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1 Sammendrag

Norsk sammendrag

Infeksigs lakseanemi (ILA) er en alvorlig virussykdom forarsaket av infeksigs lakseanemi virus
(ILAV). ILA er listefart i Norge (liste 2), i EU og av Verdens Dyrehelseorganisasjon (OIE), og en
ny forvaltningsplan for ILA er under utarbeidelse pa grunn av innfgringen av en ny
dyrehelseforordning i EU i 2021. At antallet stadfestede ILA-tilfeller i Norge i 2020 var det
hoyeste siden 1992 viser at ILA er en sykdom som fortsatt ma tas pa alvor. Dette prosjektet
ble satt i gang for a gi gkt kunnskap om forekomst og distribusjon av ILAV i infiserte
populasjoner, noe som er av betydning ved biosikkerhetsvurderinger.

For a undersgke forekomst av ILAV i ulike fiskegrupper pa en infisert lokalitet (AP1) ble tre
fiskegrupper pa fem ulike lokaliteter undersgkt og vevspraver fra nyre og svabring av overflate
(gjelle og hud) ble undersgkt med RT-gPCR. Resultatene viser at det selv i kjent infiserte
populasjoner kan vaere svaert utfordrende a finne ILAV-smittet fisk, saerlig ved mangel pa
klinikk. Dette betyr at det selv ved bruk av en sensitiv RT-qPCR metode er vanskelig a sikkert
skille smittede populasjoner fra usmittede populasjoner. Svabring av gjelle og hud ble funnet
a vaere velegnet til a identifisere tilstedevaerelse av ILAV pa populasjonsniva, spesielt i fisk
uten kliniske tegn pa ILA. Svabring kan dermed vaere et nyttig supplement for a overvake ILAV-
status i en populasjon. Tilsvarende ble hudsvabring pa slaktelinje undersgkt (AP2), og
metoden var tilstrekkelig sensitiv til a pavise bade sykdomsfremkallende ILAV (ILAV HPRdel) og
ikke-sykdomsfremkallende ILAV (ILAV HPRO) pa populasjonsniva. Metoden kan derfor vare et
tilleggsverktay til risikovurdering ved slakt av fisk for eksport til land med saerskilte
dokumentasjonskrav pa ILA-status.

Selv om det er kjent at ILAV HPRO forekommer i alle de tre produksjonsfasene (stamfisk,
settefisk, matfisk) er det begrenset med studier om smitteveier mellom produksjonsfasene.
Ved a benytte faerayske data fra perioden 2008 til 2014 fra landbaserte stamfiskanlegg,
smoltanlegg med RAS og sjolokaliteter ble det undersgkt om ILAV HPRO ble overfert vertikalt
fra stamfisk til avkom (AP3). Resultatene viste ingen genetisk sammenheng mellom HPRO
funnet i stamfisk og HPRO funnet i avkom. Funnene stgtter dermed at horisontal smitte er
smitteveien av betydning for ILAV HPRO. Videre ble det funnet at det etablerte seg sakalte
«husstammer> av ILAV HPRO i de undersgkte RAS-anleggene, der sekvensene innad i
settefiskanlegg var mer lik hverandre enn sekvensene mellom ulike settefiskanlegg, og at disse
forskjellene gkte over tid.

Det har vaert begrenset dokumentasjon pa ILAV-infeksjoner i regnbuegrretpopulasjoner. AP4
utnyttet historiske praver fra ILA-utbrudd pa to lokaliteter med bade regnbuegrret og atlantisk
laks, der laksen hadde blitt slaktet ut mens regnbuegrreten fortsatt sto i sjgen. Det ble
gjennomfert analyser av svaberprgver med RT-qPCR og mRNA-spesifikk RT-qPCR og analyser av
vevsprover med RT-qPCR, histologi og immunohistokjemi. Resultatene viste at
regnbuegrretpopulasjonene opprettholdt ILAV-infeksjonene mange maneder etter at laksen
var fjernet fra lokaliteten. Dette betyr at regnbuegrret ma anses som et reservoar for ILAV,
noe som ma hensyntas ved forvalting av ILA-utbrudd.

3/31



VETERINARINSTITUTTETS RAPPORTSERIE

Summary in English

Infectious salmon anaemia (ISA) is a serious viral disease caused by infectious salmon anaemia
virus (ISAV). ISA is listed in Norway (list 2), in the EU and by the World Organisation of Animal
Health (OIE). A new management plan for ISA is being prepared due to the introduction of a
new animal health law in the EU in 2021. The number of confirmed ISA cases in Norway in
2020 was the highest since 1992, showing that ISA still must be prioritised. This project was
initiated to provide increased knowledge about the prevalence and distribution of ISAV in
infected populations, which is an important aspect in conjunction with of biosecurity
assessments.

To investigate the presence of ISAV in different fish groups at an infected site (AP1), three fish
groups at five different sites were studied, and tissue samples from kidney and swabs from gill
and skin were examined with RT-gPCR. The results show that it can be very challenging, even
in populations known to be infected, to identify ISAV-infected fish. This is particularly the
case in the absence of clinical signs. This means that it is difficult to distinguish infected
populations from uninfected populations, even when using a sensitive RT-qPCR method. Gill-
and skin swabs were found suitable for identifying ISAV-presence at the population level,
especially in fish without clinical signs of ISA. Swabs may therefore be a useful supplement for
monitoring the ISAV status of a population. Similarly, skin swabs at the slaughter line (AP2)
was found to be sufficiently sensitive to detect both virulent ISAV (ISAV HPRdel) and non-
virulent ISAV (ISAV HPRO) at the population level. The method can therefore be an additional
tool in risk assessments when slaughtering fish destined for export to countries with special
documentation requirements in relation to ISA-status.

Although it is known that ILAV HPRO occurs in all three production phases (broodstock,
hatchery, food fish) there are limited studies on transmission routes between the production
phases. Using Faroese data from the period 2008 to 2014 from land-based broodstock
facilities, RAS smolt facilities and marine sites, it was investigated whether ISAV HPRO was
transferred vertically from broodstock to offspring (AP3). The results showed no genetic
relationship between the ISAV HPRO found in broodstock and ISAV HPRO found in offspring. The
findings thus support that horizontal infection is the transmission route of significance for ISAV
HPRO. Furthermore, it was found that so-called "house strains” of ISAV HPRO were established
in the investigated RAS facilities, where the sequences within hatcheries were more similar to
each other than the sequences between hatcheries. These differences increased over time.

There has been limited evidence of ISAV infections in rainbow trout populations. AP4 exploited
historical samples from ISA outbreaks at two sites with rainbow trout and Atlantic salmon,
where the salmon had been slaughtered while the rainbow trout remained at the site.
Analyses of skin swabs with RT-gPCR and mRNA-specific RT-qPCR and of tissue samples with
RT-gPCR, histology and immunohistochemistry were performed. The results showed that the
rainbow trout populations maintained the ISAV infections several months after the salmon
were removed from the site. This means that rainbow trout must be considered a reservoir for
ISAV and should therefore be taken into account in when managing ISA outbreaks.

Sluttrapport: Utbredelse og betydning av ILA-virus i den norske oppdrettspopulasjonen av laksefisk (FHF-901181) 4/31
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2 Innledning

2.1 Faglig bakgrunn for prosjektet

Infeksigs lakseanemi (ILA) er en alvorlig virussykdom forarsaket av infeksigs lakseanemi virus
(ILAV). ILA er listefart bade i Norge (liste 2), i EU og av Verdens Dyrehelseorganisasjon (OIE).
Som fglge av at EU innfarer en ny dyrehelseforordning i april 2021 er en ny forvaltningsplan for
ILA i Norge under utarbeidelse.

