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1. Sammendrag

1.1.  Sammendrag pa norsk

Infeksigs lakseanemi (ILA) forarsaket av ILA-viruset (ILAV) er en alvorlig, smittsom sykdom hos
laksefisk. Sykdommen har store gkonomiske konsekvenser for oppdrettsnaringen og farer til
redusert fiskevelferd. Det er to varianter av ILAV, hvorav en er virulent (ILAV HPR-del) og en
ikke-virulent (ILAV HPRO). Begge variantene er listefgrt av Verdens dyrehelseorganisasjon (OIE),
sa selv. om HPRO ikke farer til sykdom, vil pavisning av viruset kunne fa konsekvenser for
internasjonal handel. Om HPRO kan smitte fra stamfisk til settefisk gjennom rogn har vert et
omdiskutert tema over mange ar. Det forhold at HPRO ikke har latt seg dyrke i lab har veert en
begrensning pa muligheten for a gjare kontrollerte studier. | dette prosjektet hadde vi tilgang til et
unikt materiale fra felt, der stamfisk som var Kklar for stryking ved AquaGen sitt anlegg i Steigen
var blitt naturlig smittet med HPRO. Resultatet fra stryking viste funn av HPRO i gjellepraver i 60
av 60 tilfeldig utvalgte fisk. Rognveeske av 131 stamfisk som ble strgket viste en prevalens pa
30.5%. Rogn ble produsert etter normal prosedyre som inkluderer skylling og desinfeksjon. Det
overordnede malet med prosjektet var & fa gkt kunnskap om vertikal smitte av HPRO. Vi skulle
undersgke om HPRO smittes fra positiv stamfisk til settefisk gjennom rogn produsert etter standard
strykeprosedyre ved bruk av RT-PCR. Rognkorn ble transportert til ILAB i Bergen og det ble tatt
ut 94 egg til PCR-analyse. Eggeskall og embryo ble analyser hver for seg. Eggene klekket fa dager
etter ankomst til Bergen, og det ble deretter tatt ut praver (ca. 30 fisk per uttak) hver 14.dag. De to
farste manedene ble det tatt ut trekant-praver (fornyre, gjelle og hjerte), deretter praver fra nyre,
gjelle og hjerte. Fiskene ble fulgt i ca. 10,5 maneder. ATPase-assay Vviste at smoltifiseringen var
igang. | dette prosjektet paviste vi ikke HPRO i noen av de 742 prgvene som ble analysert.



1.2.  Summary

Infectious salmon anemia virus (ISAV) is the causative agent for ISA, a viral disease of salmonid
fish. The disease causes severe losses to infected farms and thus have great economic impact, as
well as causing reduced fish welfare. There are two variants of ISAV, one highly virulent (ISAV
HPR-del) variant and one non-virulent (ISAV HPRO). Since both variants are reportable to the
world organization for animal health (OIE), HPRO can have impact for fish export even though it
does not cause disease. Whether the disease is spread vertically, from broodstock to juvenile fish
through roe has been a topic of debate for years. Since ISAV HPRO can’t be grown in cell lines,
the possibility of controlled studies has been limited. We had a unique material from the field,
where the brood fish that where ready to spawn at Aquagen’s facility in Steigen had been naturally
infected with HPRO. gPCR analyses showed that HPRO was detected in 60 of 60 randomly selected
brood stock fish. Ovarian fluid of 131 fish showed a prevalence of 30.5%. Roe was produced
according to normal procedures which include rinsing and disinfection. The overall goal of the
project was to gain increased knowledge about vertical transmission of HPRO. We were to
investigate by RT-PCR whether HPRO is transmitted from positive broodstock to juvenile fish
through roe produced according to standard procedures. Eggs were transported to ILAB in Bergen,
and 94 eggs were collected for PCR analyses. Eggshell and embryo were analyzed separately. The
eggs hatched only a few days after arrival in Bergen. Thereafter, samples were taken every 14"
days (about 30 samples each time) over a period of 10 months. During the first two months,
triangular samples (kidney, gill and heart) were taken. For the rest of the project period, samples
were taken from kidney, gill and heart. The fish were followed to beginning of smoltification, as
verified by ATPase assay. In this project, we did not detect HPRO in any of the 742 samples that

were analyzed.



