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Bakgrunn

Denne rapporten er en gjennomgang av kunnskapsstatus for fiskesykdommen pancreas
disease. Rapporten er utarbeidet pa oppdrag fra Det Kongelige Fiskeri- og Kystdepartement
og arbeidet er koordinert med Mattilsynet.

Arbeidet har veert et samarbeidsprosjekt mellom VESO og Veterinarinstituttet.

Sammendrag

Pancreas disease (PD) er en alvorlig, tapsbringende virussykdom som i Norge angriper bade
laks og regnbuegrret ved oppdrett i sjg. Dgdelighet kan veere variabel, men over tid er samlet
dadelighet ofte hgy. Dedelighet, nedsatt tilvekst og darlig slaktekvalitet kan gi store
gkonomiske tap ved sykdomsutbrudd. Et PD-utbrudd pa et sjganlegg med 500.000 laks
medfarer et gjennomsnittlig tap pa ca 10 millioner kroner.

Vanlig brukte navn pa etiologisk agens er PD-virus og salmonid alfavirus (SAV). Forskijellige
varianter av SAV har noe ulik utbredelse. SAV subtype 3 er arsak til PD hos atlantisk laks og
regnbuegrret i sjgvann i Norge. SAV subtype 1 er arsak til PD hos laks i sjgvann i Skottland
og Irland. SAV subtype 2 gir sleeping disease (SD) hos regnbuegrret i ferskvann pa det
europeiske kontinentet og i Storbritannia.

Viruset tilhgrer familien Togaviridae som er kappekledde, sma (60-70 nm i diameter) RNA-
virus. Det er vist eksperimentelt at sykdommen PD kan overfgres horisontalt via vann, uten
vektor. Det er ogsa vist eksperimentelt at SAV1 og SAV2 kan infisere bade atlantisk laks,
regnbuegrret og brungrret. SAV1 inaktiveres raskt ved pH 4 og 12, og ved 60°C.
Halveringstiden ved 4°C i sterilt vann, uten organisk belastning er ca. 14 dager, og ca. det
halve med organisk belastning. | sjgvann som ikke er desinfisert, reduseres halveringstiden
dramatisk. Flere av de vanlige desinfeksjonsmidlene er effektive mot SAV, men rengjgring og
fjerning av organisk materiale pa forhand er viktig.

Pa Vestlandet har det arlig blitt registrert alvorlige utbrudd av PD siden 1995. Affisert omrade
har siden ekspandert nord- og sgrover, og inkluderer i dag ogsa omrader i Rogaland og Mare
og Romsdal. Fra 2003 har det veert registrert noen fa utbrudd i Nord-Norge. Det er mistanke
om en sammenheng mellom de feorste av utbruddene i Nord-Norge og smolttransport fra
Vestlandet. Imidlertid vet man ikke om smolten var smittet far palasting i brennbaten, om
smolten kan ha blitt smittet av uren brgnnbat eller om smitte kan ha kommet inn i baten nar
man har gatt gjennom PD-affiserte omrader.

Ut fra spredningsmegnster i Norge og fraveret av norske SAV-varianter i utlandet etter flere ar
med stor norsk rogneksport, ser vertikal smitte ikke ut til & veere en viktig smittevei.
Settefiskanleggenes rolle som reservoar for SAV er enna noe uavklart. Hovedreservoar for
SAV pa Vestlandet er laks og regnbuegrret i sjgvannsoppdrett. Horisontal smittespredning i
sjofasen ser ut til & ha vert hovedsmittevei i denne regionen. Bade smitte gjennom
vannmassene, via utstyr og via brgnnbater ser ut til & kunne spille en rolle.

Faktorer som gir gkt risiko for PD-utbrudd eller gkt PD-relatert dgdelighet er stress, bruk av
samme mannskap og/eller utstyr pa flere lokaliteter, tidligere utbrudd pa lokaliteten og
flytting av fisk i sjgfasen. Lav lusebelastning, samt brakklegging reduserer risiko for PD-
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utbrudd og/eller reduserer PD-assosiert dgdelighet. Neerhet til PD-smittede oppdrettsanlegg er
en klar risikofaktor for & utvikle klinisk PD.

Diagnostikken baseres pa sykehistorie, klinikk, obduksjonsfunn og histopatologi, supplert
med direkte eller indirekte virologiske undersgkelser. Histologisk undersgkelse kan avdekke
om fisken har vevsskader som er karakteristiske for PD eller om pavisbare vevsskader kan
indikere annen sykdom.

De siste arene har det veert en rask utvikling av diagnostiske metoder, og viruset har blitt
bedre karakterisert. Erfaring og forskning har gitt mer kunnskap om patogenese, noe som
igjen har hatt positiv betydning for diagnostikken. Det er imidlertid behov for ytterligere
utvikling av diagnostiske verktgy. Dette gjelder bade for PD og viktige differensialdiagnoser
som HSMB og CMS.

Det er fortsatt stort behov for mer forskningsbasert kunnskap om PD. Viktige
forskningsomrader:

- Diagnostiske metoder, virusdeteksjon og viktige differensialdiagnoser.
- Eksperimentelle sykdomsmodeller for PD.

- Utskillelse og overlevelse av SAV.

- Reservoarer i akvatisk fauna.

- Vertikal overfgring av SAV.

- Molekylargenetiske undersgkelser og virulensstudier av SAV.