Under den norske ILA-epidemien pa slutten av 80-tallet og begynnelsen av 90-tallet ble det
offisielt registrert opptil 80 arlige tilfeller av ILA. Gjennom malrettet arbeid og tett samarbeid
mellom naringen, myndighetene og forskningsinstitusjonene ble ILA bragt under kontroll. |
perioden mellom 1993 og 2019 ble det offisielt stadfestet mellom ett (1994, 2011) og 20
(2001) arlige ILA-tilfeller, med et gjennomsnitt pa ti arlige tilfeller. |1 2020 ble det imidlertid
stadfestet 23 ILA-tilfeller, det hgyeste siden 1992 (Sommerset et al., 2021). Selv om det er for
tidlig a si om dette betyr en vedvarende gkning i antallet ILA-tilfeller viser situasjonen at ILA
er en sykdom som fortsatt ma tas pa alvor.

Innfaring av generelle biosikkerhetsrutiner og etablering av virusspesifikke diagnostiske
metoder var sentrale i a fa ILA-epidemien under kontroll, og er fortsatt et essensielt prinsipp
innen sykdomskontroll i akvakultur. OIE definerer bioikkerhet som «a set of management and
physical measures designed to reduce the risk of introduction, establishment and spread of
animal diseases, infections or infestations to, from and within an animal population» (OIE,
2019). Kort oppsummert: overvake, begrense/hindre spredning og redusere smittepress. For a
kunne ivareta god biosikkerhet og gode biosikkerhetsrutiner er det essensielt & kunne skille
eksponerte og infiserte populasjoner fra ikke-eksponerte og uinfiserte populasjoner. God og
effektiv overvaking er et kjerneprinsipp i denne sammenhengen. Dette forutsetter imidlertid
at man har kunnskap om hvordan smittestoffet man er interessert i fordeler seg i infiserte
populasjoner og hvilket prgvetakingsregime som med hayest sikkerhet gir et korrekt bilde av
populasjonens eksponeringsstatus og infeksjonsstatus.

De siste arene har det vaert lokaliteter som har blitt bandlagt pa grunn av mistanke om ILA
som fglge av PCR-pavisning av ILAV, men der mistankestatus eller stadfesting av klinisk ILA
ikke har blitt verifisert pa grunn av pafglgende negative praver. Lokalitetene blir i slike
tilfeller bandlagt med krav om gjentatt pravetaking i minst ett ar far en mistanke eventuelt
kan oppheves. Det er ofte uavklart i hvilken grad populasjonen pa slike lokaliteter faktisk
utgjer en smitterisiko for omkringliggende lokaliteter.

| dag er det spesifikke dokumentasjonskrav av ILAV-status knyttet til eksport til enkelte land
(Kina, Australia, New Zealand). Det er forventet at dokumentasjonskrav kan gke i fremtiden,
saerlig som folge av etablering av landbasert lakseoppdrett i flere land. Ved testing av
eksportert fisk for ILAV ved ankomst til mottakerland er det i henhold til OIE regelverket ikke
nedvendig a skille mellom ILAV HPR-del eller ILAV HPRO, noe som dermed kan medfere behov
for hyppigere testing faor eksport fra Norge. Konsekvenser av funn ved importkontroll ble
eksemplifisert da Kina i 2015 paviste sykdomsfremkallende ILAV i norsk laks ved importkontroll
(Xiao et al., 2018).
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For ILAV skilles det mellom ikke-sykdomsfremkallende ILA-virus (ILAV HPRO) og
sykdomsfremkallende ILA-virus (ILAV HPR-del). Opprinnelsen til ILAV HPR-del er ILAV HPRO.
ILAV HPRO er utbredt, og forbigaende infeksjonsepisoder med ILAV HPRO er vanlig bade hos
settefisk og hos stamfisk og matfisk i sjg. Kunnskap om risiko knyttet til utvikling av ILAV HPR-
del ved funn av ILAV HPRO er mangelfull, bade nar det gjelder ILAV HPRO reservoarer, hvor
ofte en overgang skjer og hva som driver denne utviklingen. Et viktig tema for iverksetting av
effektive biosikkerhetstiltak er hvorvidt ILAV smitter fra stamfisk til avkom. Vertikal smitte av
ILAV har blitt beskrevet (Marshall et al. 2014, Nylund et al. 2007, 2019; Vike et al. 2009).

FHF-prosjekt 901181 «Utbredelse og betydning av ILA-virus i den norske
oppdrettspopulasjonen av laksefisk» ble satt i gang for a gi gkt kunnskap om ILA virusets
forekomst og distribusjon i infiserte populasjoner, inkludert vertikal overfaring av ILAV HPRO.

2.2 Prosjektets omfang og organisering

Prosjektet hadde oppstart i januar 2016 og ble avsluttet ved utgangen av april 2021.

Det overordnede budsjettet var pa 5 425 000 kroner, hvorav 350 000 kroner ble bevilget i
20.05.2019 for a stgtte opp om arbeide knyttet vertikalsmitte-arbeidet (AP3) og til utvikling
av en mRNA-spesifikk RT-qPCR ved Heilsufrgdiliga starvsstovan pa Farayene. Hele budsjettet
ble finansiert av FHF.

Prosjektet var opprinnelig organisert i tre arbeidspakker. Ved prosjektrevidering i januar 2019
ble den opprinnelige Arbeidspakke 3 «Etablering av en standardisert smittemodell for ILA»
erstattet av en ny arbeidspakke «Generell smittespredning og vertikal smitte». | tillegg ble det
lagt til to nye arbeidspakker («Dokumentasjon av ILAV i regnbuegrret» og «undersgkelse av
ILAV persistens»), slik at prosjektet til slutt besto av totalt fem arbeidspakker.

Prosjektet ble ledet av Veterinaerinstituttet, og hadde fglgende prosjektgruppe:
e Knut Falk, Veterinarinstituttet, prosjektleder fra varen 2018 til 30.06.2019
¢ Mona Dverdal Jansen, Veterinaerinstituttet, fra 2019. Prosjektleder fra 01.07.2019
e Torfinn Moldal, Veterinaerinstituttet
e Siw Larsen, Veterinaerinstituttet
e Lisa Furnesvik, Veterinarinstituttet
e Johanna Hol Fosse, Veterinaerinstituttet, fra hasten 2019
e Debes H. Christiansen, Heilsufrgdiliga starvsstovan, fra mai 2019 (i referansegruppen
inntil mai 2019)
o Petra E. Petersen, Heilsufrgdiliga starvsstovan, fra mai 2019
e Maria Aamelfot, Veterinarinstituttet, fratradt januar 2019
e Marta Alarcon, Veterinarinstituttet, fratradt september 2017
e Edgar Brun, Veterinaerinstituttet, prosjektleder frem til varen 2018

Styringsgruppen besto av representanter fra to oppdrettsselskap og en fiskehelsetjeneste:
e Bjarne B. Johansen, Nordlaks Oppdrett AS
e Karl Fredrik Ottem, Cermaq Norway AS
e Christine Thomassen, tidligere Vesteralen Fiskehelsetjeneste na Andfjord Salmon AS

Sluttrapport: Utbredelse og betydning av ILA-virus i den norske oppdrettspopulasjonen av laksefisk (FHF-901181) 6/31
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| tillegg var det opprettet en referansegruppe med felgende medlemmer:
o Debes H. Christiansen, Heilsufrgdiliga starvsstovan, til mai 2019. Deretter medlem i
prosjektgruppen.
e Birgit C. Oidtmann, CEFAS
e Niels Jargen Olesen, DTU
e Edmund Peeler, CEFAS

Observatgr fra FHF: Sven Martin Jgrgensen
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3 Problemstilling og formal

Prosjektets overordnede mal var a fremskaffe forvaltningsrelevant kunnskap om ILA-viruset av
betydning for biosikkerhetsvurderinger hos naering og forvaltning.