2. Innledning

2.1.Faglig bakgrunn for at prosjektet ble igangsatt

ILAV-HPRO er vidt utbredt i norsk lakseoppdrett, samt pa Fargyene, Canada og Chile
(https://www.vetinst.no/dyr/ oppdrettsfisk/infeksis-lakseanemi-ila, Lyngstad et al. 2012, Gagne &
LeBlanc 2018, Godoy et al. 2013). Det antas at nermest all fisk som settes i sja vil eksponeres for
smitte (Falk et al. 2020). Og det rapporteres ogsa om enkelte funn i settefiskanlegg, men i lavere
forekomst enn i sjg. HPRO gir en overflatisk infeksjon av epitelceller i hud og gjeller (Aamelfot et
al. 2016). Virus kan pavises i sma mengder i indre organer som nyre og hjerte, men forurensing
ved praveuttak kan ikke utelukkes som arsak i disse tilfeller. Ved samtidig prevetaking i hud/gjelle
og indre organer vil langt flere fisk vare positive i hud/gjelle og med hgyere mengder av virus,
indikert gjennom lavere Ct-verdier (Bruheim, upubliserte resultat). Stamfisk av laks vil som
hovedregel ha en tilvekstfase i sjg og er dermed ogsa eksponert for HPRO. Funn av virus ved
stryking er saledes et ikke helt uvanlig funn. I slike tilfeller vil virus frigjort fra hud og gjeller
kunne forurense rogna, enten ved rognuttak eller i perioden fer stryking nar kjgnnspapillen er ferdig
utviklet og gir apning inn til bukhule med mulighet for inntrenging av mikroorganismer som finnes
i hud og vann. En slik kontaminasjon av rogna vil handteres gjennom fjerning av rognvaske,
skylling av rogn i fysiologisk saltvann og desinfeksjon med iodofor etter befruktning. Det er uvisst
om virus kan overleve denne desinfeksjonsprosedyren og dermed utgjere en trussel for

settefiskanlegg som mottar slik rogn.

2.2 Prosjektets omfang
Prevalens i rognveeskeprgver fra 131 fisker var 30.5%. Praver av egg, nyklekte larver, parr og smolt

skulle undersgkes for tilstedeveerelse av HPRO.

2.3. Prosjektorganisering
Ansvarlig organisasjon: Universitetet i Bergen, Institutt for biovitenskap
Prosjektleder: Gyri Teien Haugland, farsteamanuensis, UiB
Prosjektdeltakere: Torkjel Bruheim, AquaGen

@yvind Vagnes, Blue Analytics



e Prosjektleder hadde det overordnede ansvar for koordinering av prosjektet, administrering,
rapportering, publisering fra prosjektet og oversikt over budsjettet.

e Blue Analytics var ansvarlig for prgvetaking, PCR analyser og ATPase-testing ifom
smoltifisering, samt & holde kontakt med Vaxxinova som utleier av forsgksfasiliteter og
ILAB som ansvarlig for daglig oppfelging.

e AquaGen leverte biologisk materiale med ngdvendig dokumentasjon

e Vaxxinova hadde ansvar og kontroll med smittefasilitetene og ngdvendig kontakt med
forsgksdyrforvaltningen.

e |ILAB sto som ansvarlig for forsgket ihht forsgksdyrregelverket. ILAB la til rette med

ngdvendig utstyr for klekking og foring, samt daglig rgkting ihht standard rutiner for slik
oppfalging.