Side 3



INNHOLDSFORTEGNELSE

1. Sykdommen pancreas diSEASE .......cccvuveriiereeiiesie e siee e 6
O o 1151 (0] 1 4 QRSP OP PR 6

1.2.  Symptom 0g SyKAOMSTOrIgP .......ccveiiiiiiiee e, 7

R R e 1 (o]0 =] [T TP PPOPRP 8

1.4, PatologisKe TUNN ..o 9

1.5.  DifferensialdiagnOSer ........cccooiiioiieiie et 10

2. Salmonide alfaVvirusS ..o 11
2.1, Familien TOQaVIridae ........cecverieiieiieie e e e e sae e e ee e 11

2.2, GENUS AIPNAVIFUS.....ouiiiiiieee e e 11

2.3, Salmonide @lfaVIrUS.........cccoiiiiiiiiie e 12
2.3.1. Overlevelse i MIlJBEL ..........cocoiiieiiee s 12

2.3.2. Falsomhet for deSinfeKSJON ..........covvieiiiiienc s 12

3. Utbredelse og spredningSM@NSLer..........cccccevieiiieeieevee e 14
TN I 0 I T N (o - PSS 14

3.2, RESEIVOAY ...ttt ettt ettt et st e b e n et e nre e reeanee s 15
3.2.1. Oppdrettet 1aKSEFISK I SJ@......cciiiiiieiiiie e 15

3.2.2. SettefiSKaNIEgD .. ..ccveeiiee s 15

3.2.3. VI TAKSETISK ..o 16

3.2.4. Maring OFQANISIMEL ......ccveiieeieeieseeseeeesree e eeesseesseeneesreesreeseesreesseeneeanes 16

3.2.5. LAKSEIUS....oveiteiiiciieiieie e s 16

TR T (0] 110 1 7 L] 1 =SS 16
3.3.1. Direkte horisontal SMItte ..........ccevviieiiieiiiie e 17

3.3.2. Horisontal smitte via brannbat ..............ccccceveveiviceceecceeee e, 17

34, VertiKal SMITEE .....ovii e 18
3.4.1. FOrsgk Pa regnbUBBITEL.........ccciiiieeierceeietete et 18

3.4.2. FOISBK PA LAKS.......ocvevivieiieietetceee ettt 18

3.5.  Spredningsveienes relative betydning .......ccccooviiiiiiinniiienee e 19

4. Faktorer som gker eller reduserer risiko for pancreas disease ........... 20
4.1.  Neerhet til annen PD-smittet oppdrettsaktivitet............cccccovvviverviininenen, 20

4.2.  Bruk av felles personell 0g ULSTYr ... s 20

O T =1 -1 [=To T |1 o PSS 20

4.4, FlIytting @V FISK 1 SJ@ ....coieiiiiiiiieeee e 21

4.5.  Lakselus 0g lusebehandling ..........cccociiiiiiii i 21

4.6.  Stress og fiskens motstandskraft............ccoocoveiiieniii i 21

Side 4



7.

4.7, SettefiSKaNIEQQ .....coveiieiee s 21
T 0 ] [T [ OSSR 21
4.9, MIlJBTAKIOIEE ... e s 22
(O - 1] [ = TS L] SR 22
4.11. Avl for gkt motstandskraft MOt PD ..........ccooeiiiiiiiniieceeee e 22
SyKdomsdiagnOStIKK...........cccviiieiiciic i 23
5.1. Laboratoriemetoder for diagnostikk av PD...........ccccccviviiieiinnienn e 23
5.1.1. Histologisk undersgkelse...........ccuveriiiiiieiiiieie e 23
5.1.2. PAVISNING AV SAV ....oouiiiiiiriiceeseieeeeee sttt es st aerens 23
5.1.3. Pavisning av antistoff mot SAV i blodpraver fra fisk............c.ccccceunee.. 25
5.2. Risikobasert OVErVAKNING ..........ccoeeveviveieieeeeieeee et 26
Pagaende forskning og behov for kunnskap..........ccceceeeeieiiceeciienennne, 27
6.1. Pagaende forskning i Norge og i utlandet.........ccccccoceveiviviiceciicccccee, 27
6.1.1. OVErSiKt fra NOIGE....ccei e 27
6.1.2. Oversikt fra Utlandet...........cccovviieiieiie s 28
6.2.  Forskning for bedret sykdomskontroll ..............cccooeviiieiiicc e, 28
6.2.1. Diagnostiske metoder 0g Virusdeteksjon...........cccvevevveevveresieseerie e 28
6.2.2. Eksperimentelle sykdomsmodeller ...........cccooveiiniiiiiniiiiieec e 29
6.2.3. Virusutskillelse 0g -OVerlevelse ... 29
6.2.4. Reservoarer i akvatisk fauna ..........ccccoveiieiiininiin e 29
6.2.5. Vertikal overfaring av SAV ... 30
6.2.6. Molekylergenetiske undersgkelser og virulensstudier av SAV ............. 30
RETEIANSEL ...t e e 31

Vedlegg 1: Beregning av biologisk tap relatert til pancreas disease (PD)

Vedlegg 2: Oversikt over registrerte utbrudd i Sgr-Norge 1995 - sept 2006

Vedlegg 3: Veiledning for pregveuttak for diagnostikk av PD

Side 5



1. Sykdommen pancreas disease

1.1. Historikk

Sykdommen som fikk navnet pancreas disease (PD) ble farst observert hos post-smolt av
atlantisk laks (Salmo salar) i Skottland sa tidlig som vinteren 1976/77, men ble fgrst
beskrevet 8 ar senere (Munro et al. 1984). Liknende sykdomstilfeller ble snart beskrevet fra
Nord-Amerika (Kent & Elston 1987), Norge (Poppe et al. 1989) og Irland (Rodger et al.
1991). Betegnelsen pancreas disease er basert pd de opprinnelige histopatologiske
beskrivelsene av sykdommen hos atlantisk laks som fremhevet tap av eksokrin pankreas som
det mest typiske funnet (Munro et al. 1984; McVicar 1987).