Prosjektets fem arbeidspakker hadde falgende delmal:

e Undersgke egnetheten av ikke-destruktiv testmetode (svabring) for pavisning av ILAV
pa infisert lokalitet (AP1)

e Undersgke forekomst av ILAV i ulike fiskegrupper pa en infisert lokalitet (AP1)

e Undersgke om svabring pa slaktelinja var egnet for a korrekt identifisere smittestatus
pa populasjonsniva (AP2)

e Undersgke vertikal overfgring av ILAV HPRO fra stamfisk til avkom i materiale fra
Faergyene (AP3)

e Undersgke og beskrive ILAV hos regnbuegrretpopulasjoner i oppdrett over tid (AP4)

e Undersgke en indikasjon pa mulig persistens av ILAV (AP5)

Sluttrapport: Utbredelse og betydning av ILA-virus i den norske oppdrettspopulasjonen av laksefisk (FHF-901181) 8/31
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4 Prosjektgjennomfering, resultater, diskusjon og
konklusjon

4.1 Arbeidspakke 1: Dokumentere forekomst av ILAV pa lokaliteter ved
hjelp av ikke-destruktiv pravetaking (svabring)

Fremgangsmate

Malsetningen med AP1 var:
e aundersgke egnetheten av svabring for pavisning av ILAV pa infisert lokalitet
e aundersgke forekomst av ILAV i ulike fiskegrupper pa en infisert lokalitet

Pa hver lokalitet var malet a praveta tre fiskegrupper, en gruppe fra en merd uten ILA-
diagnose og to grupper fra en merd med ILA diagnose (Figur 1):

e tilsynelatende friske fisk fra merd uten mistanke om ILA (gruppe A)

e tilsynelatende friske fisk fra merd med ILA-diagnose (gruppe B)

o fisk med klinisk ILA fra merd med ILA-diagnose (gruppe C)

Figur 1: Gruppefordeling ved provetaking i AP1

For a kunne identifisere en tilsynelatende prevalens av ILAV pa minimum 10% med 95%
sikkerhet var malsetningen a prgveta 30 fisk fra hver gruppe. Fra hver fisk ble det

tatt ut svaberprgver pa RLT buffer fra gjelle, hud ved brystfinnebase (brystfinnesvaber) og
hud ved ryggfinnebase (ryggfinnesvaber). Vevspraver fra nyre pa RNAlater ble tatt ut som
kontrollorgan. Prgvene ble analysert med real-time RT-PCR med primere og probe for segment
8 beskrevet av Snow et al. (2006), med Ct-verdi pa 40 som cut-off.

Resultater

Fem lokaliteter med stadfestet ILA var villige til a delta i denne arbeidspakken (Tabell 1).
Lokalitetene ble pravetatt fra 4 dager (lokalitet 4) til 45 dager (lokalitet 1) etter offisiell ILA
mistanke, med en median pa 10 dager. Lokalitetene oppgir dato for farste mistanke pa
lokalitet til a vaere fra O til 28 dager for Mattilsynets dato for ILA mistanke, med en median pa
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6 dager. De provetatte lokalitetene inkluderte lokaliteter med ILA bade tidlig og sent i
produksjonsperioden.

Tabell 1: Oversikt over deltagende lokaliteter.
Dato for ILA-mistanke/pdvisning er Mattilsynets offisielle datoer. Gjennomsnittsvekt for lokalitetene er hentet fra

Havbruksdata.
ILA ILA Gi.vekt

Lokalitet PO Mistanke Pavist Provetatt - Kommentar om pregveuttak
(MT) (MT) (ke)

1 8
2 8
3 6
4 8
5 9

11.04.2016 19.04.2016 26.05.2016 5,6

13.06.2016 28.06.2016 06.07.2016 3,9

09.09.2016 16.09.2016 19.09.2016 0,4
03.10.2016 11.10.2016 07.10.2016 0,2

02.07.2019 12.07.2019 12.07.2019 5,0

28 fisk i Gruppe A. Ingen svimere/klinisk
syke fisk i ILA-merd dermed 60 fisk i
Gruppe B, 0i Gruppe C.

Kun 9 svimere/klinisk syke fisk funnet
fra hele anlegget (Gruppe A).

Ingen.

Ingen. Sjesatt August 2016.

Ingen klinisk friske fisk i ILA-merd. Fisk
til Gruppe B tatt fra nabomerd (merd
med gkt dadelighet som merden med
ILA-diagnose).

Resultatene fra PCR analysene viser en stor variasjon i andel praver som testet positivt, bade
mellom gruppene (Gruppe A, B og C) og mellom prgvemateriale (nyrevev og ulike
svaberpunkter) innad i gruppene. Oversikt over antall og andel positive prgver og respektive
Ct verdier er vist i Tabell 2. Ryggfinnesvaber var den metoden som ga hayest andel positive
test resultater (42%), tett fulgt av gjellesvaber (38% positive). Nyrevev og brystfinnesvaber ga
begge 21% positive testresultater.

Boksplot av Ct-verdiene ved ulike prgvetakingsmetoder er vist i Figur 2. Det er ikke statistisk

signifikante forskjeller mellom resultatene, hverken innad eller mellom de fiskegruppene eller

prgvetakingspunktene.
Gruppe A Gruppe B Gruppe C
2 2 ° < - ° ° -
] ! : _ : _ - !
a a @ '
: T e
Q- : 84 . : - i : Q- : —_—
&) §] - &) . —=
e+ 2 2 H
o o o o o 4
T T T T T T T T T T T T
Nyre Gijelle Brystfinne  Rygdfinne Nyre Gielle Brystfinne  Ryggfinne Nyre Gielle Brystfinne  Rygdfinne

Figur 2: Ct-verdier fra RT-qPCR analyse for ILAV med de ulike pravetakingspunktene for Gruppe A (tilsynelatende

friske fisk i merd uten ILA diagnose), Gruppe B (tilsynelatende friske fisk i merd med ILA diagnose) og Gruppe C

(klinisk syk fisk fra ILA merd).

Sluttrapport: Utbredelse og betydning av ILA-virus i den norske oppdrettspopulasjonen av laksefisk (FHF-901181)

10/31



RAPPORT 43/2021

Tabell 2: Analyseresultater fra real-time RT-PCR analyser.

Nyre Nyre Gjelle Gjelle Bryst Eryst Rygg Bygg
. inne . finne
ID Grp N pos. _Ct. Pos. 'Ct' Finne Ct Finne Ct
P C?J.smtt :\ QJ.snltt Po;s. Gj.snitt Pos. Gj.snitt
(%) (min,maks) (%) (min,maks) n (%) (min, maks) n (%) (min, maks)
1 A 28 0 0 0 0
1 B 60 14 27.7 18 27.4 28 29.8 47 29.1
(23%) (15.0-38.3) (30%) (17.7-38.8) (47%) (20.0-38.9) (78%) (18.4-39.5)
1 C 0 n/a n/a n/a n/a n/a
2 A 30 0 n/a 0 n/a
2 B 30 0 n/a 0 n/a
2 C 9 0 n/a 0 n/a
6 36.0 . 1
3 A j30) 0 (20%) (33.039.9) ° 3% 242
3 B 30 6 25.3 4 24.0 3 26.2 5 27.6
(20%) (18.5-35.8) (13%) (22.6-27.1) (10%) (25.8-27.3) (17%) (24.8-28.5)
3 c 30 29 20.5 29 21.8 29 22.4 27 22.4
(97%) (14.7-27.9) (97%) (16.6-39.8) (97%) (19.7-30.1) (90%) (19.7-37.0)
4 A 30 0 0 0 0
4 B 30 0 0* 0 0*
4 C 30 11 22.0 23 29.8 12 28.8 23 31.6
(37%) (17.6-34.7) (77%) (22.0-35.8) (40%) (19.3-39.9) (77%) (22.0-39.8)
2 36.7 1
5 A 29 0 (7%)  (36.1-37.4) n/a (3%) 39.1
5 B 30 7 25.6 28 32.8 n/a 20 35.6
(23%) (21.6-29.8) (93%) (25.1-36.3) (67%) (30.8-37.6)
5 c 20 26.1 23 25.5 n/a 21 31.7
(87%) (14.7-32.7) (100%) (20.9-32.7) (91%) (27.4-35.8)
e 419 349¢ 335¢ 349*
testet
Antall 87 133 72 145
positive
& - 21% 38% 21% 42%
positive

n/a = ikke provetatt
* For brystsvaber var det 28 analyserte praver for lokalitet 3, Gruppe A. For gjellesvaber og ryggsvaber var det 29
analyserte prover for lokalitet 4 Gruppe B.