Referansegruppe: Ragnhild Aukan, Salmar
Solveig Nygaard, Grieg seafood
Lisbeth Martinsen, Salmon

Henrik Duesund, Cermaq

Representant fra FHF: Sven Martin Jgrgensen

3. Problemstilling og formal
Problemstilling: HPRO er vanskelig & dyrke (Brun et al. 2018), og det er derfor ikke mulig a

gjennomfare kontrollerte smitteforsgk. Da stamfisk som var klar for stryking ved AquaGen sitt
anlegg i Steigen ble naturlig smittet med HPRO, var dette derfor en god mulighet for & fa mer
kunnskap om vertikal smitte av denne virus-varianten. Stamfisken var overfgrt med brgnnbat fra
AquaGen Profunda i @rsta i januar 2020. Fisken har gatt i landbasert produksjon i hele syklusen,
men hadde et kort opphold i merd ett degns tid i forbindelse med lossing og landsetting. Smitten
har med overveiende sannsynlighet kommet inn under transport eller ved merdopphold far
landsetting. Resultater fra stryking 15.05.20 viste funn av HPRO i gjellepraver i 60 av 60 tilfeldig
utvalgte fisk, Ct-verdier 14-29. Rognveeskepraver av samtlige 131 fisk som ble strgket denne dagen
viste en prevalens pa 30,5%, Ct-verdier 20-37. Rogn fra denne strykedato ble produsert etter
normal prosedyre som inkluderer skylling og desinfeksjon. Rogna ble tatt vare pa for videre forsgk
med formal & studere hvorvidt det er mulig a finne igjen HPRO-virus i etterkommere etter infiserte

stamfisk.



Hovedmalet for prosjektet var a gke kunnskap om vertikal smitte av HPR0O. Delmal var &

undersgke om HPRO smitter fra HPRO positiv stamfisk (30,5% prevalens) til settefisk gjennom

rogn produsert etter standard strykeprosedyre.

Prosjektets betydning for naeringen og nytteverdi: Det er per i dag uavklart om HPRO smitter

vertikalt og om virus i rogn overlever standard desinfeksjonsprosedyrer. Dersom virus kan overleve
denne prosedyren vil rogn fra smittet stamfisk utgjare en stor trussel for settefiskanlegg som mottar
rogn og det er hgy sannsynlighet for spredning til miljg og andre anlegg. Resultatene vil ha stor
betydning for naringen. Dersom HPRO smitter vertikalt, betyr det at all stamfisk ber individ-

screenes og rogn fra positive stamfisk destrueres.

Planlagte leveranser i prosjektet:

Planlagte leveranser var rapport fra oppstartsmatet, referat fra referansegruppemeter, statusrapport
midtveis i prosjektet, administrativ og faglig sluttrapport, samt popularvitenskapelig artikkel og

manus til vitenskapelig artikkel (Tabell 1).

Tabell 1. Planlagt leveranser i prosjektet

FRIST LEVERANSER

15.02.2021 Rapport fra oppstartsmaote

30.06.2021 Statusrapport til FHF

30.06.2021 Referat fra referansegruppempgte

15.12.2021 Referat fra avsluttende mete med referansegruppen
31.12.2021 Administrativ sluttrapport ihht FHFs retningslinjer
31.12.2021 Faglig sluttrapport ihht FHFs retningslinjer
31.12.2021 Populaervitenskapelig artikkel

31.12.2021 Manus til vitenskapelig artikkel




4. Prosjektgjennomfgring

4.1 Metodikk

Prgvene ble undersgket med RT-PCR etter standard prosedyre ved Blue Analytics. RNA ble renset
med kommersielle kit. I RT-PCR ble det benytte assay mot segment 8, matriksprotein 1, i trad med
offisielle protokoller fra OIE og EU. Eventuelle positive funn skulle videretypes gjennom
sekvensering av HE proteinet kodet av segment 6. Resultatene fra RT-PCR ville i farste omgang
scores som positive eller negative. Dersom noen av prgvene er positive, skulle vi ga videre med
disse pravene og gjare Sanger sekvensering. Eventuelle sekvenseringsresultat vil bli sammenlignet
med tidligere pavisinger for a kunne fastsla om det var samme virusisolat som ble pavist i

foreldregenerasjonen.

