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Introduksjon

I likhet med andre intensive husdyrproduksjoner representerte etableringen av storskala oppdrett av laks
en endring i smittestoffenes mulighet for oppformering og spredning til nye individer. Dette har resultert i
fremvekst av en rekke infeksjonssykdommer i neeringen [1, 2]. Samtidig representerte hold av fisk i
fangenskap en mulighet til & observere og beskrive infeksjonssykdommer hos fisk [3]. |
fiskehelseperspektiv er 1980-tallet forst og fremst forbundet med fremvekst av ulike bakteriesykdommer.
Flere av disse ble utover 1990-tallet kontrollert gjennom bruk av vaksiner. De stgrste sykdomsproblemene
i dagens oppdrett er, foruten lakselus forarsaket av virus: pankreassjuke (PD), infeksigs lakseanemi (ILA),
hjerte- og skjelettmuskelbetennelse (HSMB), infeksigs pankreasnekrose (IPN) og kardiomyopatisyndrom

(CMS).

Kardiomyopatisyndrom (CMS) er en alvorlig hjertelidelse som ferst ble omtalt fra oppdrett av laks pa
Nordmgre i 1985. Sykdommen skilte seg fra andre infeksjonssykdommer ved at det primeert var stor,
hurtigvoksende fisk som ble rammet (jamfer forsidefoto). Hos disse var blod i hjertesekken, og til tider
ogsa bukhulen, et hyppig funn. Dette skyldes at sykdommen svekket muskulaturen i hjertets forkammer og
tilhgrende blodkar slik at veggen revnet, - derav navnet «hjertesprekk» [4]. Den farste vitenskapelige
beskrivelsen av CMS hos norsk laks kom i 1988 [5], og i de pafelgende arene ble sykdommen ogsa pavist pa
Feergyene (1992)[6, 7], i Skottland (1995) [8] og Irland (2012) [9]. En CMS-lignende hjertelidelse er ogsa
beskrevet fra hold av laks i Canada (2001) [10].

CMS forekommer i dag hos oppdrettslaks langs hele norskekysten, og er en av de viktigste og mest
tapsbringende sykdommene i var oppdrettsnaering. En samlet innsats fra naeringen, fiskehelsetjenester og
forskningsinstitusjoner har bidratt til kunnskap om sykdommen, herunder hvordan den opptrer,
risikofaktorer og gkonomiske betydning. | denne sammenheng er det ogsd tidligere publisert
kunnskapssammenstillinger [4, 11, 12]. Arsaken til CMS var imidlertid lenge ukjent og gjenstand for
betydelig diskusjon. Bade genetikk, ernaering, miljgfaktorer og anatomiske forhold er trukket frem som
mulige faktorer[13]. Troen p& et smittsomt agens har likevel holdt seg og da saerlig mistanken om at
sykdommen skyldtes et virus. Allerede i den farste beskrivelsen av CMS ble det vist til funn av
intranukleaere inklusjonslegemer som tegn pa virusinfeksjon [5]. Senere har bade noda-lignende virus [14]
og infeksigs pankreas nekrose virus (IPNV) blitt assosiert med sykdommen [15], men uten at et direkte
arsaksforhold ble funnet. | 2009 ble det vist at sykdommen kunne overfgres med vev fra CMS-syk laks og
dermed skyldtes et smittsomt agens [16, 17]. | 2010 og 2011 paviste to ulike forskergrupper et virus -
piscint myokarditt virus (PMCV) i tilknytning til CMS [18, 19].

Karakteriseringen av viruset markerte et viktig tidsskille i kunnskapsutviklingen om CMS. Nye metoder og
verktgy ble tilgjengelig og et betydelig antall studier ble igangsatt og gjennomfgrt. Med dette som
bakgrunn ble ogsd det trearige FHF-finansierte forskningsprosjektet «Epidemiologisk studie av
kardiomyopatisyndrom (CMS): Spredning, risikofaktorer og sykdomsforlap i norsk lakseoppdrett» lansert i
2015 (FHF prosjekt 901118). Dette forskningsprosjektet har som overordnet mal & gke kunnskapen om
spredning av PMCV og faktorer som pavirker utviklingen av klinisk CMS. Kunnskapsformidling er et viktig
delmal i prosjektet, og i den forbindelse er publisert og upublisert viten om CMS og PMCV gjennomgatt og
sammenstilt i denne rapporten. Rapporten er dermed en leveranse i Arbeidspakke 4 i prosjektet og gir en
helhetlig fremstilling av kunnskapsstatus, med starst fokus pa sykdomsutvikling, agens og epidemiologi.
Rapporten vil bli oppdatert med ny kunnskap i sluttfasen av prosjektet.
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Kardiomyopatisyndrom - sykdomstegn, patologiske funn og vertsrespons

Kardiomyopatisyndrom (CMS) er en kronisk sykdom i hjertet hos atlantisk laks. CMS opptrer oftest
hos fisk med god vekst og i normalt hold andre aret i sjg. Dadeligheten utvikler seg langsomt, men
med episoder av forhgyet dgdelighet i forbindelse med stressende handtering, ugunstige
miljaforhold eller generelt sykdomsstress. Diagnosen CMS stilles pa grunnlag av kliniske symptomer,
funn ved obduksjon og histopatologisk undersgkelse. Obduksjonsfunnene er sirkulasjonsforstyrrelser
og blgdning til hjertesekken. Histopatologiske funn er betennelse og nekrose i hjertemuskelceller og
i hjertets indre, svampaktige muskellag (spongigst myokard). Skadene opptrer fgrst i forkammeret
(atriet), for de brer seg videre til hjertekammeret (ventrikkelen).

Hjertets normale anatomi og funksjon

INFLOW
SINUS VENOSUS

Figur 1: Normal anatomi for laksehjertet (gjennomskaret), skjematisk tegning og foto. 1a) Viser blodets retning
gjennom de fire hjertekamrene sinus venosus, atrium (forkammer), ventrikkel (hjertekammer) og bulbus arteriosus
(rede piler). 1b) Viser et villakshjerte (formalinfiksert). Foto og skjematisk tegning. T.T. Poppe.

Hjertets funksjon er & pumpe oksygenfattig blod gjennom gjellene. | gjellene tar blodet opp oksygen for
det fores videre til kroppens muskulatur og indre organer. Det oksygenfattige, vengse blodet returnerer
deretter til hjertets sinus venosus og forkammer fgr det pumpes videre fra hjertekammeret via bulbus
arteriosus og inn i gjellene igjen (Figur 1). Bulbus arteriosus sin funksjon er & gi et jevnt trykk i
blodstreammen gjennom gjellene [20].

Sykdomstegn pa fiskegruppe og individniva

CMS-diagnosen settes pa grunnlag av funnene man gjer i fisken ved klinisk undersgkelse, obduksjon og
pafelgende histopatologisk undersgkelse. Det er uvanlig & finne svimere med CMS, og dgdfisk med CMS er
vanligvis i normalt eller godt hold. Fisk med CMS kan sadledes dg bratt uten kliniske symptomer, for
eksempel i forbindelse med foring, handtering eller andre stressende omstendigheter. Alternativt kan de
vise klare tegn til sirkulasjonsforstyrrelser noen dager for dgden inntrer. | slike tilfeller er de typiske
kliniske symptomene slgvhet, nedsatt appetitt, skjellommegdem, utstdende gyne og utspilt buk med
blgdninger i huden (Figur 2a). Skjellommegdemet gir fisken et gralig, rufsete preg i merden [4, 6].

P& gruppeniva gir CMS oftest lav til moderat forhgyet dgdelighet over flere uker og maneder. Akutt hgy
dgdelighet sees sjelden, men episoder med uveer, algeoppblomstring eller generelt sykdomsstress kan gi
slik forbigaende forhgyet dadelighet avlgst av en periode med redusert dgdelighet [4] (Figur 2b).
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Figur 2: 2a) Laks med CMS og alvorlige sirkulasjonsforstyrrelser. Buken er utspilt pad grunn av veeske i bukhulen
(ascites), det observeres ogsa sma, punktformede blgdninger i huden (petecchier) og utstaende gyne (exophthalmia).
2b) Ofte er det et misforhold mellom observert antall svimere (fa fisk) og funn i dedfiskhoven (mange fisk).

Foto: Per Anton Seether, MarinHelse AS

Patologiske forandringer

Fisk med CMS kan ha bade makroskopiske og mikroskopiske tegn pa alvorlig sirkulasjonsforstyrrelse
(Figur 3). Vanlige obduksjonsfunn i fisk med CMS er blgdninger i hud (seerlig under buken),
skjellommegdem og utstdende gyne (exopthalmia). Mgrkfarget lever, veeske i bukhulen (ascites) og
fibringst belegg pa leveroverflaten er ogsa vanlig & finne. Hjertets atrium (forkammeret) og sinus venosus
er som oftest forstgrret og utspilt. Noen ganger er dette sa ekstremt at forkammer har revnet, med blod
eller blodkoagler i hjertesekken som resultat [21]. Degdfisk kan ogs& veere helt uten makroskopiske funn,
men allikevel ha alvorlige histopatologiske CMS-forandringer i hjertet.