| begynnelsen ble ulike teorier om arsakssammenheng fremsatt, sa som toksiner,
vitaminmangel etc. (Munro et al. 1984). Pa bakgrunn av felterfaringer og smitteforsgk mente
en likevel tidlig at sykdommen skyldtes et infeksigst agens. Vellykkede infeksjonsforsgk med
ultrafiltrert organhomogenat (Raynard & Houghton 1993) indikerte at det matte veere snakk
om et virus, noe som ble bekreftet ved isolering pa CHSE-214 cellekultur fra irsk
oppdrettslaks kort tid etter (Nelson et al. 1995). Viruset fikk navnet salmon pancreas disease
virus (SPDV) og ble senere nermere karakterisert som tilhgrende genus Alphavirus (Weston
et al. 1999) i familien Togaviridae. Noe seinere ble et liknende virus ogsa isolert fra skotsk
(Lopez-Dériga et al. 2001) og norsk oppdrettslaks (Christie et al. 1998). Det var ogsa tidlig
klart at fisk som hadde overlevd infeksjon med SPDV utviklet en robust immunitet mot
reinfeksjon (Houghton 1994).

Omtrent samtidig som SPDV ble isolert, ble sykdommen “sleeping disease” (SD) beskrevet
fra regnbuegrret (Onchorynchus mykiss) i Bretagne (Boucher & Baudin 1994). Navnet
sleeping disease (SD) ble gitt pa grunnlag av den Kkarakteristiske atferden hos syk
regnbuegrret, som ble liggende urgrlig pa bunnen av karet eller dammen. Denne sykdommen
viste histopatologisk mange likhetstrekk med PD hos laks. Etter isolering og karakterisering
av virus (Castric et al. 1997) viste det seg at SD var forarsaket av et nart beslektet alfavirus.
Det er til na isolert tre neert beslektede alfavirus hos laks og regnbuegrret. De skiller seg
distinkt fra andre alfavirus og er plassert i eget species (salmonid alphavirus - SAV).

Allerede midt pa 1980-tallet var PD en betydelig tapsarsak i skotsk lakseoppdrett; i folge
McVicar (1987) var 19 % av sjglokalitetene rammet i 1985. Fra tidlig pa 90-tallet ble PD et
betydelig problem ogsa i irsk oppdrettsnaering, med dgdelighetstall som oversteg 50 % i
enkelte alvorlige utbrudd (Crockford et al. 1999). Etter en roligere periode mot slutten av 90-
tallet ble det fra 2002 rapportert om betydelig gkning bade i forekomst og alvorlighetsgrad av
PD-utbrudd i Irland (McLoughlin et al. 2003; McLoughlin et al. 2002).

I Norge ble PD hos atlantisk laks beskrevet i 1989 (Poppe & Rimstad 1989) og hos sjgvanns-
oppdrettet regnbuegrret (Onchorynchus mykiss) i 1996 (Olsen & Wangel 1997). | falge
Mattilsynets statistikker (Figur 1) var PD situasjonen lenge udramatisk med et fatall arlige
utbrudd i et kjerneomrade i Hordaland og Sogn og Fjordane. Fra 2003 til 2007 har en hatt en
mer dramatisk utvikling i antall registrerte utbrudd og i geografisk utbredelse. PD er i denne
perioden pavist i de tre nordligste fylkene og i nye omrader pa Vest- og Nordvestlandet. Det
har veert en reell gkning i antall PD-tilfeller, men gkende antall pavisninger kan til en viss
grad skyldes bedre kjennskap til og dermed stgrre fokus pa sykdommen. Tap assosiert med
PD kan som vist i vedlegg 1 veere betydelige.
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Figur 1. Pancreas disease (PD) - registrerte tilfeller pr ar (incidens) 1995 — 2006. De forskjellige fylkene er
markert med ulike farger.

(Kilde: Paul Negdrd, Mattilsynet)

1.2. Symptom og sykdomsforlgp

Sykdommen PD kan i noen tilfeller opptre samtidig med andre sykdommer som kompliserer
bildet og kamuflerer normale PD-symptomer (McVicar 1987). Bratt redusert foropptak er ett
av de tidligste Kkliniske tegn ved PD-utbrudd. I tillegg kan det observeres gkt mengde gule
trader (faecal casts) i merda. Fa dager etter dette sees endret atferd hos fisken i form av apati,
nedsatt evne til & opprettholde likevekt og redusert svemmeaktivitet der fisken blir stdende a
sture i vannoverflaten langs nota (McLoughlin et al. 2002; McVicar 1987). Dgdeligheten
gker kun svakt i tilknytning til disse farste kliniske tegnene.

Etter 2-3 uker gker dgdeligheten sterkt og nar en topp mellom 4-6 uker etter inntreden av de
farste kliniske tegnene (McLoughlin et al. 2002). Etter ytterligere tre til fire uker vil appetitt
og aktivitet ta seg opp og etter hvert begynne & naerme seg det normale. En andel av syk fisk
(1-15 %) kan ha sa store pankreasskader at de selv etter lang tids rekonvalesens fortsetter &
mistrives og avmagres. Disse observeres som tapere (pinner) (Munro et al. 1984; McVicar
1987). Kombinasjonen av tapere, fisk i ulike grader av restitusjon og fullt restituert fisk gjar
at en far en stor spredning i stgrrelse i fiskegruppene (Figur 2). Dersom taperne ikke avlives,
vil de etter hvert utgjare en betydelig andel av dedfisken.