4.2 Gjennomfgring av prosjektet

Ca 5000 rognkorn fra strykedato 15.05.20 ble overfart fra AquaGen Steigen til ILAB. Rogna ble
inkubert videre, klekket og startforet etter prosedyrer som var sammenlignbare med det som
gjennomfares i kommersielle anlegg. Startforing ble gjennomfart i ett 0.6m Kkar, fisken ble sa videre
fordelt til ytterligere ett kar (1.0m) etter behov grunnet starrelse/biomasse. Det ble gjennomfart
preveuttak som falger:

e 95 rognkorn etter mottak (skall og embryo hver for seg)

e 30 fisk ble tatt ut hver 14. dag. Det ble tatt trekantprgver i starten, deretter prgver av gjeller
og hud.Trekantprgvene sikret materiale av bade gjelle og hud i tillegg til hjerte og nyre og
er en vanlig metode for prgveuttak pa liten fisk der enkeltorganer vanskelig lar seg
fridissekere.

e Prgvene ble lagret i RNA-later og analysert ved RT-PCR etter standard prosedyre. Forsgket
ble planlagt for 10 maneder, frem til sjgvannsklar smolt. Biomasse ble justert slik at en hele
tiden 13 under en grense pa 40 kg/m3.



5. Oppnadde resultater, diskusjon og konklusjon

5.1 Resultat
Prgvene ble analysert med RT-PCR (Tabell 2). EFla ble benyttet som referansegen, positiv

kontroll og negative kontroller var inkludert.

Tabell 2. Oversikt over prgver som ble analysert med RT-PCR.

Dato Prave EFla ISAV Pos./Neg. | Antall
(CY) (CY) kontroll (n=)
03.09.20 | Skall 17,29 £0,47 | n.d. OK 95
03.09.20 | Embryo 21,79+2,11 | n.d. OK 95
08.09.20 | Trekant 14,19+ 0,42 | n.d. OK 32
22.09.20 | Trekant 13,60 £ 0,61 | n.d. OK 30
07.10.20 | Trekant 13,95+0,35 | n.d. OK 32
23.10.20 | Trekant 14,20 £ 0,63 | n.d. OK 32
03.11.20 | Trekant 13,58 + 0,93 | n.d. OK 32
17.11.20 | Gjelle 12,98 + 0,46 | n.d. OK 32
04.12.20 | Gjelle 13,51 +0,43 | n.d. OK 31
18.12.20 | Gjelle 15,60 + 0,77 | n.d. OK 32
14.01.21 | Gjelle 15,48 +1,23 | n.d. OK 32
27.01.21 | Gjelle 15,72 +2,58 | n.d. OK 32
08.02.21 | Gjelle 17,07 £0,73 | n.d. OK 32
22.02.21 | Gjelle 16,80+ 0,59 | n.d. OK 32
09.03.21 | Gjelle 16,85+ 0,67 | n.d. OK 32
22.03.21 | Gjelle 15,65+ 1,32 | n.d. OK 32
08.04.21 | Gjelle 14,99 + 1,37 | n.d. OK 32
20.04.21 | Gjelle 16,90 £3,29 | n.d. OK 32
06.05.21 | Gjelle 16,15+ 0,61 | n.d. OK 31
20.05.21 | Gjelle 16,27 £0,84 | n.d. OK 31
03.06.21 | Gjelle 15,68 + 0,57 | n.d. OK 31
17.06.21 | Gjelle 15,64 + 0,51 | n.d. OK 31
27.06.21 | Gjelle 16,64 + 0,60 | n.d. OK 31
17.07.21 | Gjelle 15,83+0,74 | n.d. OK 78

n.d. = ikke detektert



For & undersgke om fisken var pabegynt smoltifisering, ble en ATPase test gjort. For ATPase test
ble gjellepraver fra 30 fisk tatt ut pa SEI (sodium-EDTA-imidazole)-buffer og deretter raskt frosset
ned. Prgvene ble deretter analysert for ATPase aktivitet (Sigrud Stefanson, Universitetet i Bergen).