Nar man ser pa den tilsynelatende prevalensen (andelen fisk som tester positivt med en ikke-
perfekt test) per fiskegruppe er det noen forskjeller mellom gruppene, selv om forskjellene
ikke er statistisk signifikante. For Gruppe A (tilsynelatende friske fisk uten ILA diagnose) var
alle pravene fra tre av fem lokaliteter negative for ILAV pa alle pravetypene. Ved én lokalitet
(lokalitet 3) var 6 av 30 praver (20%) positive for ILAV pa gjellesvaber og 1 av 30 (3%) positive
for ILAV pa ryggfinnesvaber. Tilsvarende tall for lokalitet 5 var henholdsvis 7% og 3%. Ingen av
de 148 pravene var positive for ILAV pa nyrevev eller ved brystfinnesvaber. Detaljerte
resultater er vist i Figur 3 og Tabell 2. Alle 5 lokalitetene ble provetatt med nyrevev, mens 4
lokaliteter ble pragvetatt med hver av svabermetodene.
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Figur 3: Tilsynelatende prevalens (%) av ILAV med de ulike pravetakingspunktene for Gruppe A (tilsynelatende

friske fisk i merd uten ILA diagnose), Gruppe B (tilsynelatende friske fisk i merd med ILA diagnose) og Gruppe C
(klinisk syk fisk fra ILA merd).

For Gruppe B (tilsynelatende friske fisk i merd med ILA-diagnose) ble det pa gruppeniva
avdekket en hgyere tilsynelatende prevalens ved alle pravetakingsmetodene, sammenlignet
med Gruppe A. Innad i gruppen ble det avdekket hgyest tilsynelatende prevalens ved hjelp av
svabring enn ved nyrevevsprave (Figur 3, Tabell 2). Ved lokalitet 2 og lokalitet 4 testet alle
fiskene negativt ved alle prgvetakingsmetodene de ble testet med. Alle de 5 lokalitetene ble
prgvetatt med nyrevev og ryggfinnesvaber, mens 4 lokaliteter ble prgvetatt med gjellesvaber
og/eller brystfinnesvaber.

Til sammenligning testet en relativt sett hgy andel av prevene for gruppe C (klinisk syk fisk i
ILA merd) positivt ved de lokalitetene der det ble gjort positive funn av ILAV (Figur 3, Tabell
2). Alle svaberpravene fra gjellevev testet positivt ved lokalitet 5, og metoden ble ikke
benyttet ved lokalitet 2. Pa denne lokaliteten (lokalitet 2) var det kun 9 klinisk syke fisk a
finne pa hele lokaliteten, og alle fiskene testet negativt ved alle prevemetodene. Totalt 4
lokaliteter ble pravetatt i denne gruppen da det ikke var mulig a identifisere klinisk syk fisk i
merden med ILA diagnose for lokalitet 1. Lokalitet 1 og 2 hadde startet utslakting pa
prevetakingstidspunktet, noe som pavirket forekomsten av klinisk syke fisk pa disse
lokalitetene. Alle de 4 lokalitetene ble pravetatt med nyrevev og ryggfinnesvaber, mens 3
lokaliteter ble pravetatt med gjellesvaber og/eller brystfinnesvaber.

Diskusjon av funn i AP1

| utgangspunktet var malet med denne arbeidspakken a undersgke hvordan svaberpraver
fungerer i forhold til «tradisjonelle» vevspraver ved RT-qPCR analyser i en kjent ILAV-positiv
populasjon (en lokalitet med offisiell ILA-diagnose). Generelt viste resultatene god
overensstemmelse mellom svaberpraver og vevspraver av nyre, og som forventet var det til
dels lavere tilsynelatende prevalens ved bruk av nyrepraver enn ved svaberpraver (Figur 3). Pa
grunn av relativt fa observasjoner i hver gruppe kunne det ikke pavises statistisk signifikante
forskjeller mellom testmetodene i de ulike gruppene. Imidlertid kan det mest interessante
funnet i denne arbeidspakken anses a vaere relatert til de test-negative resultatene.

Resultatene viser at det kan vaere utfordrende a pavise ILAV med tradisjonell metode (analyse
av nyrevev) bade i klinisk frisk fisk (Gruppe A) og i fisk fra merd med stadfestet ILA (Gruppe B
og Gruppe C). Dette er biologisk plausibelt da pavisning i nyrevev krever en systemisk
infeksjon. Spesielt for klinisk friske fisk i merd med antatt hgyest smittepress av de prgvetatte
merdene (Gruppe B, fra ILA-merd) var svabring ofte i stand til a pavise ILAV i en hgyere andel
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fisk enn analyse av nyrevev er. For klinisk friske fisk fra merd med antatt lavere smittepress
(Gruppe A, fra merd uten pavist ILA) var det kun svabring som avdekket tilstedevaerelse av
ILAV i to av populasjonene. Lokalitet 2, der all fisk testet negativt med alle testmetodene,
understreker utfordringene med a pavise ILA i en lokalitet der smittepresset kan antas a vare
lavt. Den relativt lave totalandelen av positive tester ved brystfinnesvaber (21%) antas a ha
delvis sammenheng med at metoden kun ble benyttet pa Lokalitet 1 til 4 (Tabell 2). Det er
ikke statistisk signifikant variasjon mellom svabringsmetodene innad i gruppene, men
resultatene tyder pa at bade gjellesvaber og hudsvaber er egnet, og hudsvaber (ved
ryggfinnebase) anses som spesielt velegnet da den er saerlig enkel a utfare og vil ha minimal
pavirkning pa fisken i etterkant av prgvetaking.

Siden svabring tester overflatevev som er i kontakt med vannmassene er metoden kun i stand
til & si noe om eksponering av populasjonen for et smittestoff. Uttak av svaberpraver er
rimelig, tidseffektivt og ikke-destruktivt, noe som gjor testmetoden spesielt egnet for
populasjonsstudier av tilsynelatende klinisk friske fisk (representert ved studiens Grupper A og
B) for a avdekke tilstedevaerelse av ILAV. Dette apner for mer kunnskapsbasert utvikling av
gode forebyggende helseplaner bade for enkeltlokaliteter og starre omrader.

Et ankepunkt ved svabring som metode har vaert at det ved standard PCR-protokoller ikke har
vaert mulig a skille ikke-smittefarende viruspartikler (f.eks. virusfragmenter) fra
smittefgrende viruspartikler som utgjer en smitterisiko for populasjonen. Gjennom dette
prosjektet har det blitt utviklet en mRNA-spesifikk RT-gPCR som er i stand til a identifisere
transkripsjonsaktivitet og som dermed kan brukes som et supplement til standard PCR for
svaberprgver (se AP2 og AP4).

Som forventet var nyrevev det vevet som totalt sett ga lavest tilsynelatende prevalens. Dette
funnet er i kontrast til et tidligere studie utfert av Giray et al. (2005) i USA

der de fant at hudsvaber (uspesifisert pravetakingssted) var mindre sensitiv enn nyrevev for
pavisning av ILAV. Dette kan sannsynligvis forklares av at virusdyrkning ble brukt som
sammenlignende testmetode, samt en mulig raskere degenerering av svaberpraver pa PBS
sammenlignet med RLT buffer. Under norske feltforhold har det i en del tilfeller veaert
utfordrende a fa bekreftet tilstedevaerelse av ILAV med to uavhengige deteksjonsmetoder,
selv ved repeterte proveuttak. Kravet om bruk av to uavhengige testmetoder betyr at det i
praksis ofte krever at man er i stand til a finne og praveta fisk med klinisk ILA (risikobasert
overvaking). Som observert blant studielokalitetene, der det ved lokalitet 1 og 2 var
ingen/svaert fa fisk med klinikk a preveta, kan dette vaere en ikke gjennomfarbar
forutsetning.

