/ :
Fiskehelselab. . | f VAP




Ferskvannsfase (12 uker)
-IPNV beerertesting far smitte med IPNV

-Etablere forsgksgrupper;
-QTL+ og QTL-
-IPNV smittet og usmittet
-Vaksinert og uvaksinert

-Vaksine uten IPNV komponent
-Vaksine med IPNV komponent
-Salin kontroll

Prgvetaking:

-Falge utvikling av IPNV infeksjon

-Praver til genekspresjonsanalyser
0g metabolomics (akuttfase)

-Smoltifiserings-/sjgvannstester

Sjgvannsfase (10 uker)

-IPNV reaktivering:

-IPNV pavisning (titrering, qPCR)
-Registrere evt dagdelighet
-Histopatologi (pancreasvev)

-Falge utviklingen av HSMB:
-Histopatologi (hjerte)
-PRV pavisning (QPCR) hjerte

-Praver til genekspresjonsanalyser
-Fokus pa beskyttelse, toleranse
0g patologi

-Praver til lipidomics analyser

-Karakterisere lipidendringer/
lipidprofilering



Pre-test - HSMB smitte

« Testav HSMB materiale til smitteforsgk— i.p. smittemodell
« Hjertemateriale fra 3 HSMB utbrudd i 2011

— Smitte ved sjgvannsoverfgring
« Vaksinert og uvaksinert fisk
* Falge infeksjonsforlgpet ved histopatologi og qPCR

« Uttak av hjerte, nyre og milt ukentlig 5-11 uker etter smitte (+O—
praver far smitte) |

— Histopatologi pa hjerteprgver, 3 fisk per gruppe uke 6- 11

— gPCR pa hjerte- og hodenyreprzver— pawsmng av PRV I 6
fisk per gruppe uke 5-11 .

— Microarray pa praver fra uvaksmert QTL fISk 6 fISk per
gruppe uke 5-11 | :
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HSMB utvikling 5-11 uker etter smitte | pre-testen

Figur 1A
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IPN virustitre 2-12 uker etter smitte - ferskvann
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IPN virustitre | sjgfasen/etter HSMB smitte (15-22 wpi)
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IPNV pavisning ved Real time RT-PCR |
QTL - gruppene

Delta Ct (med SEM) for IPNV 2-22 uker etter smitte i QTL - grupper,
vaksinerte og uvaksinerte
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QTL- gruppene: Delta Ct og -titre for IPNV 2-12 uker etter smitte
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IPNV smitte: Forelgpige resultater

-Fisken ble infisert med IPNV etter badsmitte | ferskvann
-Gjelder bade vaksinerte og uvaksinerte grupper og bade QTL- og QTL+ fisk

-Pa gruppeniva ble det etablert en langvarig beerertilstand
-Ingen reaktivering av viruset som gav gkende virusmengder eller
pavisbar sykdom etter overfaring til sjgvann.

-Real time RT-PCR synes a vaere mer sensitiv enn titrering
-IPNV transkripter funnet i langt flere fisk enn det ble pavist infeksigse

viruspartikler ved titrering

-God korrelasjon mellom metodene ved hgye titre (over 10000 iu/g {’/ev);
-Prgver med hgye IPNV titre har de laveste Ct verdlene dvs stgrst

mengde IPNV transkripter.

-Darlig korrelasjon mellom metodene ved Iav__e’r'e titre."-__ .
-Virus (transkripter) kun pavisbar med _Real time RT-PCR



Histologisk undersgkelse av hjerter fra HSMB
smittede fisk

3, 7 og 10 uker etter smitte, 6 fisk/gruppe/tidspunkt
Totalt 20 grupper/360 hjerteprgver undersgkt

HSMB positive prgver:

3 uker: 1/60 (vaksinert QTL-)
7 uker: 59/60

10 uker: 50/60

Kun funnet endringer forenelig med HSI\/IB | fISkI p. smlttet
med PRV positivt hjertehomogenat | 3
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PRV Ct- verdier 3, 7 og 10 uker etter smitte |
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Delta Ct verdier PRV 3 uker etter HSMB smitte
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Delta Ct verdier PRV 7 uker etter HSMB smitte
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Delta Ct verdier PRV 10 uker etter HSMB smitte
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Forelgpig oppsummering, HSMB smitteforsgk

-Alle gruppene utvikler HSMB etter smitte og falger noenlunde samme
forlap med hensyn til utvikling av mengde PRV transkripter 3, 7 og 10
uker etter smitte.
- QTL status har ikke betydning
- Vaksinasjon har ikke betydning
- IPNV smitten som ble utfgrt i FV, 12 uker fgr HSMB
smitten, pavirket ikke utviklingen av HSMB.
- IPNV beerertilstand med lave titre pavirker ikke forlgpet av
sekundeer infeksjon