Figur 3: Laks med typiske CMS-relaterte obduksjonsfunn. Blodkoagel i hjertesekken (hjertetamponade), veeske i
bukhule, skjoldet lever med fibrinslgr. Fisken er ellers feit og fin. Foto: Brit Terud.
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Histopatologisk karakteriseres CMS av betennelse og fortykket endokard (cellelaget som kler hjertets
innside) og nekrose i muskelceller i spongigst myokard (hjertets indre, svampaktige muskellag).
Forandringene sees farst i atriet (forkammeret), for de brer seg videre til ventrikkelen (hjertekammeret)
[22] (Figur 4). Betennelsescellene er hovedsaklig mononukleare celler, sannsynligvis lymfocytter og
makrofager, som farst pavises subendokardialt (rett under endokardlaget pa hjertes indre
muskeloverflater) fer ogsa muskellaget innenfor infiltreres. | alvorlige tilfeller av CMS kan det utvikles en
cellerik epikarditt (betennelse) pa hjertets ytterflate. Hjerteventrikkelens kompakte muskellag
(kompaktum) er som regel uten betennelsesforandringer, men betennelsesceller fra en epikarditt kan bre
seg innover i kompaktumlaget langs stgrre blodkar i tilfeller med uttalte CMS-forandringer [23].

Kraftige betennelsesforandringene er arsaken til at forkammerveggen og/eller veggen i sinus venosus blir
svekket og kan briste, med blod i hjertesekken (hjertetamponade) og brd ded som resultat.
Forkammerforandringene er som regel mer uttalte enn forandringene i hjertekammeret, og hjertesvikten
med pafelgende alvorlig stuvning kan gi CMS-relaterte forandringer ogsa i andre indre organer som lever
og milt.

Figur 4: Typiske histopatologiske funn ved CMS: Figur 4a) viser den tydelige forskjellen mellom normalt vev i
hjerteventrikkelens kompakte muskellag (mot venstre i bildet) og uttalte CMS-forandringer med rikelig infiltrasjon av
betennelsesceller i det indre, spongigse muskellaget (mot hgyre i bildet). Figur 4b) Hgy forstarrelse av langt
framskredne, klassiske CMS-forandringer i spongigs hjertemuskel. Noen steder kun betennelsesceller innenfor
endotelcellelaget som kler muskeloverflaten, og andre steder kun rester av hjertemuskulaturen (lys rosa) igjen,
iblandet betennelsesceller. Foto. T.T. Poppe.

Differensialdiagnoser

Hjerteforandringene ved CMS kan likne de man finner ved de to viktige differensialdiagnosene
pankreassjuke (pancreas disease - PD) og hjerte- og skjelettmuskelbetennelse (HSMB), men typiske
tilfeller av disse tre sykdommene lar seg lett skille histopatologisk [24-26]. Bade PD og HSMB farer til
hjerteforandringer med alvorlig betennelse og til dels nekroser i hjertemuskulatur, i tillegg til de
sykdomstypiske forandringene i eksokrin pankreas (PD) og skjelettmuskulatur (bade PD og HSMB). Utypiske
tilfeller eller samtidig forekomst av to eller alle tre av disse sykdommene i ett og samme individ er ikke
uvanlig, og kan gjare den histopatologiske diagnostiseringen vanskeligere [27].
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Vertsrespons

Det er ikke kjent hvor lang tid det tar far fisk i sjg som utsettes for smitte utvikler CMS-forandringer.
Gjentatte proveuttak viser imidlertid at PMCV kan veere tilstede i et anlegg i lang tid uten at klinisk CMS
pavises i fiskegruppa [28]. | smitteforsgk finner man tidlige histopatologiske forandringer omtrent 6 uker
etter smitte, avhengig av smittemodell [16, 17]. Tidligere erfaring fra felt og forsgk antyder at CMS
hovedsakelig er en kronisk sykdom som utvikler seg gradvis over flere maneder, kanskje ar, for fisken viser
kliniske forandringer og/eller dar [12, 16, 19, 23, 29], men i de siste arene har det veert et gkende antall
tilfeller der sjgsatt fisk s& smd som 100-300g ogsd har CMS-forandringer og dagr av CMS (pers. obs.
C. Fritsvold). Laksens hjerte- og sirkulasjonssystem ser ut til & ha en betydelig reservekapasitet, slik at
kliniske symptomer kun utvikles i endestadiene av sykdommen. Ut ifra de histopatologiske endringene i
hjerte, kan man utlede det patofysiologisk forlgpet til sykdommen [4]. Forandringene i for- og
hjertekammer reduserer hjertets pumpeevne. Etter hvert vil blod hope seg opp pa vengs side. Denne
blodstuvningen er trolig arsaken til vaeskeopphopning i bukhule (ascites) og i skjellommer, og til
blgdningene pa buken. Som beskrevet tidligere, kan svekkelsen og trykket i enkelte tilfeller medfare at
forkammeret, som har den tynneste veggen, brister [4].

| smitteforsgk pavises de histopatologiske endringene fra 6 uker etter smitte, og nar en topp 9-10 uker
etter smitte [19, 29]. Virus oppformeres i flere organer og kan pavises fra fire uker etter smitte. Det er
god korrelasjon mellom virusmengde og vevskader i hjerte, et tegn pa at celledgd som oppstar i
forbindelse med virusoppformering har betydning for utvikling av vevsskade i hjertet [19, 29]. Det er ogsa
god overensstemmelse mellom hgyeste nivd av virusbelastning og hjertepatologi, og induksjon av
immunforsvar i form av hjertespesifikk T-cellerespons og aktivering av
komplementsystemet i milt. Dette skjer forut for en reduksjon i virusbelastning og patologiutviklingen,
hvilket tyder pa& at responsen er viktig for rekonvalesensen [29]. | smitteforsgk kan infeksjonen forlgpe
ulikt hos enkeltindivider. En studie har vist at sakalte High responderes (HR) har en hgyere virusbelastning
og mer alvorlig patologi seks uker etter infeksjon enn sakalte Low responders (LR). Low responders ser ut
til & kunne tolerere samme infeksjonsnivd (her malt i mengde virus transkripter) uten & utvikle
hjertepatologi, muligens forarsaket av en tidligere aktivering av immunforsvaret og/eller dempet utvikling
av T-lymfocytteere og inflammatoriske responser, slik at de raskere reduserer virusbelastningen og
patologi. Hos HR er responsen senere og i form av et sterkt og vedvarende uttrykk av gener som er
involvert i celluleer immunrespons [30, 31].

Kunnskapshull
Hvilket organ bruker viruset som innfallsport?
e Hvordan spres viruset i fisken?
e Kan viruset gi persistent infeksjon, evt. med base i et annet organ enn hjertet?
0 Hva utlgser i sa fall sykdom?
e Kan smittet fisk kvitte seg med viruset?
o Uten a bli syk?
o Etter at den har utviklet vevsforandringer? Hvor lang tid tar dette?
o Er det ulike sykdomsforlgp i ung fisk som infiseres av viruset tidlig og i stgrre fisk som
infiseres seinere?

Rapport 1-2017: Kardiomyopatisyndrom (CMS) hos laks. Sykdomsutvikling - Agens - Epidemiologi
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Piscint myokarditt virus - PMCV

CMS ble i 2010 vist a vaere forarsaket av et virus, piscint myokarditt virus (PMCV). Viruset er
relativt lite og enkelt oppbygget med et kappeprotein som omslutter et RNA arvestoff. Virusets
hovedinfeksjonsmal er laksens hjertemuskelceller. Det er mulig & detektere bade virusets arvestoff
og dets kappeprotein i infisert vev og celler. Viruset finnes hovedsakelig i CMS-syk laks i oppdrett.
De genetiske forskjellene mellom virusisolater er sma.

Virusklassifisering

CMS forarsakes av piscint myokarditt virus (PMCV) [19]. Arvestoffet til PMCV har mange likheter med virus
i familien Totiviridae, en familie bestdende av fem genus med virus som gir persistent infeksjon i
parasitter og sopp. | tillegg til PMCV har flere andre virus med likheter til Totiviridae blitt funnet i senere
tid. Alle disse «toti-lignende» virusene har egenskaper som tyder pa at de er mer komplekse enn de
registrerte totivirusene [32-35]. PMCV er det farste toti-lignende viruset som er vist a ha evne til a infisere
et virveldyr. Det siste aret har imidlertid to nye toti-lignende virus blitt pavist i karpefisken Golden shiner
i USA [36, 37]. Ingen av de toti-lignende virusene har sa langt blitt inkludert som medlemmer av familien
Totiviridae.

Mens de registrerte medlemmene i totivirus-familien overfgres til nye celler gjennom celledeling eller
cellefusjon, blir de toti-lignende virusene overfgrt mellom celler via cellenes omgivelser (ekstracellulsere
omgivelser). Alle de toti-lignende virusene har ogsa ekstra gener og protein-kodende arvestoff som man
antar kan knyttes til evnen til & skille ut viruset fra en celle og/eller ta opp viruset fra omgivelsene [19,
38].