PD kan medfare hay morbiditet og mortalitet (>50 %). | Brun et al. (2006) sin beskrivelse av
32 norske PD-utbrudd i perioden 1999-2002 hadde en tredjedel av lokalitetene en PD-relatert
dadelighet pa over 15 %.

Brun et al. (2006) beskriver at PD-utbrudd i gjennomsnitt hadde en varighet pa 3 mnd, men at
enkeltutbrudd som varte 6 mnd ogsa ble observert. Det er noen ganger registrert at stor fisk
brétt der under rekonvalesens. Denne tilstanden blir kalt ”sudden death syndrome”. Arsaken
til denne dgdeligheten er svekket hjerte/hjertesprekk (McLoughlin 2005a). Infeksjoner med
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SAV kan ogsa ha stille forlgp, uten at det opptrer kliniske tegn pa sjukdom (McLoughlin
2002; Graham et al. 2006b).

Figur 2. Typisk obduksjonsfunn hos fisk som ikke restituerer etter PD utbrudd er pinner” (nederst) med lite
fettvev i bukhulen.

Foto: Hamish Rodger

1.3. Patogenese

Smitteforsgk gjennomfart tidlig pa 1990-tallet viste at serum fra laks som var eksperimentelt
(intraperitonealt) smittet med SAV1 kunne veere infektivt allerede 1 dggn etter smitte, men at
infektiviteten forsvant (avhengig av vanntemperaturen) fra 15 dggn (14°C) til 27 deggn (6°C)
etter smitte. Nyrevev fra smittet fisk var infektivt etter 3 degn (14°C) respektive 7 dagn (6°C)
og infektiviteten holdt seg noe lenger enn i blod, 33 degn ved 6°C (Houghton, 1995). Samme
forskergruppe viste at serum fra i.p. infisert fisk holdt ved 12-14°C var ngytraliserende in
vitro og in vivo fra 4 til og med 15 uker etter smitte, og at serum fra kohabitanter var
ngytraliserende fra og med 8 uker (Houghton & Ellis 1996). Det ble pavist til dels svert hgye
ngytralisasjonstitre (1:1000) etter injeksjonssmitte.  McLoughlin et al. (1996) paviste
neytraliserende antistoffer i serum sa tidlig som 10 dager etter eksperimentell
injeksjonssmitte. Disse resultatene har i all hovedsak blitt bekreftet av seinere undersgkelser
hvor man har tatt virusdyrkning og revers transkriptase PCR (RT-PCR) til hjelp (Villoing et
al. 2000; Graham et al. 2005b) og gir falgende bilde av et typisk infeksjonsforlgp:

Ved 10-15°C sees normalt en kort inkubasjonstid fra eksponering til infeksjon er etablert.
Man far en svert rask, men kortvarig (2-3 ukers) viremisk fase, hvoretter man finner en
tydelig og varig antistoffrespons med eliminering av virus fra sirkulasjonen. | organer vil man
imidlertid finne virus i lengre tid, men som regel i en synkende andel av populasjonen.

Det er vist at naturlig smittet laks i sjganlegg kan veere infisert uten at det medfarer kliniske
symptomer og dedelighet (Graham et al. 2006b). Disse observasjonene kan tyde pa at virus
kan sirkulere ganske lenge mellom enkeltfisk uten & spres sarlig i populasjonen, og at kun en
liten andel av populasjonen er viremisk til enhver tid. Det kan ogsa bety at virusmengden som
er tilstede ikke er tilstrekkelig til & gi sykdom. | nevnte studie serokonverterte imidlertid mer
enn 50 % av individene etter hvert, 2-3 maneder etter farste viruspavisning. Det synes derfor
som at man kan ha en SAV-infeksjon gdende over flere maneder i en populasjon uten at det
viser seg kliniske tegn.
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1.4. Patologiske funn

Det kan vere fa makropatologiske forandringer i akuttfasen av sykdomsforlgpet; kun tom
fordayelseskanal, eventuelt funn av gule trader (faecal casts) i tarmen, noe som er typisk for
fisk som ikke spiser (McLoughlin et al. 2002). | akuttfasen etter eksperimentell smitte er det
sett punktblgdninger i perivisceralt fettvev samtidig med gult, slimete tarminnhold (pers.
medd. Torunn Taksdal, Veteringrinstituttet). Senere i forlgpet, samtidig med hovedtyngden
av dedeligheten i oppdrettsanlegget, vil noen fisk vise tegn pa sirkulasjonsforstyrrelse i form
av skjellommegdem, utstaende gyne, veeske i bukhulen (ascites) eller fibrinbelegg pa lever.
Enkelte fisk har blekt hjerte, blgdning til hjertehulen eller punktblgdninger i perivisceralt
fettvev (pers. medd. Torunn Taksdal og Anne Berit Olsen, Veterinzrinstituttet) (figur 3).

Sent i sykdomsforlgpet vil avmagring bli et fremtredende funn. Ved snitt i skjelettmuskulatur
kan det observeres blekere felter (Figur 4). 1 mer kronisk fase vil melanin kunne gi gra
skygger i fileten (McLoughlin 2005).