Selv om svabring som diagnostisk test ikke er validert med tanke pa diagnostisk sensitivitet og
spesifisitet viser resultatene at svabring kan vaere et nyttig supplement til avdekking av
eksponering og potensiell smittestatus. | motsetning til akvamedisin er svabring av
slimhinneoverflater en veletablert testmetode hos landdyr og innen humanmedisin (inkludert
for influensavirus og SARS-CoV-2).

Det er uavklart i hvilken grad lokaliteter med ILA-mistanker som ikke lar seg stadfeste, eller
ILA-lokaliteter der Klinisk syk fisk slaktes ut og tilsynelatende frisk fisk blir staende i sj@,
utgjar en smitterisiko for omkringliggende anlegg. | henhold til dagens forvaltningskrav
gjennomfgres det jevnlig provetaking av hjerte- og nyrevev (dagens standardmetode) for
overvaking av ILAV i lokaliteter innen bekjempelses- og observasjonssoner. Selv om kun
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nyrevev ble prgvetatt i denne studien indikerer resultatene at sannsynligheten for a pavise
ILAV i merder uten ILA-klinikk kan vaere lav. Det kan derfor stilles sparsmal om hvorvidt
potensielt mer sensitive metoder som svabring bgr tas i bruk som supplerende testmetode.
Selv om det ikke oppfyller offentlige krav til verifisering vil undersgkelser av svaberpraver,
spesielt ved kombinasjon av standard PCR-protokoller og mRNA-spesifikk PCR, gke
sannsynligheten for at overvakingsaktiviteten gir et korrekt bilde av smittestatus og
smitterisiko. Her kan i tillegg analyse av vannprgver for tilstedevaerelse av ILAV og analyser av
dedelighetsdata fra lokaliteter innen bekjempelses- og observasjonssoner vare ytterligere
supplement.

Den praktiske hovedutfordringen ved a bruke ikke-destruktive testmetoder som har en
potensielt hagyere sensitivitet enn dagens testregime er de gkonomiske konsekvensene positive
funn av meldepliktig ILAV HPRdel far. Manglende kompensasjon for tap som fglge av palagt
utslakting betyr effektivt sett at selskaper som eventuelt velger a ta i bruk de metoder
(enkeltvis eller i kombinasjon) som anses a kunne avdekke smitte pa et tidligst mulig tidspunkt
og minimere smittepress i et omrade blir skonomisk straffet. Fra et biosikkerhets-stasted ville
kompensasjonsordninger sannsynligvis kunne resultere i raskere oppdagelse av ILAV og
reduksjon av smittepress. Dette ville apne for utvidet bruk av kombinasjoner av testmetoder.
Det er per i dag ikke kjent hvilken betydning ny forvaltningsplan for ILA kan fa i denne
sammenhengen.

Konklusjon fra AP1

1) Svabring av gjelle og hud er velegnet til a identifisere tilstedevaerelse av ILAV pa
populasjonsniva. Dette gjelder spesielt for fisk uten kliniske tegn pa ILA.

2) Selv i kjente infiserte populasjoner kan det vaere utfordrende a finne ILAV-smittet fisk,
sarlig ved mangel pa klinikk. Dette gjor at det selv med en sensitiv RT-qPCR metode er
vanskelig a sikkert skille ILAV-smittede populasjoner fra usmittede populasjoner ved
provetaking basert pa generelle utvalgskriterier.

Leveranser fra AP1

Resultatene fra AP1 er presentert i en artikkel i Norsk Fiskeoppdrett 9-2021.

| tillegg har resultater fra AP 1 har blitt presentert pa falgende konferanser:
e Jansen, M.D (2021) Chasing ISAV: the challenge of detecting ISAV in infected
populations. EAFP 2021.
e Jansen, M.D. (2019) Can skin and gill swabs be used as a screening method for
infectious salmon anaemia virus in Norwegian salmon farming. AquaEpi Il 2019.
e Aamelfot, M. (2018) ILAV pavisning - kan svabring erstatte testing av indre organer?
Havbrukskonferansen 2018.

Et manuskript til en vitenskapelig artikkel er under utarbeidelse, og de norske dataene vil

sannsynligvis komplementeres med data fra repeterte uttak pa en lokalitet med ILA-utbrudd
pa Faergyene.
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4.2 Arbeidspakke 2: Undersoke forekomst av ILAV ved slakt ved hjelp av
svabring

Fremgangsmate

Malsetningene med AP2 var a undersgke om:
e svabring pa slaktelinja er egnet for a korrekt identifisere smittestatus pa
populasjonsniva

For a undersgke om svabring av hud pa slaktelinje var tilstrekkelig sensitiv til a korrekt
identifisere ILAV-statusen til en populasjon ble en slaktefiskgruppe fra hver av atte lokaliteter
provetatt.

Fire av anleggene hadde stadfestede ILA-diagnoser, to fra PO2 (ILA2, ILA4) og to fra PO10
(ILA1, ILA3). Lokalitetene utgjorde et bekvemmelighetsutvalg basert pa velvillighet fra
eierselskap til deltagelse og praktisk mulighet for gjennomfgring av praveuttak pa dato for
slakting. To av prgveuttakene ble gjort pa to ulike slaktebater direkte pa lokalitetene (ILA1,
ILA2) mens de to resterende prgveuttakene ble gjort pa to forskjellige landbaserte slakterier
(ILA3, ILA4). Antall dager mellom Mattilsynets offisielle dato for mistanke om ILA til dato for
provetaking varierte fra 10 til 74 dager. For tre av slaktefiskgruppene var ILA stadfestet i
samme merd far eller kort tid etter prgveuttak, mens en slaktefiskgruppe kom fra en merd
uten ILA pa en lokalitet med stadfestet ILA (Tabell 3).

Fire av slaktefiskgruppene var kontrollgrupper fra lokaliteter uten mistanke om ILA (ILAV
HPRdel), to fra PO9 (Ktr1, Ktr 4) og to PO10 (Ktr 2, Ktr 3). Lokalitetene var et
bekvemmelighetsutvalg av fire lokaliteter som skulle slakte fisk hasten 2019 pa et slakteri som
var villig til a gi pravetakingsteamene gjentatt tilgang til slakteriet.

Fra alle slaktefiskgruppene ble det tatt ut 150 hudsvaber praver for med 95% sikkerhet a
kunne detektere en prevalens pa minimum 2% dersom ILAV er tilstede. Dette er tilsvarende
det kravet som normalt settes i forbindelse med standard OIE-krav til dokumentasjon av
frihet. Alle svaberprgver ble analysert med en RT-qPCR analyse for ILAV segment 8 (Snow et
al., 2006), med Ct-verdi pa 40 som cut-off. | tillegg ble praver fra ILA1, ILA2, ILA3 og Ktr1
analysert pa Faergyene for ILAV segment 8 med RT-qPCR og en nyutviklet mRNA-spesifikk RT-
gPCR for deteksjon av transkripsjonsaktivitet (indikasjon pa infiserte celler).

Resultater

Alle slaktefiskgruppene fra ILA-lokalitetene testet positivt for ILAV, men det var stor variasjon
i tilsynelatende prevalens. Denne varierte fra 100% (alle pravene positive) til under 1% (en
preve positiv). For de to slaktefiskgruppene med tilsynelatende hayest prevalens (ILA1 og
ILA2) ble samme delesjon som den som var funnet i forbindelse med stadfesting av ILA-
diagnosen pavist. For fiskegruppen med lavest tilsynelatende prevalens (ILA4) var det ikke
mulig & fa opp en sekvens for sammenligning. For slaktefiskgruppen som kom fra ILA-positivt
anlegg men der ILA ikke hadde blitt pavist i merden gruppen kom fra (ILA3) var det imidlertid
kun HPRO som ble pavist.
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Resultatene fra kontrollgruppene viste at metoden ogsa var egnet til a avdekke
tilstedeveaerelse av ILAV HPRO i antatt negative populasjoner (Ktr1). Det var ikke tidligere

pavist ILAV HPRO pa lokaliteten.

Resultatene fra segment 8 RT-gqPCR-analysene fra Veterinaerinstituttet er vist i Tabell 3, og

andelen positive ved henholdsvis segment 8 RT-qPCR og mRNA spesifikk RT-qPCR analyser pa

Faergyene er vist i Tabell 4.