T=2

Figur 5: Figuren viser hvordan virus i familien Totiviridae er oppbygd. Arvemateriale, i form av ett segment med
dobbelttradet RNA er pakket inn i et enkelt proteinskall. Proteinskallet er sannsynligvis oppbygd av flerfoldige kopier
av et kappeprotein. Gjengitt med tillatelse fra Swiss Institute of Bioinformatics [39].

Struktur og oppbygning

PMCV partikler er runde i form med en diameter pa ca. 50 nm. Partiklene antas & vaere enkelt oppbygget
uten ytre membran og med bare et enkelt proteinskall som pakker inn RNA arvestoffet, tilsvarende som
sett hos totivirus [19] (Figur 5).

Genetiske likheter med totivirusene indikerer at proteinskallet sannsynligvis er bygget opp av flerfoldige
kopier av et kappeprotein [40]. Viruskappen omslutter arvestoffet som bestdr av et enkelt segment
dobbeltradet RNA med starrelse 6,7 kilobaser som inkluderer tre gener; ORF1, ORF2 og ORF3 [19] (Figur
6). ORF1 koder for et protein bestdende av 861 aminosyrer med beregnet molekyleer masse pa 91,8
kilodalton og som antas a veere kappeproteinet, tilsvarende som hos totivirusene [19]. ORF2 koder for et
protein pa 726 aminosyrer (83,1 kilodalton). Aminosyresekvensen viser likheter med RNA avhengig RNA
polymerase og plasseringen av genet i arvestoffet, i Totiviridae-familien, og antas dermed & veere
polymerase-genet [19].

Rapport 1-2017: Kardiomyopatisyndrom (CMS) hos laks. Sykdomsutvikling - Agens - Epidemiologi
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Figur 6: Figuren viser en oversikt over arvestoffet hos PMCV. (lllustrasjon Aase B. Mikalsen, NMBU)

PMCV og det PMCV-lignende viruset som er pavist hos Golden shiner skiller seg bade fra de gvrige toti-
lignende virusene og de registrerte totivirusene ved at det finnes et tredje gen i virusets arvestoff [36].
Genet koder for et protein med lengde 302 aminosyrer og antatt molekyleer masse pa 33,4 kilodalton. Det
er ikke funnet noe likhet med proteiner fra totivirus eller andre virus og organismer, men en mindre del av
proteinet viser noe likhet med en tilsvarende mindre del av et signalprotein (kjemokin) som produseres
ved en immunrespons [19]. Proteinets rolle i virusets infeksjonssyklus er fremdeles ikke forstatt, men
forskning pagar. Det er foreslatt at slike ekstra gener eller genfragmenter har sammenheng med virusenes
evne til & infisere nye celler via cellenes omgivelser [41]. For PMCV har det blitt foreslatt at ORF3-genet
koder for et protein i selve viruskappen [19, 41], men nylig forskning indikerer at proteinet hovedsakelig
har en rolle i de infiserte cellene (pers. obs. Aase B. Mikalsen, innsendt manuskript). Flere roller er mulig,
f.eks. i forbindelse med frigivelse av viruspartikler fra infiserte celler og proteinet kan mulig ogsa settes i
sammenheng med skadene man ser i hjertets muskelceller. Det har ogsa blitt foreslatt & ha en rolle for &
pavirke betennelsesreaksjonen man ser ved CMS, basert p& likheten deler av proteinet har med
signalproteiner i immunresponser [19].

Infeksjonsrute og -mekanisme

Smitteforsgk viser at viruset infiserer atlantisk laks og oppformeres til gkende virusmengder over tid og
resulterer i en systemisk infeksjon hvor man finner viruset i hjerte, nyre, lever, gjeller, muskel, blodceller
og - serum ([29] og pers. med. Tove Hansen og @yvind Haugland, Pharmagq). | et smitteforsgk kunne virus
detekteres i nyre og milt en uke etter smitte. Sammen med gjeller hadde disse organene hayest
viruskonsentrasjon ogsa etter to uker. Etter fire uker nddde konsentrasjonen i hjertet samme niva (pers.
med. T. Hansen og @. Haugland, Pharmag). Hjertet antas & vaere hovedorganet for virusoppformering [19,
29] og man finner store mengder av virusets arvestoff i gdelagte, dgende hjertemuskelceller [19].
Smitteforsgk har ogsa vist at infisert fisk frigir virus fra cellene, som deretter blir skilt ut til fiskens
omgivelser og kan overfgres via vannet til frisk fisk, som dermed oppformerer viruset og utvikler
hjerteforandringer typisk for CMS [19]. | et forsgk pd & optimalisere en kohabitasjons-smittemodell ble
vann fra ip-injisert shedder-fisk overfert til kohabitant-fisk nar shedderne hadde heyest virusnivaer i
hjerte og milt, men det ble ikke pavist virus i kohabitantene 4-15 uker etter vannbaren smitte (pers. obs.
Sven Martin Jergensen, Nofima). Forsgket ble utfgrt pa bade parr (ferskvann) og smolt (saltvann) med
samme negative resultat, og kan muligens antyde at PMCV utskilles til vannet i en begrenset periode under
infeksjonen (pers.med. Sven Martin Jgrgensen, Nofima). Viruset kan ogsa til en viss grad oppformeres i
fiskeceller i kultur i laboratoriet og ogsa her frigis viruset til cellenes omgivelser (supernatanten). Dette
skiller PMCV fra de registrerte totivirusene som spres uten & forlate cellene. Detaljene i mekanismene
viruset bruker for a infisere en celle, kopiere seg selv og frigis fra cellene er ikke kjent. Man antar at
likhetene virusets arvestoff har med totivirusene indikerer bruk av lignende mekanismer, men
tilstedeveerelsen av det ekstra genet hos PMCV og det at viruset spres via cellenes omgivelser peker ogsa
mot enkelte forskjeller i infeksjons-, oppformerings- og spredningsmekanismene.

Rapport 1-2017: Kardiomyopatisyndrom (CMS) hos laks. Sykdomsutvikling - Agens - Epidemiologi
8



VETERINAERINSTITUTTET

Diagnostiske metoder og verktgy for virusdeteksjon

Som beskrevet tidligere blir CMS-diagnosen basert pa histomorfologiske undersgkelser av hjertevev under
lysmikroskopi. Nar dette kombineres med molekylaer deteksjon av PMCV arvestoff (real-time PCR) pa
parallelle hjerteprgver, kan man bekrefte viruset som arsak til diagnosen [19]. | CMS-syk fisk er det en klar
sammenheng mellom nivaet av virusets arvestoff og graden av skade i hjertevevet [19, 29] og man kan
ogsd finne arvestoffet i en rekke andre organer og blodkomponenter ([29] og pers. obs.). De hgyeste
nivdene av arvestoffet finner man i hjerte, milt og nyre, bade i tidlige og sene stadier av
infeksjonsforlgpet [29] og disse organene er dermed de foretrukne organ for bruk i molekylaer diagnostikk
0g screening av virusets tilstedeveerelse. Virusets arvestoff har ogsa blitt pavist i direkte relasjon med
CMS-relaterte hjertevevsskader ved bruk av in situ hybridisering [19], men denne metoden brukes ikke i
rutinediagnostikk. En lignende metode der proteinene som virusets gener koder for kan detekteres direkte
i hjertevevet i forbindelse med skader (immunhistokjemi) er til en viss grad mulig. Metoden er egnet til
bruk i diagnostikk, men brukes ikke rutinemessig da tilgjengeligheten av palitelige antistoff mot
virusproteiner enda ikke er optimal.

Flere forsgk har blitt gjort for & kunne dyrke viruset i fiskeceller i kultur i laboratoriet, men til tross for at
det er vist at viruset replikerer noe i cellene og skilles ut, har man ikke oppnadd en effektiv oppformering
av viruset som gir en tydelig nok effekt p& cellekulturene [19]. Bruk av cellekulturer for virusdeteksjon og
- isolering er dermed enda ikke et anvendelig diagnostisk verktay.

Genetisk variasjon og virulensfaktorer

En studie, som omfattet oppdrettslaks fra et stort antall geografiske omrader i Norge, viste at PMCV har
lite genetisk variasjon og sannsynligvis tilhgrer samme genetiske gruppe [42]. Den begrensede variasjonen
kan ogsa indikere at viruset nylig har blitt introdusert til laks i oppdrett og dermed hatt kort tid til &
utvikle seg til virusvarianter med mer genetisk variasjon. Studien viste at virusisolatene med starst
forskjeller hadde 98,6 % likhet i nukleotidsammensetningen av det 6688 nukleotider lange arvestoffet.
Med basis i de forskjellene man fant, viste virusisolatene noe geografisk gruppering. Blant annet viste
isolat fra de tre nordligste anleggene stgrre likhet og tilsvarende ble ogsd sett for alle isolater fra
Rogaland og Hordaland fylke. Tilfeller hvor isolater fra geografisk spredte anlegg viste likheter ble
imidlertid ogs& funnet [42]. | tillegg fant man ogsa relativt store forskjeller mellom arvestoffet fra virus
isolert fra enkeltindivider hentet samtidig fra samme anlegg. En mindre studie pa isolater fra to irske
oppdrettsanlegg viste at de irske isolatene ligner de norske. Ogsa her s& man noe variasjon i arvestoffet til
virus isolert fra enkeltindivider fra samme anlegg [9].

| Norge har PMCV ogsa blitt funnet i noen fa villaks. Ogsa disse isolatene viste liten forandring i arvestoffet
sammenlignet med isolater fra oppdrettslaks (Figur 7). | tillegg til villaks er det ogs& funnet PMCV i
vassild. Dette isolatet viste relativt store forskjeller (86 % identiske nukleotider) til arvestoffet for PMCV
funnet i vill og oppdrettet laks, men fa av disse forskjellene gir forandringer i proteinene som genene
koder for [43, 44].