Figur 3. Obduksjonsfunn ved PD kan vere Figur 4. Ved snitt i filet kan det observeres blekere
fibrinslgr pa lever, punktblgdninger i fettvev rundt felter (pil).
pylorusblindsekkene og vaske (ascites) i bukhulen.

Foto: Hans Aase, Aqua-Lab
Foto: Hamish Rodger

McVicar (1987) og Munro (1984) beskriver de histologiske forandringene ved PD. Disse er
raskt innsettende og generalisert nekrose av eksokrin pankreas. Infiltrasjon av
betennelsesceller opptrer sent i sykdomsforlgpet. Fibrosering av det skadede pankreasvevet
sees hos fisk som ikke regenererer pankreas. Hos fisk som friskner til er en gradvis
regenerasjon med fremvekst av isolerte foci av eksokrine celler et viktig funn. 1 tillegg til
skader i eksokrin pankreas er ulike patologiske forandringer i hjertemuskulatur og i hvit og
red skjelettmuskulatur ogsad viktige funn. Forandringene i hjertet oppstar kort tid etter
pankreasskadene, mens muskelskadene registreres seinere i sykdomsforlgpet (Ferguson et al.
1986; Rodger et al. 1991; McLoughlin 2002).

Under norske utbrudd er det vanlig at hjertet heler far pankreas og skjelettmuskulatur. I Norge
kan en ogsa finne utbredte forandringer i nyre og til dels i milt, bade hos laks og regnbuegrret,
men alltid seint i sykdomsforlgpet (Taksdal & Olsen 2004).
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1.5. Differensialdiagnoser

Ved PD kan sykehistorie, klinikk og obduksjonsfunn veere lite spesifikke. I noen tilfeller kan
enkelte histopatologiske funn ved bade IPN, CMS og HSMB vere til forveksling like. Basert
blant annet pa lokalisasjonsmgnster, opptrer likevel disse sykdommene som klart forskjellige
tilstander nar de finnes enkeltvis og i sin typiske form (Taksdal & Olsen 2004). Hvis disse
sykdommene derimot forkommer samtidig eller i en atypisk form, kan de veere umulige a
skille fra hverandre, og andre undersgkelser blir da spesielt viktige. For PD og IPN finnes
flere diagnostiske verktay basert pa etiologi. For HSMB og CMS er situasjonen vanskeligere

fordi arsaken(e) ikke er klarlagt.

Tabell 1. Lokalisering av vevsskader ved aktuelle differensialdiagnoser.

(Taksdal & Olsen 2004)

Hjerte | Pankreas | Muskel
PD Ja Ja Ja
IPN Nei Ja Nei
CMS Ja Nei Nei
HSMB Ja Nei Ja

PD = Pancreas disease
IPN = Infeksigs pankreasnekrose
CMS = Kardiomyopatisyndrom

HSMB = Hjerte- og skjelettmuskelbetennelse

Side 10



2. Salmonide alfavirus

Etter mange ar med ulike hypoteser om arsaken til pancreas disease hos Atlantisk laks, lyktes
det tidlig pa 1990-tallet en irsk forskergruppe & isolere sykdommens kausale agens (Nelson et
al. 1995). Viruset ble farst betegnet som “togavirus-liknende”, og i 1999 kunne samme
forskergruppe publisere undersgkelser som viste at viruset taksonomisk tilhgrer genus
Alphavirus (Weston et al. 1999). Etterfglgende molekylargenetiske undersgkelser av
virusisolater fra regnbuegrret med sleeping disease og av norske isolater fra laks med PD
viser at disse utgjar tre forskjellige, men beslektede genotyper (Villoing et al. 2000; Weston et
al. 2002; Hodneland et al. 2005). Det er derfor foreslatt at disse virus isolert fra laksefisk
etableres som eget species (salmonid alphavirus - SAV) med 3 genotyper (subtyper): SAV1
(salmon pancreas disease virus, SPDV), SAV?2 (sleeping disease virus, SDV) og SAV3 (norsk
salmonid alfavirus, NSAV). Nye undersgkelser kan fere til at inndelingen omorganiseres i
flere subtyper.

2.1. Familien Togaviridae
Virusfamilien Togaviridae bestar av to genera, Alphavirus og Rubivirus som er gruppert
sammen basert pa at viruspartiklenes morfologi, struktur og organisasjon av arvematerialet er
likeartet (Schlesinger & Schlesinger 2001). Fylogenetiske studier viser imidlertid at de to
genera ikke er nert beslektet. Genus Rubivirus inneholder ett virus, nemlig Rubella (rade
hunder) som kun har humanmedisinsk betydning. Genus Alphavirus bestar av over 20 species
med veterinermedisinsk betydning.

Figur 5. Skjematisk framstilling av Togaviridae (www.fao.org).

Togaviridae er kappekledde, sma, runde (60-70 nm diameter) viruspartikler med et
ikosaedrisk kapsid som er bygget opp av 240 monomerer (figur 5). Kappen har glykoprotein-
projeksjoner (”spikes”) som spiller en rolle for celluleer reseptorbinding. Virusets
arvemateriale er en lineaer, enkelttradet ribonukleinsyre (RNA) pa 10000- 12000 nukleotider,
med positiv polaritet (’single-strand, positive-sense RNA”). Togavirus frigjeres fra infiserte
celler ved knoppskyting (”budding”) hvor nukleokapsidet tar med seg en del av
cellemembranen som kappe. Historisk sett er Togaviridae blant de ferste virus som ble
karakterisert i detalj og hvor man paviste en lipidholdig ytre membran (latinsk: toga= romersk
kappe). Opprinnelig ble derfor en rekke kappekledde virus plassert i denne familien.