Tabell 3: Resultater fra segment 8 RT-qPCR analyse av svaberpraver (ryggfinnebase) tatt pd slaktelinja.
Ct 40 ble brukt som cut-off verdi.

qPCR Ct-
Ant dager . ant. verdier
DR T s LEILD) mistanke - [ rovetakings- positive/ median Sekvensering
status mistanke Provetatt . Sted .
(MT) provetaking ant. (min-
testet maks)
Ktr Uten Ikke Ikke Landbasert 38/150 33,9 ILAV HPRO
1 ILA relevant relevant Slakteri (25,6-
12.09.2019 39,7)
Ktr Uten Ikke Ikke Landbasert 0/150 - Ikke relevant
2 ILA relevant relevant Slakteri
12.09.2019
Ktr Uten Ikke lkke Landbasert 0/150 Ikke relevant
3 LA relevant relevant Slakteri
19.09.2019
Ktr Uten Ikke Ikke Landbasert 0/150 Ikke relevant
4 |LA relevant relevant slakteri
11.10.2019
ILA ILA ILAV HPRdel
1 pavist 19.11.2019 12 Slaktebat 156/156 22,0 Samme
i merd (16,0-  delesjon som
(3d 27,6) ved
etter) 07.11.2019 stadfestelse
ILA ILA HPRdel
2 pavist 28.11.2019 10 Slaktebat 78/150 32,1 Samme
i merd (24,1-  delesjon som
38,3) ved
18.11.2019 stadfestelse
ILA ILA
3 pavist 29.11.2019 18 Landbasert 38/150 35,5 ILAV HPRO
pa slakteri (30,3-
anlegg 39,6)
ikke i
merd 11.11.2019
ILA ILA
4 pavist 17.12.2019 74 Landbasert 1/150 34,5 Ingen sekvens
i merd slakteri
04.10.2019

- = ingen Ct verdi (kun negative praver)
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Tabell 4: Resultater fra analyse av svaberpraver pd Feerayene med henholdsvis segment 8 RT-gPCR og mRNA
spesifikk RT-qPCR

Ktr1 ILA1 ILA2 ILA3
N 39 138 78 38
Positive 21/12 138/138 61/36 13/3
(seg8/mRNA)
% positive 54/31 100/100 78/47 34/8
(seg8/mRNA)

Diskusjon av funn i AP2

Som forventet viser resultatene stor variasjon i den tilsynelatende prevalensen av ILAV i de
ulike populasjonene. Dette kan ha sammenheng med tid fra mistanke til provetaking
(anleggene med kortest tid fra mistanke til pravetaking hadde hayest tilsynelatende
prevalens) og avbgtende tiltak som pabegynt utslakting av lokalitet, men vil ogsa kunne
pavirkes av en rekke andre, utenforstaende faktorer inkludert grad av «fanging» av slim og
celler pa svaber under prgvetaking i hayt tempo pa slaktelinja.

Nar prgvetaking gjennomfgres pa slaktelinje er det kun mulig a avdekke tilstedevaerelse pa
populasjonsniva gitt den store graden av krysskontaminering mellom individer i forbindelse
med slakteprosessen. Resultatene viser at metoden i alle tilfeller var i stand til & avdekke
tilstedeveaerelse av ILAV fra kjente positive anlegg. | tillegg avdekket metoden tilstedevaerelse
av ILAV HPRO i en slaktefiskgruppe som ikke hadde kjent tilstedevaerelse av ILAV HPRO i
forkant av prgvetaking. Resultatene fra den mRNA-spesifikke RT-qPCR analysen viser at ILAV-
replikasjon har blitt initiert i alle de undersakte slaktefiskgruppene, inkludert kontrollgruppen
med ILAV HPRO. Dette indikerer at de svaber-positive fiskegruppene med ILAV HPRdel-
historikk bar anses som infeksigse.

Selv om metoden per i dag ikke er vitenskapelig evaluert for diagnostisk sensitivitet og
spesifisitet viser resultatene at metoden bgr kunne anses som et supplement i
screeningsverktaykassen. Mangel pa full validering betyr at metoden ikke kan benyttes som
eneste metode for a bevise fravaer av ILAV/sannsynlig frihet for ILAV i forbindelse med eksport
til land med saerskilte krav. Den logistikkmessig enkle prevetakingen gjar for @vrig metoden
godt egnet til & fremskaffe tilleggsinformasjon om ILAV-status ved slaktetidspunktet. Metoden
kan derfor vaere av relevans for risikovurdering ved slakt og opprettholdelse av hay
internasjonal aksept for at norsk slaktet laks er trygg nar det gjelder ILAV-smitte.

Konklusjon fra AP2
Resultatene viser at svabring pa slaktelinje er tilsynelatende tilstrekkelig sensitiv til a pavise

ILAV pa fiskegruppeniva, og er dermed egnet som en tilleggsmetode for & dokumentere ILAV-
status pa fiskegruppeniva.
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Leveranser fra AP2
Resultatene fra AP2 er presentert i en artikkel i Norsk Fiskeoppdrett 9-2021.

Et manuskript til en vitenskapelig artikkel som beskriver den mRNA spesifikke RT-qPCRen er
innsendt til tidsskriftet Viruses for fagfellevurdering (Petersen, P.E.; Christiansen, D.H..; Dahl,
M.M.; Vest, N.; Jansen, M.D.; Fosse, J.H.; Falk, K. Detection of active viral transcription by a
TagMan real-time RT-PCR assay targeting ISAV segment 7 spliced mRNA. Viruses, 2021,
innsendt)
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4.3 Arbeidspakke 3: Undersgke om ILAV HPRO smitter vertikalt fra stamfisk
til settefisk

Fremgangsmate

Malsetningen med AP3 var a:
e undersgke vertikal overfegring av ILAV HPRO fra stamfisk til avkom i materiale fra
Faergyene

Studien benyttet data fra 2008 til 2014, hovedsakelig fra Faergyene. Data fra tre landbaserte
stamfiskanlegg (to pa Island med leveranser til Faergyene og ett pa Farayene), seks
smoltanlegg med RAS og 25 sjglokaliteter var inkludert i studien. Vevspraver fra gjelle, nyre
og hjerte pa RLT buffer ble analysert med en duplex RT-qPCR (ILAV og ELF) og full-lengde
sekvensert for segment 6 for bestemmelse av genotype og genogruppe (Christiansen et al.,
2011; Christiansen et al. 2017).

Resultater

Oppsummert viser resultatene av studien falgende:

e |LAV HPRO var tilstede i alle produksjonsstadiene (stamfisk, settefisk, matfisk)

e Infeksjon med ILAV HPRO er kortvarig og forbigaende

e Stor variasjon i arlig prevalens, spesielt hos stamfisk ved stryking

e Statistisk signifikant forskjell i prevalens mellom smoltanlegg med lav arlig prevalens
og smoltanlegg med hgy arlig prevalens (p<0.001)

o HPRO identifisert i settefiskanleggene er av en annen genogruppe enn de som ble
funnet hos stamfisken

e Sekvensene innad i settefiskanlegg var likere hverandre enn sekvensene fra andre
settefiskanlegg (p<0.001), og forskjellene gkte over tid.

e Likhet mellom HPRO funnet i settefisk og matfisk, samt matfisk og stamfisk

Diskusjon av funn i AP3

Som opphav til virulent ILAV (ILAV HPRdel) utgjar ILAV HPRO et viktig kilde for nye HPRdel
varianter (Christiansen et al. 2017; Lyngstad et al. 2012). Selv om det er kjent at ILAV HPRO
forekommer i alle tre produksjonsfasene (stamfisk, settefisk, matfisk) er dette lite beskrevet i
litteraturen, og det er begrenset med studier om smitteveier mellom produksjonsfasene selv
om vertikal smitte av ILAV er har blitt beskrevet (Marshall et al. 2014, Nylund et al. 2007,
2019; Vike et al. 2009).