Proteinet som ORF3-genet koder for har noe mer variasjon mellom virusisolatene sammenlignet med
kappeproteinet (ORF1-genet)[9, 42]. Kombinasjonen av aminosyrer i ORF3-proteinet i posisjon 84, 87 og
97, har blitt foreslatt som motiv for virusets virulens, det vil si evne til & gi sykdom og vertsdedelighet,
siden man utelukkende enten ser en IKR aminosyrekombinasjon eller VQQ [9, 42]. Det har imidlertid ikke
veert mulig & relatere disse til alvorlighetsgraden i sykdomsutbrudd da palitelige data for dagdeligheten
ikke var tilgjengelig.

Figur 7 (neste side): Dette slektskapstreet av PMCV ORF1 inkluderer virussekvenser fra bade vill og oppdrettet laks
fra Norge og viser at det er lite genetisk variasjon mellom sekvensene. Alle tilhgrer samme genogruppe [42, 45].
Virussekvenser fra tre villaks og en remt oppdrettslaks i kursiv.
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0 Antigenisitet i vaksinesammenheng

e Genetiske virulensfaktorer og markgrer for sporing av virus

e Infeksjons- og replikasjonsmekanismer i verten, inkludert celletype i malorgan

e Cellelinje for oppformering av PMCV i laboratoriet mangler per i dag

o Antistoff mot virale proteiner for bruk i diagnostikk og forskning
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Epidemiologi - forekomst, risikofaktorer og smitteveier

Oppdrettet atlantisk laks i sjg er det viktigste kjente reservoaret for PMCV. CMS opptrer sent i
sjofasen og er ikke pavist i settefiskanlegg. Lang oppholdstid i sja, store utsett, CMS i tidligere
utsett og smittepress fra omkringliggende anlegg er risikofaktorer knyttet til CMS-utbrudd.
Horisontal PMCV smitte er bekreftet og en mulig vertikal smittevei er gjenstand for pagaende
forskning.

Geografisk utbredelse

CMS er pavist i Norge, Irland [9], Skottland [8] og Feergyene [6]. En CMS-lignende hjertelidelse er ogsa
beskrevet hos atlantisk laks i Canada [10]. | Chile har systematisk screening pagéatt siden 2013 uten funn av
PMCV [46]. | Norge er virus og sykdom tilstede langs hele kysten, men over tid har en hovedandel av de
innrapporterte tilfellene av CMS stammet fra Midt-Norge (Figur 8 og 9) [11].

Lokaliteter med kardiomyopatisyndrom
(CMS) i Norge i 2016

Utbruddsar
® 2016

® Veterinaninstitutiet 2017

0 75 150 300 Kilometer
e

Figur 8: Kartet viser den geografiske utbredelsen av sjganlegg som fikk diagnosen CMS av Veterinaerinstituttet i 2016
(Illustrasjon Mona Dverdal Jansen, Veterinarinstituttet).

CMS og PMCV i ferskvannsfasen

CMS-utbrudd og CMS-relatert patologi er ikke beskrevet fra settefiskanlegg. Viruset PMCV blir imidlertid
pavist i form av positive PCR resultat i denne fasen. | en studie som undersgkte prevalensen av viralt RNA
fra piscine orthoreovirus (PRV) og PMCV i stamfisk og avkom ble RNA-sekvenser av PMCV funnet i prgver av
hjerte og milt hos hovedandelen av stamfisk i bade sjg- og ferskvann [28]. Viruset ble ogsa pavist i om lag
17 % av de fertiliserte eggene, sa vel som i 25 % av nylig klekket yngel. Selve virusmengden som ble pavist
var derimot lav (hgye Ct-verdier), og ved startforing ble viruset ikke lengre pavist. | studien ble det
konkludert at «det er mulig at RNA fra PMCV overfgres fra stamfisk til avkom, men hvorvidt
arvematerialet blir overfgrt som infeksigse viruspartikler er ikke kjent». Resultatene fra denne studien
bekrefter dermed tilstedeveerelsen av PMCV i tidlige stadier av produksjonssyklusen, men hvorvidt dette
kan tilskrives en ekte, vertikal overfering eller er et resultat av kontaminering med viralt RNA gjenstar &
avklare.
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CMS og PMCV i sjagfasen

CMS utbrudd har sa langt bare blitt observert i anlegg med atlantisk laks. Det er dermed ingen kjente
tilfeller av sykdommen hos regnbuegrret (Oncorhynchus mykiss). Historisk sett forekommer sykdommen
sent i produksjonssyklus, typisk i det andre aret fisken star i sjg [15, 47]. | senere ar har det blitt
rapportert tilfeller hvor sykdommen opptrer betydelig tidligere, og i en nylig gjennomfgrt studie ble det
rapportert om sykdom allerede 5 maneder etter utsett i sjg [27]. | 2016 ble 90 tilfeller av CMS
diagnostisert ved Veterinaerinstituttet, og 108 tilfeller ved private laboratorier (Fiskehelserapporten
2016). Trolig er det en del overlapp mellom disse pavisningene. Som vist i Figur 9 har antallet tilfeller
variert betydelig siden 2006, med laveste antall i 2010. Etter 2010 har antall tilfeller gkt betydelig, men
det er ikke utenkelig at en del av disse kan tilskrives tilgang pa bedre diagnostiske verktgy etter at PMCV
ble beskrevet. Figuren illustrerer ogsd den geografiske fordelingen av tilfeller, der en stor andel av
tilfellene fortsatt er fra Midt-Norge, mens en gkende andel registreres i de tre nordligste fylkene og i
Hordaland. | en studie fra 2003 ble CMS funnet hos 14,6 % av varutsatt fisk og 13,3 % av hgstutsatt fisk
[15]. Dette gir en pekepinn pa forekomsten av sykdommen pa landsbasis pa dette tidspunktet. Det er lite
variasjon i antall pavisninger gjennom aret, men noe gkning av tilfeller pd varen og hgsten er registrert
[11]. Med en generell gkning i den norske produksjonen av oppdrettslaks, er det tenkelig at en konsekvens
kan bli et forgket smittepress og gkt antall tilfeller av bade CMS og andre agens. CMS er heller ikke en
meldepliktig sykdom i Norge, og kan derfor veere underrapportert.
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Figur 9: Figuren viser en arlig oversikt over diagnostiserte CMS-tilfeller ved Veterineerinstituttet i perioden 2006-2016
fordelt pa fylker (lllustrasjon Mona Dverdal Jansen, Veterineerinstituttet).

Reservoarer

Det har blitt gjort noen fa studier for & avdekke mulige reservoarer for PMCV. Studiene omfatter villaks,
noen marine fiskearter og miljgprover. CMS-relatert patologi er beskrevet hos vill atlantisk laks fra to
omrader i Norge [7]. Det er ogsd gjennomfart to PCR-baserte studier der viruset forekom i henholdsvis
0,25 % og 0,22 % av de undersgkte stamfiskene av villaks [48-50]. | alt er PMCV funnet hos tre villaks, alle
fra Sogn og Fjordane. PMCV ble ogsa pavist hos en remt oppdrettslaks i Numedalsldgen. Mengden virus i
villaksen var moderat (Ct-verdier mellom 24,9 og 29,2), mens virusmengden hos den rgmte
oppdrettslaksen var hgy (Ct-verdi 15). Som beskrevet under kapittelet om PMCV, viser slektskapsstudier at
det er lite genetisk variasjon mellom PMCV hos oppdrettet og vill laks. Dette kan tyde pa smitteutveksling
mellom disse populasjonene (Figur 7) [45]. Den lave forekomsten hos villaks tyder likevel pa at disse ikke
utgjer en vesentlig smittekilde for oppdrettet fisk.
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| en PCR-basert studie av 32 marine fiskearter ble viruset funnet i 6,6 % av pravene fra vassild (Argentina
silus). Antallet prgver per art for de gvrige artene i studien var ganske lavt (10 eller mindre for 14 av
artene). Dette innebeerer at studiedesignet kun var egnet til & fange opp en sveert hgy forekomst av virus i
marin fisk [43]. Vassild blir brukt i fiskefér, og det blir spekulert i om dette kan vaere en mulig kilde til
smitte [43]. Virusisolatet som ble funnet i vassild er imidlertid ikke naert beslektet med PMCV hos laks.
Dette reduserer muligheten for at vassild i fiskefor er en kilde til PMCV hos laks [44].