2.2. Genus Alphavirus

Virus i genus Alphavirus har generelt en indirekte infeksjonssyklus, med blodsugende
insekter som mellomvert, SAV synes a skille seg fra gvrige alfavirus pa dette. Dette er
bakgrunnen for at alfavirus fra landdyr betegnes som “Arbovirus type A”. Ved siden av SAV
finnes det ett “akvatisk” alfavirus isolert fra pelslus pa elefantsel (Mirounga leonina) som
ikke kan grupperes sammen med noen av de gvrige alfavirus (Powers et al. 2001). Alfavirus
hos terrestriske dyr er blant de best studerte virusfamiliene, ikke minst fordi de egner seg godt
til forskning og utvikling av levende, rekombinante vaksiner.
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2.3. Salmonide alfavirus

Omfattende molekylaergenetiske studier har vist at de undersgkte virusisolatene tilhgrer genus
Alphavirus og at de er tilstrekkelig forskjellige fra andre alfavirus til & plasseres i et eget
species; salmonid alfavirus (Powers et al. 2001). En grundig gjennomgang av navarende
kunnskap om genomet til ulike SAV-isolater med blant annet fylogenetiske analyser finnes i
en doktorgradsavhandling fra Universitetet i Bergen (Hodneland, 2006). Det konkluderes med
at man kan snakke om 3 genotyper/subtyper (SAV1, SAV2, SAV3) med over 90% homologi
og at de norske isolatene (Norwegian Salmonid Alphavirus-NSAV) samles i en subtype med
98-100% homologi.

Smitteforsgk har vist at SAV1 og SAV2 kan infisere bade atlantisk laks, regnbuegrret, og
brungrret (Boucher et al. 1995) og at det er stor grad av antigen kryssreaksjon mellom dem
(Weston et al. 2002). Det er vist at antistoffer fra fisk som har gjennomgatt SAV3-infeksjon
ngytraliserer SAV1-virus in vitro (Christie et al. 1998). Hittil synes SAV kun & infisere
laksefisk innen genera Salmo og Oncorhynchus, men det er rapportert om et tilfelle hvor sei
(Pollachius virens) fra en PD-infisert laksenot ga utslag i serum-ngytralisasjonstest (Graham
et al. 2006b).

2.3.1. Overlevelse i miljget
| artiklene som karakteriserer SPDV og SDV som alfavirus er det vist at de aktuelle isolatene
er fglsomme for pH=3,0, kloroform, og varme (50°C), noe som indikerer at det dreier seg om
virus med fosfolipid-membran (Nelson et al. 1995; Villoing et al. 2000).

Graham et al. 2007a (in press) brukte to alfavirus-isolat fra de britiske gyer (SAV1) i sine
undersgkelser. Selv med tilsetning av bovint serumalbumin (for & simulere organisk
belastning) ga bade pH=4 og pH=12 sterkt titerfall nesten umiddelbart ved 4°C, og virus
kunne ikke pavises etter 1 dggn. Ved pH= 5,0 ble virustiteret halvert i lgpet av 1 dggn og
virus var ikke pavisbart etter 7 dagn. Oppvarming til 60°C i 1 time ga fullstendig inaktivering
av virus. Forfatterne konkluderer derfor med at normale prosedyrer for ensilering eller
kompostering av smittefarlig avfall er effektive mot SAV. Halveringstiden ved oppbevaring i
sterilt vann (sjgvann, brakkvann og ferskvann) uten organisk belastning var relativt lang; mer
enn 14 dager ved 4°C og 7-9 dager ved 15°C. Med organisk belastning var halveringstiden
henholdsvis ca. 7 og 4 dggn. | usterilt sjgvann var halveringstiden dramatisk forkortet, 1 degn
eller mindre ved 10°C og det kunne ikke pavises virus etter 7 degn ved 15°C. | lakseserum var
halveringstiden om lag 8 daggn ved 4°C og 5 degn ved 10°C, som indikerer at diagnostiske
praver taler noen dagers transport og/eller lagring hvis de holdes kjelig. Virustiteret i serum
og i cellekultur-supernatant ble sterkere redusert ved -20°C (-99,99%) enn ved -80°C (-
98,7%).

2.3.2. Fglsomhet for desinfeksjon
Testing av ulike kjemiske desinfeksjonsmidler (Graham et al. 2007b) har vist at peroksyd-
baserte produkter (Virex, Virkon S) er effektive mot SAV1 ved bade 4°C 0g10°C. Effekten
var updvirket av organisk belastning, selv med en kontakttid ned mot 5 minutter. Halamid
(Kloramin T) og FAM-30 var effektive, men foglsomme for organisk belastning, og
tilfredsstilte da ikke, eller bare delvis, et krav om 99,99% titerreduksjon. Effekten av jodofor
(Buffodine ™) var sterkt pavirket av organisk belastning og 1% (100 ppm) lgsning ga ikke
tilfredsstillende inaktivering. Virkon S og Halamid ga utfelling i sjgvann og kunne ikke
bedgmmes, mens Buffodine™ bare ble testet i ferskvann. Forfatterne konkluderte med at det
finnes flere gode desinfeksjonsmidler som kan brukes i kontroll av salmonide alfavirus, men
at det er viktig med innledende rengjering og tilstrekkelig konsentrasjon. Resultatene som er
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rapportert, er i overensstemmelse med det som tidligere er funnet for andre kappekledde
fiskevirus (Bovo et al. 2005).
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3. Utbredelse og spredningsmgnster