-Syv uker etter smitte:
- Hayest PRV mengder pavist _
- 59/60 undersgkte fisk fikk HSMB diagnose -~

-Noen forskjeller observert gruppene i mellom.
- uvaksinert fisk har lavere mengder PRV transkrlpter pa aIIe
tidspunkt sammenlignet med vaksmert fISk | -



Feltstudiet:

Sammenheng mellom IPN/IPNV status, QTL status og infeksjon med PRV
pa utbrudd pa laks i sjgfasen

-Undersgkes vha data som allerede er tilgjengelig

-Utbruddsdata (Veterineaerinstituttet)
-IPNV/PRYV screeningdata (PatoGen/oppdrettsselskaper)
-Havbruksdata (produksjonsfaktorer)
-Info om IPN i settefiskfasen (fra smoltprodusenter)
-QTL status pa lokalitetsniva (info fra AquaGen/oppdrettere)
-Opphav til fiskegrupper pa lokaliteter (oppdrettere)‘_,_,.-
-kan falge de fra settefisk til sj@
-Screening for PRV og IPNV: Bruke enten allerede mnsamlede.prﬂver eIIer prﬂvef

for fra nytt overvakingsprogram for SAV i Midt Norge; analysere praver for IPNV og
PRV (i samarbeid med PatoGen, oppdrettsselskaper) ' ,
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Forelgpige resultater

Sammenheng mellom IPN og HSMB
-Utbruddsdata januar 2009 - desember 2011.

-Totalt 659 utsett, alle slaktet far desember 2011
-152 fikk IPN
-134 fikk HSMB
-61 fikk begge deler

Har et utsett hatt IPN har det stgrre sannsynllghet for a fa
HSMB (p < 0.001 chi-square test) |
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Sammenheng mellom PRV og HSMB

Datasett fra Patogen og VI's egne.
PRV Ct-verdier sammenlignet med sannsynligheten for a fa HSMB.

Oddsratio .
for & fa HSMB © 7

T T T T T - J.| I Ct-Verdl

15 20 25 30 3 40 45
-Lav Ct verdi gir ca 40 x s& stor oddsratio for & ha HSMI enn hvi___s"'Ct verdienerlav. . -

-Analyse kun med przver med positiv Ct verdi: | :
-oddsratio for & ha HSMB er 3 x sa hgy hvis Ct verd| er. mmdre enn 25.



Dadelighet ved IPN og HSMB-utbrudd

Data = utsett fra januar 2010 tom august 2011.
-registrert utbrudd fem fgrste mnd i sj@

-registrert dgdelighet pa hvert av anleggene og i alle
merdene pa disse tidspunktene.

Tester med ulike indikatorer som utfall:
-Pa merdniva:
-Merd med max dgdelighet i en enkelt maned.

IPN lokalitet Andre lokaliteter
20.2% 8.6% p<0.001 |

-Merd med max gjennomsnittlig dzdelighe__t"bver aIIé__ 5 manedene.

IPN lokalitet Andre lokaliteter .
8.2% 2.8% p<Q,.001



Pa lokalitetsniva:
-Max dgdelighet i en enkelt maned:

IPN lokalitet Andre lokaliteter
8.2% 3.7% p<0.001

-Gjennomsnitt dadelighet over alle fem manedene:
IPN lokalitet Andre lokaliteter
3.0% 1.3% p<0.001

Alle 4 utfall: Signifikant forskjell i dgdelighet mellom
lokaliteter som far IPN og lokaliteter som 'i_kké'-.fér IPN



Sammenheng mellom dggngrader og IPN-utbrudd.
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For IPN skjer de fleste utbruddene meIIo_m""SOO 0og 1500 =
dggngrader. Ingen forskjell mellom var- og hgstutsett —
(gjenstar a gjgre mer detaljerte analyser pa dette)
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Sammenheng mellom dggngrader og HSMB-utbrudd.

15

Freguency
10
|

.

[ I I I
0 1000 2000 3000 4000

d$degngraderHSMB

HSMB utbrudd skier oftest mellom ca 1800-2500 =
dggngrader. Dette gjelder uansett om det er var- eIIer i
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Forelgpige konklusjoner- epidemiologisk
analyse

-Har et utsett hatt IPN, er det stagrre sannsynlighet for a fa HSMB.

-Utsett med lav PRV Ct verdi (dvs hgy virusmengde) har hgyere odds for
a ha HSMB enn utsett med hgy PRV Ct verdi (lav virusmengde).

-Dadeligheten i utsett er hgyere de fem farste manedene i sjg, hvis fisken
har hatt IPN 1 perioden.

-IPN-utbrudd (i sjgfasen) skjer oftest mellom 500 og 1500 dggngrader

-HSMB-utbrudd skjer oftest mellom 1800 og 2500___d}5gngf-.ader



Anbefaling:

« Ha kontroll med IPNV for a redusere tap i
S|@!