Miljget til en vert vil alltid vaere i fokus nar en etterforsker mulige smittereservoar. | 2014 ble
forekomsten av PMCV i sediment, plankton, biofilm, bunnlevende, fastsittende og frittlevende organismer
undersgkt pa en oppdrettslokalitet under et pagadende CMS-utbrudd. Prgvematerialet omfattet ogsa slim,
feces og lakselus fra laks, og virus ble kun pavist i de prgvene som stammet fra laksen selv [51]. Dette gir
en indikasjon om at miljget spiller en mindre viktig rolle som reservoar for PMCV. En kan dermed
konkludere med at atlantisk laks i oppdrett er det viktigste kjente reservoaret for PMCV. PMCV
forekommer primeert i sjgfasen, men det pagar forskning for & avdekke utbredelse og betydning av PMCV i
ferskvannsfasen.

Smitteveier

Horisontal overfaring

| smitteforsgk er PMCV overfart fra laksesmolt injisert med virus til kohabitanter i samme tank. Smitte ble
her bekreftet ved at begge fiskegruppene utviklet CMS-relatert patologi i hjertet [19]. Sannsynligheten for
at PMCV overfares horisontalt stgttes ogsa av at virusisolat kan gruppere seg geografisk i slektskapsstudier
[42].

Vertikal overfaring

Vertikal overfgring hos fisk er kjent for IPNV, Renibacterium salmoninarum, Flavobacterium
psychrophilum og Piscirickettsia salmonis [52], og vertikal overfaring av PMCV kan heller ikke utelukkes.
PMCV finnes hos en stor andel av stamfisken og hos enkelte av disse kan viralt RNA ogsd pavises i sma
mengder i melke og rognvaeske [53]. | en tidligere studie ble ogsd sma mengder virus/viralt RNA pavist i
befruktede egg og plommesekkyngel fra stamfisk som testet positivt for PMCV. Ved startforing ble
virus/viralt RNA ikke lengre pavist. [28]. Utvalgsstarrelsen for plommesekkyngel og startforingsyngel
(n=20) har i teorien kun mulighet til & fange opp en PMCV forekomst pa ~14 % eller hgyere [54]. | tillegg til
utvalgssterrelsen vil et sentralt spgrsmal i tolkningen av disse dataene veere om det er virus eller viralt
RNA som pavises, med andre ord, hvor raskt brytes viralt RNA ned og dermed hvor lenge etter
kontamineringen kan viralt RNA pavises? Videre er det relevant & vite hvor lang latensperiode viruset kan
ha fgr det oppformeres og gir sykdom? Og, om det er sannsynlig at virus som overfgres fra foreldre til
avkom har betydning for sykdomsbildet vi ser i sjg? Infeksigst myonekrose virus (IMNV) er et annet toti-
lignende virus som i likhet med PMCV er noe mer komplekst enn de typiske medlemmene av Totiviridae-
familien. IMNV infiserer reker, og kan fgre til sykdomsutbrudd med brd og hgy dedelighet. Vertikal
overfgring av dette viruset er ikke bekreftet, men ansees som sannsynlig [55]. Dersom en far ytterligere
funn som peker mot at PMCV er vertikalt overfgrbar vil det ogsa vaere interessant & avklare hvorvidt denne
smitten er “ekte” vertikal (lokalisert inne i selve egget) eller kan tilskrives kontaminering pa eggets
overflate.

Figur 10: A avdekke om viruset overfares vertikalt fra stamfisk til avkom er et av hovedmaélene i CMS-Epi prosjektet.
Foto Havard Lo, Veterinzerinstituttet.
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Risikofaktorer for smitteintroduksjon og sykdomsutbrudd

Risiko for smitteintroduksjon

Atlantisk laks i sjgoppdrett er det viktigste kjente reservoaret for PMCV. Hvordan PMCV introduseres i den
enkelte fiskegruppe og til den enkelte lokalitet er tema for pagaende forskning. | CMS-Epi prosjektet
undersgker en spesifikt betydningen av vertikal overfaring (fra stamfisk til avkom) og videre betydningen
av smitteoverfgring med settefisk til sjganlegg. @vrige medlemmene av familien Totiviridae har
hovedsakelig en livsstrategi med persistent infeksjon av encellede parasitter og sopp som spres med
celledeling. PMCV er utypisk for denne familien fordi det infiserer en vertebrat vert. Det er dermed
vanskelig a overfgre kunnskap om infeksjon og sykdomsforlgp fra andre vert-agens forhold i familien.

Risiko for sykdomsutbrudd

Sannsynligheten for a utvikle CMS gker med lengden péa tiden fisken har statt i sjg, skende stgrrelse pa
utsett, samt smittepress fra naboanlegg (en funksjon av smittestatus i og sjgavstand til naboanlegg) [47].
CMS i tidligere utsett er ogsa identifisert som en risikofaktor [47]. Det spekuleres i om den sistnevnte
faktoren kan knyttes til overlevelse av viruset i miljget [47-49]. Som beskrevet under avsnittet om
reservoarer er PMCV ikke pavist i miljgpraver i forbindelse med CMS-utbrudd. Smitte fra vill marin fisk og
laksefisk synes ogsa & utgjere en minimal risiko. En mer sannsynlig hypotese er at risikofaktoren er
driftsrelatert, deriblant settefisk med samme opphav. HSMB i tidligere utsett er en risikofaktor, men
sammenhengen mellom HSMB og CMS kan ogsa reflektere lignende forhold. Dgdeligheten under et CMS-
utbrudd kan gke dersom fisken blir utsatt for stress [4]. Andre forhold som rask vekst, miljgfaktorer,

ernaering og mangel pa fysisk aktivitet har ogsa blitt utpekt som mulige risikofaktorer [18].

CMS og andre virusinfeksjoner

Arlig diagnostiserer Veterinaerinstituttet i overkant av 400 tilfeller av virussykdommer fordelt pd om lag
570 aktive sjglokaliteter [56]. PMCV-infeksjon, CMS og CMS-utbrudd kan forekomme samtidig med andre
virusinfeksjoner og -agens, bade pa anleggs- og individnivd. En nylig studie som sd pa sammenhengen
mellom infeksjoner med PMCV, salmonid alphavirus (SAV), piscine orthoreovirus (PRV) og Atlantic salmon
calicivirus (ASCV) fant ingen korrelasjon mellom nivd av PRV, PMCV og ASCV, men en negativ korrelasjon
mellom niva av PMCV og SAV. [27]. Basert pa funnene i studiet sitt foreslo Wiik-Nielsen et al den negative
korrelasjonen mellom PMCV og SAV muligens kunne tilskrives at vertsresponsen mot en infeksjon
undertrykket den pafglgende infeksjonen [27]. | en annen studie der det ble utfgrt en eksperimentell ko-
infeksjon med PRV og SAV, ble det vist at PRV-infeksjonen beskyttet mot pankreassjuke (PD) [57]. PRV er
sveert utbredt, og et vanlig funn sammen med PMCV. Det er tenkelig at de to agensene kan dra fordel av
en ko-infeksjon, men det er ingen sikker kunnskap om dette [28]. Tidligere utbrudd av infeksigs
pankreasnekrose (IPN) er statistisk assosiert med utbrudd av CMS. | en studie ble det funnet at
fiskegrupper med CMS hadde en historikk med IPN utbrudd fire ganger oftere enn fiskegrupper uten CMS
[15]. Det er imidlertid ingen direkte arsakssammenheng mellom IPN-virus infeksjon og utvikling av CMS, da
CMS ogsa utvikles i fravaer av IPNV [17]. Det er da mulig at tidligere utbrudd med IPNV kan predisponere
for CMS, sa vel som for andre sykdommer.

Kunnskapshull
e Overfgres PMCV vertikalt?
0 Ekte vertikal overfgring, dvs. at viruset er inne i egget?
o Som kontaminering pa utsiden av egget?
e Finnes PMCV i andre reservoarer enn atlantisk laks?
e Huvilke risikofaktorer bidrar til a utlgse klinisk sykdom hos PMCV positive individ?
e Hvordan utfolder et typisk infeksjonsforlgp seg i sj@?
0 Nar pavises smitten?
0 Hvor lang tid gar det mellom smittepavisning og sykdomsutbrudd i felt?
0 Er gjentatte utbrudd relatert til lokalitet eller settefiskopphav?
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Sykdomskontroll og - bekjempelse

CMS er en smittsom sykdom og kontrolleres farst og fremst ved & blokkere virusets smitteveier [58].
Som tidligere beskrevet smitter PMCV horisontalt, men muligens ogsa vertikalt. Samtidig vet vi at
forhold ved fisk og milje pavirker utfallet av infeksjonen. Sykdomskontroll og bekjempelse av CMS
er derfor en sammensatt oppgave der biosikkerhet, styrking av fiskens forsvarsevne og driftsrutiner
spiller viktige roller.

Kontroll med horisontal smitteoverfaring

Horisontal smitte regnes som den kvantitativt viktigste smitteveien for PMCV. Generelt introduseres virus
og andre patogener til anlegg primeert ved inntak av fisk og gjennom vann. | tillegg kan introduksjonen
skje ved kontaminering pa vektorer som utstyr, personell og skadedyr.