Dataene fra Faerayene viste ingen genetisk sammenheng mellom HPRO funnet i stamfisk og
HPRO funnet i avkom. Andre faktorer som tilsier at horisontal smitte er smitteveien av
betydning for ILAV HPRO inkluderer at ILAV HPRO gir lokal infeksjon i gjellevev og hud
(Aamelfot et al. 2016) og at infeksjonen er relativt kortvarig og forbigaende (Christiansen et
al. 2011 og denne studien). Det at infeksjonene er forbigaende gjor screening mer komplisert
og uforutsigbart, da jevnlige prgvetakinger i alle epidemiologiske enheter er nadvendig for a
redusere usikkerheten i resultatene. Bade i Norge og pa Faergyene har analyse av vannpraver
vist seg a vaere i stand til a pavise ILAV HPRO, og vannanalyser kan derfor utgjere et
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supplement til mer tradisjonelle prgvetakingsmetoder for a avdekke tilstedevaerelse av ILAV
HPRO i settefiskpopulasjoner.

Studien fant ogsa at det etablerte seg sakalte «husstammer» av ILAV HPRO i de undersgkte RAS
anleggene. Sekvensene innad i settefiskanlegg var likere hverandre enn sekvensene fra andre
settefiskanlegg, og disse forskjellene gkte over tid. Betydningen av etableringen av
husstammer for frekvensen av pavist ILAV HPRO har forelapig ikke blitt avklart.

Konklusjon fra AP3

Denne studien fant ikke stgtte for vertikal smitte av ILAV HPRO fra stamfisk til avkom basert
pa studiematerialet fra Fgrayene. Imidlertid ble det vist at ILAV HPRO utvikler «husstammer» i
settefiskanlegg.

Leveranser fra AP3

Det har blitt skrevet en artikkel til Norsk Fiskeoppdrett og Norsk Veterinaertidsskrift pa ILAV
HPRO.

Et manuskript til vitenskapelig artikkel pa resultatene fra AP3 innsendt til tidsskriftet Viruses
for fagfellevurdering (Christiansen, D.H., Petersen, P.E., Dahl, M.M., Vest, N., Aamelfot, M.,
Kristoffersen, A.B., Jansen, A.B., Fosse, J.H., Matejustova, I., Gallagher, M., Jénsson, G.,
Rodriguez, E., Falk, K. No evidence of vertical transmission of nonvirulent infectious salmon
anaemia virus (ISAV-HPRO) in farmed Atlantic salmon. Viruses, 2021, innsendt).

Nar den vitenskapelige artikkelen er antatt planlegges det en separat artikkel fra AP3 i Norsk

Fiskeoppdrett for a formidle mer detaljerte resultater direkte til naringen og andre
interessenter.
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4.4 Arbeidspakke 4: Dokumentere infeksjon med ILAV hos regnbuegrret

Fremgangsmate

Formalet med AP4 var:
e A undersgke og beskrive ILAV hos regnbuearretpopulasjoner i oppdrett over tid

Arbeidspakken benyttet arkiverte data og praver fra to lokaliteter i Lofoten som hadde bade
regnbuegrret og atlantisk laks. Begge lokalitetene hadde samme eier og la i en
bekjempelsessone for ILA som falge av ILA-utbrudd pa andre lokaliteter.

Den ene lokaliteten, Lokalitet A, fikk en ILA-diagnose pa laksen i februar 2015, og mens det
ble observert akutt dedelighet hos laks var det ingen klinikk eller dedelighet hos regnbuegrret.
Laksen ble utslaktet i begynnelsen av mars 2015, og gjenvaerende regnbuegrret ble provetatt i
henholdsvis midten av mars og midten av mai (Figur 4). Gjennomsnittsvekt ved ferste
prgvetaking var 0.8kg.

Den andre lokaliteten, Lokalitet B, la to kilometer unna Lokalitet A. Her ble laksen utslaktet i
oktober 2014, oppgitt a vaere som faolge av akutt dedelighet forarsaket av lusebehandling. Det
forela ingen ILA-mistanke, men ILA-virus ble funnet i eksporterte laksefileter ved
importinspeksjon i Kina (Xiao et al., 2018). Pafalgende RT-qPCR analyser ved
Veterinaerinstituttet av frosne fileter bekreftet det kinesiske funnet. Fire manedlige
pregveuttak (midten av februar til begynnelsen av juni 2015) av gjenvarende regnbuegrret ble
gjennomfert frem til slaktetidspunktet (Figur 4). Med unntak av noen svimere pa overflaten
ved farste provetaking ble det ikke observert klinikk eller dadelighet pa regnbuegrreten.
Gjennomsnittsvekt ved fagrste praovetaking var 4.2kg.

Alle vevs- og svaberpraver ble analysert med en RT-qPCR analyse for ILAV segment 8 (Snow et
al., 2006), med Ct-verdi pa 40 som cut-off. Et utvalg prever ble undersgkt ved histologi og
immunohistokjemi. | tillegg ble 20 praver analysert pa Faergyene med ILAV segment 8 RT-qPCR
og mRNA-spesifikk RT-qPCR.

Resultater

Det ble avdekket PCR-positive prgver ved alle preovetakingstidspunktene i begge anleggene
(Figur 4). Totalt 32 praver (20 fra om Lokalitet A and 12 fra Lokalitet B) ble i tillegg undersgkt
med histologi og immunohistokjemi (Aamelfot et al., 2012). Det ble kun observert milde, ikke-
spesifikke lesjoner, og det ble ikke pavist merking ved immunohistokjemisk undersgkelse for
virusprotein. Malt hematokrit var innenfor normale nivaer. For de 20 prgvene analysert pa
Faergyene, testet 13 (65%) praver positivt for segment 8 mens 5 (25%) testet positivt pa den
MRNA-spesifikke analysen. En eller flere positive prgver ble funnet ved den mRNA-spesifikke
analysen pa hver av de tre prgveuttakene der hudsvaber ble tatt ut (farste praveuttak ved
Lokalitet A, andre og fjerde praveuttak pa Lokalitet B).
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Oversikt over praovetaking og resultater for AP4 (fra Alarcon et al., 2021)

Figur 4
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Diskusjon av funn i AP4

Mens naturlige ILA-utbrudd kun har blitt observert i atlantisk laks har ILAV blitt pavist i vill,
sjegrret uten tegn pa klinisk sykdom (Raynard et al., 2001). | tillegg har replikasjon av ILAV,
med og uten sykdomsutvikling, blitt demonstrert i eksperimentelt infisert regnbuegrret
(Biacchesi et al., 2007; Olsen et al., 2012). Det er ogsa blitt antydet at denne arten kan
fungere som friske baerere og reservoarer av ILAV (Nylund et al., 1997; Snow et al., 2001),
men dette har ikke blitt dokumentert.

Selv om resultatene fra RT-gPCR analysene viste at det kunne pavises ILAV RNA i prgvene fra
regnbuegrret henholdsvis to- og syv maneder etter at laksen pa lokalitetene var utslaktet
gjorde mangelen pa positive funn pa histologi og immunohistokjemi at det ikke kunne fastslas
om det var en aktiv infeksjon i de to regnbuegrret populasjonene eller om det kun var
deteksjon av virusfragmenter. Selv om det var relativt fa prgver som testet positivt ved den
mMRNA-spesifikke RT-qPCR analysen viser de positive funnene ved alle hudsvaber-uttakene
imidlertid at det med stor sannsynlighet var aktiv transkripsjon av ILAV i populasjonene. Det
at andre naerliggende lokaliteter i ILA-bekjempelsessonen var temt for fisk statter ytterligere
konklusjonen om at det var regnbuegrretpopulasjonene selv som opprettholdt
virusinfeksjonen. Det anses dermed som sannsynlig at det var en aktiv, subklinisk infeksjon
med utskillelse av infeksigse viruspartikler i begge regnbuegrretpopulasjonene.