3.1. PD i Norge

PD ble pavist for farste gang i Norge pa 80-tallet (Poppe et al. 1989). Pa begynnelsen av 90-
tallet var det en rolig periode med kun sporadiske PD-utbrudd i et avgrenset geografisk
omrade pa Vestlandet. | 1995 ble det pavist flere tilfeller i Nord-Hordland og Osterfjorden (se
vedlegg 2). 1 1996 var det utbrudd i Nord-Hordland, Osterfjorden og ytre Sogn. Dette omradet
skulle vise seg a forbli kjerneomradet for PD. | 1996 ble sykdommen ogsa pavist pa
regnbuegrret for farste gang (Olsen & Wangel 1997). | 1999 ble det pavist PD i Austevoll og
Tysnes kommune i Hordaland, og i 2001 i Fusa i samme fylke. |1 2003 ble diagnosen stilt pa
ett anlegg i Stokksundet i Bamlo kommune (Hordaland), og i 2004 fikk man PD pa mange
lokaliteter i samme omrade. | tillegg paviste man sykdommen nar Haugesund og i Ryfylke.
Diagnosen ble ogsa stilt pd 2 lokaliteter innover Sognefjorden. 1 2005 fikk man flere
pavisninger farst i Nordfjord, sa i Sunnfjord. I tillegg ble ytterligere utbrudd diagnostisert i
Ryfylke. I begynnelsen av 2006 ble det registrert 2 utbrudd i Sogn og Fjordane rett nord for
Stad. | tillegg var det 2 utbrudd i Hergy kommune og 3 utbrudd i Midsund kommune i Mgre
og Romsdal. | februar 2007 ble det pavist klinisk PD pa ytterligere en lokalitet i Midsund
kommune. Sykdommen er til na ikke pavist i Trgndelag og pa Helgelandskysten (data fra
Paul Negard, Mattilsynet).

| Nord-Norge ble de farste PD-utbruddene pavist i 2003. Far dette var PD aldri blitt pavist
nord for Sogn. Sykdommen ble registrert pa 2 lokaliteter i Loppa Kommune i Finnmark og 1
lokalitet i Troms. Primerutbruddet i Finnmark kom pa smolt som var transportert fra Sogn og
Fjordane. Sekundeerutbruddet var 2,5-3 km unna i samme fjordsystem. Utbruddet i Karlsgy
Kommune i Troms kom ogsa pa fisk som var transportert fra Sogn og Fjordane (Sather 2004;
pers. medd. Per Anton Sether, Marin Helse). | 2004 var det ett utbrudd i Bg kommune i
Nordland og et nytt utbrudd i Loppa kommune i Finnmark. Begge lokalitetene hadde smolt
fra Hordaland. | Nordland var det imidlertid fisk fra Nord-Norge som ble satt ut sammen med
fisken fra Hordaland, som fikk pavist sykdommen (pers. medd. Vesteralen Fiskehelsetjeneste
AS). | 2005 ble PD pavist pa 2 lokaliteter i Alta kommune. Distansen var ca 25 km mellom
anleggene. Den ene lokaliteten med sommerutsett -05 var ikke slaktet ut pr ultimo januar
2007. Pr. 31.01.07 var det pavist PD-virus pa en lokalitet i den samme fjorden som ligger 5,5
km fra lokaliteten som hadde utbrudd i 2005/2006 (pers. medd. Berit Seljestokken,
Mattilsynet).

Utbredelsen av PD i Norge viser primert en spredning ser- og nordover fra et hovedfokus i
Hordaland. Spredningen av PD forlgp lenge sakte og gradvis. Fra 2003 er sykdommen blitt
registrert i flere nye omrader. Utbruddene i Nord-Norge har veert "lgsrevet” fra utbruddene i
resten av landet, pa grunn av fravaer av PD-pavisninger i Trendelagsfylkene og pa Helgeland.
Videre skjedde spredningen til Nordfjord og Sunnfjord i 2005, og videre til Mgre og Romsdal
I 2006 raskt.

Fylkesveteringeren i Hordaland og Sogn & Fjordane presiserte sommeren 1999 ovenfor
fiskehelsetjenestene at PD skulle meldes til distriktsvetertinaren tilsvarende som for gruppe
B-sykdom, selv om sykdommen har C-status. Distriktsveteringrene skulle registrere
pavisninger eller kvalifiserte mistanker i ANISTAT-databasen, men dette har ikke fungert helt
etter intensjonen (Breck et al. 2002). Mattilsynets historiske registreringer av PD er derfor
basert bade pa innmeldinger i ANISTAT og opplysninger direkte fra
Veteringrinstituttet/andre laboratorier. Registreringene til Mattilsynet er ikke komplette for

Side 14



alle ar, og man regner i tillegg med at sykdommen har veart underrapportert i perioder. Det er
imidlertid grunn til & tro at de registerte utbruddene gir et korrekt hovedinntrykk for
spredningen.

3.2. Reservoar

3.2.1. Oppdrettet laksefisk i sj@
En undersgkelse gjort pa laks etter 9-12 maneder i sjg, viser at 9 av 17 irske lokaliteter var
positive for antistoffer mot PD-virus (McLoughlin et al. 1998).