Virusets biofysiske egenskaper

De biofysiske egenskapene til et virus stdr sentralt i etableringen av smittebarrierer og valg av
biosikkerhetsstrategi fordi disse egenskapene er avgjgrende for virusets overlevelse utenfor verten. Lite er
kjent om hvor resistent PMCV er mot biologiske, kjemiske og fysiske pavirkninger. Forskning pa disse
egenskapene hemmes ogsd i dag av mangel pa cellekulturer for dyrking av virus. PMCV er imidlertid et
nakent virus, og det er grunn til & tro at det i likhet med andre nakne virus (infeksigs pankreas
nekrosevirus og nodavirus) er bestandig mot ytre pavirkning. Dette bgr en derfor ta hgyde for i design av
biosikkerhetstiltak.

Biosikkerhet i settefiskfasen

Viktige elementer i biosikkerhetsstrategien i settefiskfasen er at kun smittefri rogn og yngel tas inn i
anlegget. Videre bgr ferskvannskilden til klekkeri og settefiskanlegg vaere trygg. Her er det av spesiell
interesse & avklare om det er oppgang av villaks i vannkilden. Desinfeksjon av inntaksvann er pakrevd for
sjgvann og ferskvann fra anadrom strekning, men det er fortsatt ubeskrevet om dette har effekt mot
PMCV. Bruk av sjgvann i produksjonen er en risiko. Generelt anbefales det & etablere skille i tid og rom
mellom generasjoner og & beskytte fisk mot skadedyr, sjgsprut og gvrige vektorer.

Figur 11: Helsekontrollen skal sikre en rask diagnose slik at tiltak kan iverksettes for & redusere smittespredning og
begrense gkonomiske tap. Foto Torunn Taksdal, Veterinzerinstituttet.
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Biosikkerhet i sjgfasen

Viktige elementer i biosikkerhetsstrategien i sjgfasen er kunnskap om settefiskens smittestatus. Generelt
vil bruk av flere settefiskleverandarer gke risikoen for introduksjon av smitte [59, 60]. | dag er det mulig &
screene settefisk for konkrete agens. Videre bgr en skille i tid og rom mellom generasjoner (alt inn-alt ut
prinsippet og brakklegging). Kunnskap om lokalt smittepress er ogsa av verdi, dvs. hva er smittestatus i og
avstand til naboanlegg [47]. Avstand til annen produksjon og transportruter i sjg er ogsd av betydning,
likesa rutiner rundt bruk av brgnnbat og deling av servicebéater, utstyr og personell.

Kontroll med vertikal smitte

Som beskrevet tidligere kan vertikal smitte med PMCV ikke utelukkes [28, 53]. Forelgpig vet en ikke om
vertikal smitte forekommer, og i s& fall om er det er en ekte vertikal smitteoverfgring eller om viruset
overfgres som kontaminering pa overflaten av egget. Generelt kan strategier mot vertikal overfgring besta
av biosikkerhetstiltak ulikt omfang.

Tiltak for & eliminere kontaminering pa overflaten av egget

Desinfeksjon av rogn med jodoforopplgsning (100 ppm i 10 minutter) er et minstekrav og et etablert
grunnleggende tiltak mot smitteoverfgring i form av kontaminering pd eggets overflate [61]. Tiltaket har
likevel ikke effekt ved ekte vertikal overfering, dvs. nar viruset befinner seg inne i egget. Hvor effektivt
dette tiltaket er mot PMCV er forelgpig ikke beskrevet.

Screening og eliminering av rogn og melke fra smittet stamfisk

Et tiltak mot vertikal smitte er & teste stamfisken for et gitt agens og deretter kassere rogn og melke fra
agens-positiv fisk. En forutsetning for denne strategien er at man etter screeningen har stamfisk & velge
imellom. Den hgye forekomsten av PMCV i stamfiskpopulasjonen synes derfor a begrense
gjennomfarbarheten av dette tiltaket [28]. Salmobreed oppgir likevel at de tilbyr rogn fra PMCV testet
stamfisk pa foresparsel fra kunder (pers. med. Rudi Ripman Seim).

| CMS-Epi prosjektet er det et mal & vurdere hvilke vev som kan stagtte oppformering av nye viruspartikler.
| den forbindelse er det vist at PMCV kan pavises i rognveeske og melke [53]. Rognveeske og melke kan
utsettes for kontaminering under strykeprosessen og det uvisst om screening pa disse vevene er
tilstrekkelig for & avdekke relevante virusbeerere.

Beskytte stamfisk mot horisontal og vertikal smitte i ferskvann og sjg

Aviskjernen og stamfisk utgjer de everste nivdene i produksjonspyramiden og ber i sterst mulig grad
beskyttes mot smitte [62]. Standarden for biosikkerhet gjennom ferskvanns- og sjgfasen ma derfor veere
pa et hgyere niva enn i de gvrige produksjonsleddene. Viktige elementer i biosikkerhetsstrategien er a
unnga introduksjon av smitte via inntak av fisk (rogn) og vann i ferskvannsfasen. Her er bruk av sjevann en
spesiell risiko. | sjgfasen bgr stamfisk i starst mulig grad isoleres fra andre ledd i produksjonskjeden.
Videre bgr det veere strenge restriksjoner pa bruk og deling av brgnnbater, servicebater, utstyr og
personell.

Spesifikk patogenfri stamfisk - landbasert oppdrett i ferskvann

Hold av spesifikk patogenfri (SPF) stamfisk i smittesikre fasiliteter gir det hgyeste nivaet av kontroll med
vertikalt overfgrbare patogener. Dette er et effektiv, framtidsrettet, men ogsa ressurskrevende tiltak.
Dette prinsippet danner i dag grunnlaget for drift av de levende genbankene for vill laks [63], og krever
streng kontroll med materiale som tas inn i fasilitetene - bade i form av kontroll med fiskemateriale som
tas inn, vannkilder, for, varer, tjenester og personell. Det tas kun desinfisert rogn fra spesifikt patogenfrie
stamfisk inn i fasilitetene, stamfiskrekruttene holdes i ferskvann fra ikke-laksefgrende vannkilde gjennom
hele livslgpet og det benyttes ikke sjgvannstilsetning i produksjonen. Det er etablert interne smitteskiller
der laksestammer og arganger holdes adskilt og kontrollrutiner for & oppdage og handtere smitte internt.
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Valg av kontrollstrategi og biosikkerhetsniva

Valg av biosikkerhetsniva og kontrollstrategi krever kunnskap om smitteveier, men er ogsa et spgrsmal om
neeringsstruktur, ledelse, tilgang pa og prioritering av ressurser. Generelt er tilgangen pa
ferskvannsressurser en begrensende faktor for hele neeringen og dermed ogsd for etablering av SPF
stamfiskhold i Norge. For sykdommen CMS, vil som nevnt den hgye forekomsten av PMCV i
stamfiskpopulasjonene legge begrensninger for valg av kontrollstrategi pa kort sikt. Enkeltakterer innen
rognproduksjon kan likevel gjagre strategiske valg om & sikre stamfisken mot smitte. Dette vil kreve
oppbygging av SPF populasjoner over tid. P4 Feergyene erfarte man at CMS ble eliminert i forbindelse med
reorganiseringen av nzeringen etter ILA epidemien tidlig pd 2000-tallet. Her trekkes synkronisert
brakklegging og landbasert stamfiskhold frem som viktige biosikkerhetstiltak. Etter dette er CMS med
sikkerhet pavist kun i ett anlegg (pers. med. Debes H. Christensen, Faroese Food and Veterinary Authority,
og Peter S. @stergard, Aquamed).

Stressreduserende tiltak for a forebygge CMS-utbrudd

Det finnes ingen behandling mot CMS. Erfaringer er imidlertid at ulike former for stress kan fremskynde,
utlgse eller forverre sykdommens symptomer [4], og et generelt rad er & behandle fisken skansomt. Dette
er et rdd som er viktig & gi, men som er utfordrende a etterleve i praksis fordi hold av fisk, i likhet med alt
annet husdyrhold, innebaerer ulike former for ngdvendig handtering. En av de store utfordringene ved
oppdrett av laks i sjg er lakselus og resistens mot ulike behandlingsmidler. Dette har medfart at en lang
rekke mekaniske, ikke-medikamentelle behandlingsmetoder er tatt i bruk. Metodene innebaerer utstrakt
h&ndtering av fisken med stress og gkt oksygenbehov som resultat. Det er ikke uvanlig at slik behandling
medfgrer degdelighet som skyldes sirkulasjonssvikt, deriblant hos fisk med CMS [56]. Ogsd andre
helsemessige utfordringer har potensial til & pavirke et CMS forlgp i negativ retning direkte eller indirekte.
Gjellelidelser er en av de starste helseutfordringene ved oppdrett i sjg og det er rimelig & anta at darlig
gjellehelse alene eller i kombinasjon med fysisk stress kan fremskynde, utlgse eller forverre en CMS
utvikling. En har for eksempel erfart at CMS-relatert dgdelighet ble redusert etter at en tok i bruk
rutinemessig formalinbehandling mot gjelleparasitter og sopp ved overfgring av stamfisk til ferskvann
(pers. med. Brit Tagrud, Veterineerinstituttet). | et kontrollert CMS smitteforsgk ble det likevel ikke funnet
noen negative effekter av behandling med fluktuerende hypoksi (50-60 % O, gitt 5-9 uker etter ip-smitte
Timmerhaus et al, manus in prep.). Gjennom screening kan en fastsla smittestatus i en fiskegruppe, og ut
over dette bgr en helhetlig vurdering av helse gjennomfares fgr fiskegruppa utsettes for stressende
h&ndtering.