Funn av ILAV i svaberprever fra hud antyder en replikasjon i slimhinneepitel hos regnbuegrret,
noe som i sa fall gir en celletropisme som ligner det som tidligere er beskrevet for atlantisk
laks infisert med ILAV HPRO (Aamelfot et al., 2016) samt ved tidlige infeksjonsstadier med
ILAV HPR-del (Aamelfot et al., 2015). Manglende funn av positive celler ved
immunohistokjemi, samt manglende tegn pa ILA pa histologi, indikerer fravaer av aktiv
infeksjon og sannsynliggjer at de positive RT-gPCR-funnene for indre organer skyldes
kontaminering fra hudslim under prgveuttak. Korrelasjonen mellom positive funn og
provetakingsteam (poolede hjerte- og nyreprgver vs individuelle organpraver) ytterligere
sannsynliggjer denne konklusjonen.

Konklusjon fra AP4
Opprettholdelsen av ILAV-infeksjon over tid i begge regnbuegrretpopulasjonene viser at

regnbuegrret ma anses som et reservoar for ILAV, noe som bar hensyntas i forbindelse med
forvalting av ILA-utbrudd.

Leveranser fra AP4
Resultatene fra AP4 er presentert i en artikkel i Norsk Fiskeoppdrett 9-2021.

En short communication vitenskapelig artikkel er publisert i Journal of Fish Diseases (Alarcon
etal., 2021).
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4.5 Arbeidspakke 5: Undersgke om ILAV kan persistere innen et omrade
over tid

Fremgangsmate

Formalet med AP5 var:
e A undersgke en indikasjon pa mulig persistens av ILAV

Bakgrunnen for innlemmelse av AP5 i prosjektet var at det ble oppdaget en stor grad av
sekvenslikhet i HE-genet knyttet til ILA-utbrudd i ett enkelt geografisk omrade (Leknes) over
et tidsrom pa 25 ar. Da identifisering av en eventuell persistens av ILAV ville vaere av stor
forvaltningsmessig betydning ble det gjennomfart sekvensering av flere segmenter i isolater
fra 1993, 2004 og 2015.

Segment 3A, 5, 6, 7 og 8 ble vurdert til a ha hgyest kvalitet og ble brukt som basis for
sammenligningene ved parvis distanse til 1993 ILAV og maximum likelihood fylogenetiske treer.
Et panel med 11 publiserte fullgenom norske ILAV, isolert i perioden 1980 til 1997, dannet
referansen for normal variasjon.

Resultater

Resultatene viser at 2015- og 1993-isolatene har den samme HPR-delesjonen mens F-gen-
mutasjonen er ulik. Totalt sett er 2004- og 2015-isolatene er relativt like 1993-isolatet, men
det er ogsa likhet med ILAV fra andre lokaliteter i samme periode. Resultatene er illustrert
ved «heatmaps» i Figur 5 til Figur 7. Variasjonen var minst for segment 8.

Similarity to 1993 ISAV

2015 ISAV

2004 ISAV
DQ785203_ISAV1(96/09/1712) 0.015
DQ785204_ISAV2(89)-
DQ785205_ISAV3(H2143/89)

DQ785206_ISAV4(90/09/400)

least similar

DQ785207_ISAV5(96/09/768) 0.010
DQ785208_ISAV6(96/09/734)
DQ785209_ISAV7(96/09/1729) B
pQ785210_IsAve(97/09/615)- [l
DQ785211_ISAV9(93/09/2163) 0.005
DQ785212_ISAV10(95)-
DQ785213_ISAV11(93/09/2264)
Q\ﬂ’ Q\\,o Q\Q 6\% &,\ &‘b most similar
() < () N () ()
S e
i &0‘\ o
>

Figur 5: Likhet med 1993-isolatet fra Leknes-omrddet. Norske referanseisolater har navn med DQ-prefix.

Sluttrapport: Utbredelse og betydning av ILA-virus i den norske oppdrettspopulasjonen av laksefisk (FHF-901181) 24/31



RAPPORT 43/2021

Similarity to 2004 ISAV
least similar

2015 ISAV

1993 ISAV
DQ785203_ISAV1(96/09/1712)
DQ785204_ISAV2(89)
DQ785205_ISAV3(H2143/89)
DQ785206_ISAV4(90/09/400)
DQ785207_ISAV5(96/09/768)
DQ785208_ISAV6(96/09/734)
DQ785209_ISAV7(96/09/1729)
DQ785210_ISAV8(97/09/615)
DQ785211_ISAV9(93/09/2163)
DQ785212_ISAV10(95)
DQ785213_ISAV11(93/09/2264)

0.02

0.01

most similar

Figur 6: Likhet med 2004-isolatet fra Leknes-omrddet. Norske referanseisolater har navn med DQ-prefix.

Similarity to 2015 ISAV
least similar
2004 ISAV
1993 ISAV 0.03
DQ785203_ISAV1(96/09/1712)
DQ785204_ISAV2(89)
DQ785205_ISAV3(H2143/89)
DQ785206_ISAV4(90/09/400) 0.02
DQ785207_ISAV5(96/09/768)
DQ785208_ISAV6(96/09/734)
DQ785209_ISAV7(96/09/1729)
DQ785210_ISAV8(97/09/615)
DQ785211_ISAV9(93/09/2163) 0.01
DQ785212_ISAV10(95)
DQ785213_ISAV11(93/09/2264)

most similar

Figur 7: Likhet med 2015-isolatet fra Leknes-omrddet. Norske referanseisolater har navn med DQ-prefix.

Diskusjon av funn i AP5

Sekvensdataene gir ikke grunnlag til a konkludere med at virusene innad i dette omradet er
mer like seg imellom enn det de er med virus fra andre omrader i samme tidsrom. Homologien
i F-genet var mindre uttalt enn i HE, og det kan stilles sparsmal om dette kan skyldes
reassortering med for eksempel lokal HPRO eller en ny delesjon i et lokalt HPRO.
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| tillegg viste de parvise sammenligningene, illustrert ved <heatmaps~» i Figur 5 til Figur 7, at
det var minst genetisk variasjon i segment 8. Dette siste er av vesentlig betydning da det er
dette segmentet som brukes i den diagnostiske RT-gPCR analysen.

Konklusjon fra AP5

Resultatene statter den gjeldende forstaelsen av at ILAV ikke persisterer i et omrade etter
brakklegging, og gir dermed ikke grunnlag for endring av navaerende forvaltningspraksis. Den
parvise sammenligningen viste at det var minst variasjon i segment 8. Dette er viktig kunnskap
da det er dette segmentet som brukes i den diagnostiske RT-qPCR analysen.

Leveranser fra AP5

Det er ingen separate leveranser fra AP5 utover det som er dokumentert i denne
sluttrapporten.
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5 Hovedfunn

Prosjektet har gitt felgende hovedfunn:

Det kan vare vanskelig a pavise ILAV selv i merder med ILA diagnose

Svabring av overflate er velegnet til a identifisere tilstedevaerelse av ILAV pa
populasjonsniva. Dette gjelder ogsa pa slaktelinja. Metoden er spesielt velegnet ved
mangel pa kliniske tegn pa ILA.

Det ble ikke funnet indikasjoner pa vertikal smitte av ILAV HPRO fra stamfisk til avkom
pa Farayene

ILAV HPRO etablerer <husstammer» i settefiskanlegg

Regnbuegrret ma anses som et potensielt reservoar for ILAV HPRdel ved forvaltning av
ILA-utbrudd

Det ble ikke funnet indikasjoner pa persistens av ILAV etter brakklegging. Ved
sammenligning av gensekvenser over tid ble det funnet minst variasjon i segment 8
(segmentet som er malet for den diagnostiske PCR analysen)
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6 Leveranser

Dette prosjektet har vaert et viktig bidrag i forbindelse med samarbeid i det internasjonale
ILA-forskernettverket. De farste arene av prosjektperioden foregikk dette i ScoFoNo-gruppen
(forskere fra Skottland, Faerayene og Norge). | de siste par arene har forskersamarbeidet
hovedsakelig vart viderefert i FoNo-gruppen, bestaende av Debes H. Christiansen og Petra E.
Petersen fra Faergyene og Knut Falk, Johanna Hol Fosse og Mona Dverdal Jansen fra
Veterinaerinstituttet.
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