Resultatene viser at smoltifiseringen var i gang for flere av fiskene, men ikke alle (Fig. 1).

umoles ADP/
mg protein/hour

Figur 1. ATPase test av gjellevev provetatt 27.06.2021. Figuren viser gjennomsnitt = SD.

5.2 Diskusjon

Utgangspunktet for forsgket med en stamfiskgruppe gjennominfisert med HPRO ma kunne sies a
utgjere et worst-case scenario med tanke pa risiko for smitteoverfgring. Slike stamfiskgrupper
forekommer sjelden. Hvis vertikal overfering av HPRO er en reell mekanisme, burde dette

materialet dermed vaere av det best egnete til & demonstrere dette.

ILAV-HPRO gir en kortvarig og forbigdende infeksjon av hud og gjeller noe som innebzrer at det
kan veere krevende a fange opp en slik smitte. Samtidig er det en erfaring at nar HPRO farst pavises,
vil det gjerne vaere med hgy prevalens i fiskegruppen. | dette forsgket ble det gjort praveuttak hver
14 dag noe som gir god sikkerhet for at en eventuell tilstedeveerelse av HPRO ville blitt detektert.
Nar forsgket ogsa gikk over sa lang tid som 10 maneder og inkluderte begynnende smoltifisering
av fiskegruppen gir dette et godt grunnlag for & konkludere med at HPRO ikke ble overfgrt med
rogn av denne stamfiskgruppen.

Ideelt sett kunne en gnsket & ha gjennomfart forsgket uten & ha gjennomfart skylling og

desinfeksjon av rogna. Dette kunne ha gitt enda bedre svar med tanke pa potensialet for vertikal



overfgring av HPRO. Men slikt materiale var ikke tilgjengelig for forsgket. Skylling og
desinfeksjon av rogn har imidlertid veert en forskriftspalagt og veletablert rutine i flere tiar, sa med
tanke pa praktisk relevans skulle desinfisert rogn vere et adekvat forsgksmateriale.

Resultatene fra denne studien stetter opp under konklusjonen i FHF-prosjekt 901181; Utbredelse
0g betydning av ILA-virus i den norske oppdrettspopulasjonen av laksefisk (Jansen et. Al. 2021,
Christiansen et al. 2021). | arbeidspakke 3 ble mulighet for vertikal overfgring studert gjennom
systematisk sekvensering av HPRO-isolater fra bade stamfisk, settefisk og matfisk. 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.

5.3 Konklusjon

Det ble ikke detektert ILAV i noen av prgvene vi analyserte. Vi kan ikke avkrefte at viruset kan
smitte vertikalt fra positiv stamfisk, men ved standard prosedyre for rogn produksjon slik som
inngikk i prosjektet, har vi vist at det ikke ble overfart virus til rogn selv med svart hgy prevalens

i rognveeske fra stamfisk (30.5%).

6. Hovedfunn
o Strykeklar stamfisk som var blitt naturlig smittet med HPRO hadde en prevalens pa 30,5%
i rognveeske (40/131 fisk) og 100% i gjelle (60/60 fisker).
e HPRO ble ikke detektert i eggeskall eller embryo
e HPRO ble ikke detektert i prgver fra noen av uttakene av avkom, totalt 742 prgver analysert.

e ATPase assay viste at smoltifisering var i gang.
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8. Leveranser

Prosjektet har levert leveranser i forhold til planen (Tabell 1). Arbeidet med & skrive en
popularvitenskapelig artikkel er pabegynt. Manuskriptet er pabegynt, men ikke ferdig.

Prosjektet skal presenteres ved muntlig foredrag pa «NCEA settefisk forum: Biosikkerhet, ILAV
og HPRO» som skal arrangeres i Bodg 2.-3. februar.
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