Bedre hjertehelse gjennom fysisk aktivitet

Bade infeksigse og ikke-infeksigse hjertelidelser hos laksefisk i oppdrett har de siste to tidrene fatt stor
oppmerksomhet [20]. En stiller seg spgrsmalet om hjerte- og sirkulasjonssvikt hos fisk gjenspeiler en trend
som tidligere er sett i intensiv landdyrbasert kjgttproduksjon, eksempelvis slaktekyllingproduksjonen [64].
@kt veksthastighet og Kkjottfylde (demand tissues) stiller gkte krav til respirasjons- og
sirkulasjonssystemenes (support tissues) funksjon og kapasitet. Ulike former for stremsetting og aerob
trening synes & gke fiskens hjertekapasitet og generelle robusthet [65]. Det er blant annet vist at trening
gir lavere dgdelighet i smitteforsgk med salmonid alpha virus (SAV) [66]. Hvorvidt dette kan pavirke
utviklingen av CMS og dermed utfallet ved en PMCV infeksjon er i liten grad undersgkt. | et kontrollert CMS
smitteforsgk ble det imidlertid ikke funnet noen negative effekter av behandling med fluktuerende
hypoksi (50-60 % O2 gitt 5-9 uker etter ip-smitte; Timmerhaus et al, manus in prep.).

Vaksine mot PMCV infeksjon

Vaksinasjon er et av de viktigste verktgyene ved forebygging og bekjempelse av infeksjonssykdommer. |
samarbeid med NMBU arbeider Pharmag med & utvikle en vaksine mot PMCV-infeksjon. De avgjgrende
fremskrittene i denne forskningen hindres imidlertid av at en ikke har tilgjengelige cellekulturer for
effektiv virusoppformering (pers. med. @yvind Haugland, Pharmaq). Hittil er det pavist lite genetisk
variasjon blant de norske PMCV isolatene [42]. Dette regnes som gunstig for den péagéende
vaksineutviklingen.
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Avl for gkt motstandskraft mot CMS

Som for andre produksjonsdyr er en betydelig del av fiskens naturlige motstandskraft mot infeksjoner
arvelig betinget [67, 68]. Sykdomsresistens som avlsmal ble innfagrt fra 1993 og den ferste lakserogna
selektert for gkt resistens mot ILA og furunkulose kom pa markedet i 1995 (www.aguagen.no). De siste
arene har avisselskapene bevegd seg fra ren familiebasert seleksjon til markerassistert avl (QTL-seleksjon)
[69] og genomseleksjon. Med markgr assistert avl kan de beste kandidatene innen de beste laksefamilier
selekteres. Dermed blir bade genetiske variasjon innen og mellom familier (familiebasert avl) utnyttet i
avlsarbeidet. Avisselskapet AquaGen markedsfgrer QTL-selektert rogn for gkt motstandskraft mot CMS
[70]. | produktdokumentasjonen argumenteres det for at rognen gir redusert virusmengde i hjertet,
mindre hjerteskade og dermed lavere dgdelighet under CMS utbrudd. Det forventes at gkt genetisk
motstandskraft mot CMS vil gi fisk som taler transport og handtering bedre i sluttfasen av produksjonen.
Det brukes ogsa helsegkonomiske beregninger i denne argumentasjonen. Hos andre rognleverandgrer er
det per i dag et mer generelt fokus p& hjertehelse i avlsarbeidet (pers. med. Rudi Ripman Seim,
Salmobreed). Det forventes imidlertid at spesifikk motstandskraft mot CMS vil bli inkludert i avilsarbeidet
(pers. med. Harald Takle, Marine Harvest).

Funksjonelt for mot CMS

Funksjonelt for er utviklet og formulert for & ha en helsefremmende effekt i tillegg til & dekke
naeringsbehovet [71]. Den helsefremmende effekten oppnas ved & endre mengde eller forhold mellom
eksisterende ingredienser eller ved 4 tilsette nye ingredienser. | 2014 ble det publisert en studie der to
funksjonelle for ble testet mot et referansefér. De funksjonelle férene hadde lavere lipidinnhold (~18 %
mot ~31 %) og et hgyere Q-3 /Q-6 forhold (flerumettede fettsyrer) enn i referanseféret (~4 mot ~1,4). |
tillegg var det ene foret tilsatt gkt mengde histidin fordi denne aminosyren innehar viktige roller som
buffer og antioksidant i muskelceller. Studien konkluderte med at lipidinnhold og sammensetning kan ha
en immunmodulerende effekt slik at immunresponsen blir mildere og forsinket. Som en fglge av dette ble
skadeomfanget av CMS signifikant redusert. Tilsetning av histidin hadde imidlertid ingen effekt p& CMS-
relaterte skader.

Offentlig bekjempelse og meldeplikt

CMS er ikke, og har aldri veert en meldepliktig sykdom. CMS ble omtalt fegrste gangen i en tid da
fiskehelselovgivningen i Norge var umoden og kun omfattet ferskvannsfisk. | 1990 ble en midlertidig
sykdomslov, som ogsd omfattet marin fisk vedtatt med ett klart formal - & hindre spredning av smitte. Den
nye loven gjaldt dermed kun sykdommer med kjent infeksigs &rsak [72]. | 2008 ble CMS vurdert listefart,
men kunnskapen om etiologisk agens og smitteveier var fortsatt utilstrekkelig (pers. med. Stian Johnsen,
Mattilsynet).

Kunnskapshull
e Hvor motstandsdyktig er PMCV mot biologiske, kjemiske og fysiske pavirkninger?
0 Betydning for virusets «overlevelse» utenfor verten og spredning
e Hvilke muligheter har vi for a iverksette tiltak mot en eventuell vertikal overfgring?
e Kan det utvikles en effektiv vaksine mot PMCV?
e Kan avlstiltak forhindre utvikling av CMS eller redusere CMS-relaterte tap?
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Produksjonstap

CMS diagnostiseres hovedsakelig sent i produksjonssyklus nar stgrstedelen av produksjonskostnadene er
palept (Figur 12). Dette resulterer i betydelige gkonomiske tap pa fiskegruppenivd. Ved
Veteringerinstituttet har CMS i lange perioder veert en av de hyppigst diagnostiserte sykdommene hos
oppdrettslaks (Figur 9). Siden denne sykdommen ikke er meldepliktig er det ikke krav om innsendelse av
diagnostisk materiale til Veteringerinstituttet. Det er derfor rimelig & anta at Veterinzerinstituttets
oversikt gjengir et minimum av antall lokaliteter med CMS. | 2003 ble de arlige direkte kostnadene ved
CMS beregnet til & ligge mellom 33,5 og 66,3 millioner norske kroner for industrien som helhet [15]. |
tillegg til de direkte gkonomiske tapene pa grunn av tapt biomasse, vil utbrudd av CMS pa kort sikt
medfgre ekstraordinaere arbeidsoperasjoner med reallokering av mannskap og utstyr. Dgdelighet i
avlskjernen og stamfiskpopulasjoner kan medfgre tap av verdifull genetikk. | 2007 presenterte Marine
Harvest Norge et CMS-relatert biomassetap pa 1200 tonn for ferste halvdel samme ar. Basert pa at Marine
Harvest stod for om lag 25 % av lakseproduksjonen i Norge, representerte CMS et estimert gkonomisk tap
for naeringen p& mer enn 200 millioner kroner dette aret [73].

Etter 2007 er det ikke gjort tilsvarende helsegkonomiske beregninger. Samtidig har bade den totale
produksjonskostnaden og lakseprisen gkt og antall CMS tilfeller registrert hos Veterineerinstituttet og
private laboratorier har gatt fra under 70 til over 100 per ar. CMS er derfor uomtvistelig en av de starste
tapsfaktorene i norsk oppdrettsnaering og en faktor med betydelig helsegkonomisk potensiale forutsatt at
effektive tiltak iverksettes.

Figur 12: CMS kan gi betydelig dedelighet, enten over tid eller som her i episoder med akutt dedelighet.
Foto Per Anton Seether, MarinHelse AS
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Sammendrag

Sykdommen kardiomyopatisyndrom (CMS) ble beskrevet hos oppdrettslaks midt p& 1980-tallet. Arsaken var
lenge ukjent, men det ble tidlig mistenkt at et virus var ansvarlig. | 2010 ble dette bekreftet da viruset,
med det forelgpige navnet piscint myokarditt virus (PMCV) ble beskrevet og knyttet til sykdommen. Det
ble vist en klar sammenheng mellom tilstedevaerelse og mengde av PMCV og utvikling av de karakteristiske
CMS-relaterte patologiske endringene i hjerte.

CMS opptrer typisk hos stor fisk det andre aret av sjgfasen, men de siste arene har trenden veert
sykdomsutbrudd ogsa tidligere i sjgfasen. CMS er ikke beskrevet hos settefisk.

CMS opptrer langs hele norskekysten med Midt-Norge som tyngdepunkt. Den siste tre ar er det registrert i
overkant av 100 CMS tilfeller per ar. Det er rimelig & anta at det reelle antallet ligger hgyere siden
sykdommen ikke er meldepliktig. | tillegg til Norge, er CMS pavist i Irland, Skottland og pa Feergyene. CMS-
lignende patologi er ogsa beskrevet hos laks i Canada.

PMCV smitter horisontalt mellom fisk og vertikal overfgring ikke kan utelukkes. A avdekke om viruset
overfgres vertikalt fra stamfisk til avkom er et av hovedmalene i CMS Epi prosjektet. S& langt vet vi at
virus i sma mengder er utbredt hos stamfisk, og kan pavises i bade melke og rognveaeske. | tillegg er virus-
RNA gjenfunnet i befruktet rogn og yngel fra PMCV-positiv stamfisk i en tidligere studie. Det er usikkert
om den vertikale overfgringen er «ekte», dvs. at virus befinner seg inne i rognkornet eller om overfgringen
skjer ved kontaminering av eggets overflate.

Reservoarer for PMCV er liten grad undersgkt. Utover oppdrettslaksen selv er det per i dag fa andre kjente
reservoarer for viruset. PMCV er funnet hos en liten andel vill stamlaks (< 0,25 %) og hos vassild (Argentina
silus). PMCV fra vassild er imidlertid ikke naert beslektet med virus fra vill og oppdrettet laks (kun 86 %
likhet). Per i dag antas derfor hverken villaks eller vassild & representere noen stor smittekilde til
oppdrettslaksen.

Risikoen for sykdomsutbrudd i oppdrettslaks gker med tiden fisken har statt i sjg, med gkende starrelse pa
utsett, samt med gkt smittepress i form av smittestatus i og neerhet til omkringliggende anlegg. CMS i
tidligere utsett er ogsa identifisert som en risikofaktor, det samme er tidligere tilfeller med HSMB. Det er
usikkert om faktoren CMS i tidligere utsett er en risiko pa grunn av reell overlevelse av virus i miljg og
villfisk, eller om risikoen representerer likheter i driftsrutiner, herunder samme settefiskleverandgr,
kontaktnett osv.

Dgdeligheten under et CMS-utbrudd kan gke dersom fisken blir utsatt for stress. Andre faktorer som rask
vekst, miljgfaktorer, ernsering og mangel pa fysisk aktivitet har ogsd blitt utpekt som mulige
risikofaktorer.

CMS er en smittsom sykdom og forebygges primaert ved & blokkere virusets smitteveier. Horisontal
smitteoverfgring med fisk og gjennom vann regnes som de kvantitativt viktigste smitteveiene. Viruset er
nakent og trolig relativt stabilt i miljg slik at det ogsa kan forbli infeksigst og overfares med utstyr,
personell og skadedyr. Muligheten for & etablere og opprettholde smittefrie fiskegrupper er forskjellig for
ulike trinn i produksjonspyramiden. Kjennskap til smittestatus ved inntak av biologisk materiale er en
forutsetning for dette og mulig gjennom screening. Viktige tiltak er dermed & bryte smitteveier i tid og
rom mellom generasjoner og fiskegrupper. Tidlig utslakting ved utbrudd av CMS vil redusere smittepress
lokalt og redusere gkonomiske tap.
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Det mest anvendte prinsippet for & blokkere vertikal smitte er & kassere melke og rogn fra smittede
stamfisk. Per i dag synes dette tiltaket urealistisk i kommersielt oppdrett fordi forekomsten av PMCV i
stamfisk er for hgy. Desinfeksjon av rogn med jodoforer er en etablert og lovpalagt praksis som vil bidra til
redusere kontaminering pa overflaten av rognkornene. Tiltaket har imidlertid ingen effekt ved ekte
vertikal smitteoverfgring. Oppbygging av spesifikt patogenfrie (SPF) stamfiskpopulasjoner er et
fremtidsrettet og allment biosikkerhetstiltak. Tiltaket vil veere tidkrevende og utfordrende fordi det
krever ferskvannsressurser som allerede i dag er en mangelvare.

Det finnes ingen effektiv behandling mot CMS, men en rekke tiltak er under utvikling for & styrke fiskens
generelle motstandskraft mot virus og for & moderere utfallet av virusinfeksjonen. Ved hjelp av
markgrassistert avl (QTL) er det utviklet rogn som skal gi gkt motstandskraft mot CMS. Funksjonelt for
med redusert lipidinnhold og gkt Q3:6-forhold ser ut til & moderere vertsreaksjonene ved utvikling av CMS
slik at forlgpet blir mildere. Arbeidet med & utvikle en vaksine mot CMS er i gang men hindres forelgpig av
at en ikke har tilgjengelige cellekulturer for oppformering av virus. Det er et generelt fokus pa styrket
hjertehelse gjennom fysisk aktivitet, gjerne i kombinasjon med avlsarbeid. Tiltaket har gitt lovende
resultater i smitteforsgk med SAV, mens det forelgpig ikke er prgvd ut i forsgk med CMS.

CMS er et betydelig fiskevelferdsproblem fordi den gjer fisken skjar og lite tolerant for ngdvendig
h&ndtering og transport. | kombinasjon med andre, og ofte behandlingskrevende helseutfordringer,
deriblant gjellesykdom og lakselus, blir dette bildet forsterket.

CMS er en av de vanligste virussykdommene i norsk oppdrettslaks og gir primeert dgdelighet hos laks sent i
produksjonssyklus nar det meste av kostnader er palgpt. Dermed gir CMS store gkonomiske tap for det
enkelte selskap og for naeringen som helhet. | tillegg til de direkte gkonomiske tapene pa grunn av tapt
biomasse, vil utbrudd av CMS pa kort sikt medfare ekstraordinaere arbeidsoperasjoner med reallokering av
mannskap og utstyr. Dgdelighet i aviskjerne og stamfiskpopulasjoner vil i tillegg medfgre tap av verdifull
genetikk. Sykdommen pavirker langsiktige driftsstrategier og planlegging i oppdrettsselskap fordi omfanget
av tapene fremtvinger lgsninger som tilrettelegging for framskyndet slakting, og slakting ved merdkanter
(«stun and bleed at site»). | et fremtidsperspektiv kan denne konkrete sykdommen trolig ogsa medvirke til
at enkeltselskap gjor strategiske valg for & beskytte stamfiskholdet mot smitte. Dette er krevende
omlegginger bade tidsmessig og ressursmessig.

Veien videre: Karakteriseringen av PMCV har lagt til rette for en viktig taktgkning i utviklingen av
kunnskap om CMS. Noen viktige spgrsmal som gjenstar & besvare er; hvor viruset kommer fra, om det
finnes reservoarer i miljget, nar viruset blir introdusert i en populasjon, hvor lenge fisken kan vaere baerer
av viruset, om fisken kan bli frisk igjen, samt hvilke faktorer som farer til sykdomsutvikling i verten.
Fiskeri- og havbruksnzeringens forskningsfond (FHF) har igangsatt det trearige CMS-Epi prosjektet for &
besvare noen av disse spgrsmalene.
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Informasjon om CMS-Epi prosjektet

| 2015 opprettet FHF prosjektet «Epidemiologisk studie av kardiomyopatisyndrom (CMS): Spredning,
risikofaktorer og sykdomsforlgp i norsk lakseoppdrett» (FHF prosjekt 901118). Prosjektets overordnede

mal er & gke kunnskapen om spredning av PMCV og faktorer som pavirker utviklingen av klinisk CMS.
Prosjektet lgper fra september 2015 og ut desember 2018.

Prosjektet har fglgende delmal:

e Finne ut om PMCV overfgres vertikalt fra stamfisk til matfisk under vanlige produksjonsforhold

e Kartlegge forlgpet av PMCV infeksjon i sja

o |dentifisere risikofaktorer for infeksjon med PMCV

o |dentifisere risikofaktorer for utvikling av klinisk CMS

e Finne ut hvorfor noen lokaliteter oftere far CMS enn andre

e A gi en samlet fremstilling av publisert og upublisert viten om CMS og PMCV, med fokus p&
epidemiologi og sykdomsutvikling.

e Gi en samlet vurdering av tilgjengelige muligheter for & begrense spredning av PMCV og kliniske
utbrudd av CMS - Bade for enkelte anlegg og for naeringen som helhet

Prosjektleder ved Veterineerinstituttet:
Britt Bang Jensen

Samarbeidspartnere:
Marine Harvest ASA
SalMar ASA

Cermaq Group AS
Pharmaq Analytig AS
Lergy Seafood Group ASA

Les mer: http://www.fhf.no/prosjektdetaljer/?projectNumber=901118

Samarbeidende prosjekt

Prosjektet «Kardiomyopatisyndrom (CMS) - pavisning av egenskaper hos piscint myokardittvirus som
forklarer opptreden av klinisk sykdom i ulike faser av lakseproduksjonen (FHF prosjekt 901179) vil ved
samordning og naert samarbeid CMS-Epi-prosjektet gi bedre kunnskap om virulensfaktorer i arvestoffet
som bestemmer utvikling av skade pa hjertemuskulaturen og klinisk sykdom. Et spesielt fokus blir lagt pa
ORF3-proteinets rolle for virusets virulens.
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