I en norsk studie ble 56 var-2002 utsett i Hordaland og Sogn og Fjordane undersgkt for SAV
ved hjelp av real-time RT-PCR. Fra hver lokalitet ble det tatt praver av 30 fisk. Pravene ble i
gjennomsnitt tatt ut 6 mnd etter utsett i sjg. | studien ble 30% (17 av 56) av lokalitetene
positive for SAV. | de fleste tilfellene var det kun 1-2 fisker pr lokalitet som var positive.
Femten maneder etter utsett ble det gjort opp status som viste at 5 av lokalitetene hadde fatt
klinisk PD. Tre av disse hadde testet positivt for SAV ca et halvar etter utsett. En lokalitet i
studien fikk pavist klinisk PD fgrste sommeren etter utsett. Denne lokaliteten testet negativt
for SAV i november 2002 (Intervet Agenda nr. 4/august 2004; Rapport: Hans Olav Djupvik
2003). Studien viser at SAV var utbredt i Hordaland og Sogn & Fjordane i 2002/2003.
Likevel var det relativt fa av de PCR-positive lokalitetene som fikk kliniske utbrudd (3 stk).
Det kan tenkes at noen av virusvariantene som gav positive PCR-resultat var avirulente eller
lavvirulente. Muligheten er ogsa til stede for at virusnivaene var sa lave at det ikke resulterte i
klinisk sykdom, selv med patogene virusvarianter tilstede. Ved lave prevalenser som i denne
undersgkelsen, vil en starre andel av de positive resultatene vere falske positive. Dette gjelder
hvis man har en test som ikke er 100% spesifikk.

Fra 1995 til og med 2002 ble alle pavisninger av sykdommen gjort i Hordaland og Sogn,
totalt 63 utbrudd (Brun et al. 2006). Man kan konkludere med at det finnes et ganske stort
reservoar for SAV hos oppdrettet laks og regnbuegrret i sjg pa Vestlandet.

3.2.2. Settefiskanlegg

Det er til na ikke registrert kliniske utbrudd av PD forarsaket av SAV1 eller SAV3 i
settefiskanlegg, verken i Norge eller i utlandet (pers. medd. Anne Berit Olsen,
Veterinzrinstituttet i Bergen). Subtype 2 av viruset forarsaker imidlertid sykdom og
dadelighet pa regnbuegrret i ferskvannsoppsdrett bade pa det europeiske kontinentet og i
Storbritannia (Boucher et al. 1994; Castric et al. 1997; Graham et al. 2003b). Ogsa PD pa laks
lar seg fremkalle under kontrollerte smitteforsgk bade ved hjelp av injeksjon og kohabitant
smitte, men dedeligheten er meget lav eller fraveerende. Typiske histopatologiske
forandringer sees imidlertid (Boucher et al. 1995; Desvignes et al. 2002; Houghton & Ellis
1996; Raynard & Houghton 1993, pers. medd. K.E. Christie, Intervet).

Praver fra settefisk pa Vestlandet har i noen tilfeller gitt positivt utslag for SAV ved hjelp av
real-time RT-PCR (Nylund et al. 2003; pers. medd. Vidar Aspehaug, Patogen Analyse AS;
pers medd. Are Nylund, Universitetet i Bergen).

I en starre undersgkelse som nylig er gjennomfart, ble 28 settefiskanlegg i Hordaland og Sogn
& Fjordane testet. Det ble Kjart real-time PCR for a detektere SAV pa 60 fisk fra hvert anlegg.
Organer (nyre/hjerte) fra 5 og 5 fisker ble testet sammen pa grunn av stor prgvemengde. Alle
prgvene testet negativt for virus (presentasjon Frisk Fisk, Tromsg, 2007; pers. medd. Britt
Gjerset, Veterinarinstituttet i Oslo).

Side 15



Det foreligger norsk erfaring for at smolt fra gitte settefiskanlegg normalt far PD nar den
settes ut i endemiske omrader, mens sykdom ikke oppstar nar den settes ut i “jomfruelige”
omrader (pers. medd. Karl Fjell, Bioserve; Stein Helge Skjelde, Veststar).

3.2.3. Vill laksefisk

Man vet at SAV kan replikere og gi patologiske forandringer i bade atlantisk laks og brungrret
(Boucher et al. 1995). | en irsk studie ble sera fra 215 atlantisk laks som tilbakevandret til
vest- og nordkysten av Irland i 2002-2003 testet ved hjelp av virus-ngytralisasjonstest. Alle
prgvene var negative for antistoffer mot SAV. I tillegg ble 42 sera fra ville salmonider i Norge
i 2003 testet og funnet negative for antistoffer mot viruset (David Graham, Department of
Agriculture and Rural Development for Northern Ireland, Newsletter 9, www.dipnet.info).
Disse resultatene kan indikere at infeksjon med SAV ikke representerer et alvorlig problem
for villfisk i dag, men kunnskapsgrunnlaget er enna tynt.

3.2.4. Marine organismer
| en studie fra UK ble det funnet noen fa sero-positive sei ved hjelp av ngytralisasjonstest for
SAV. Seien i forsgket hadde gatt sammen med naturlig smittet laks (Graham et al. 2006b).
Disse resultatene er i seg selv for lite til & sikkert kunne si om sei spiller en rolle som vert for
viruset. Det er mangelfull kunnskap om andre marine organismer som eventuelle verter for
viruset. Om for eksempel blaskjell kan huse PD-virus over lengre tid vet man ikke.

3.2.5. Lakselus

For andre alfavirus enn SAV er det funnet at artropoder (leddyr) er biologiske vektorer
(Powers et al. 2001; Weston et al. 2002). Et alfavirus som infiserer elefantsel (Mirounga
leonina) er blitt isolert fra "lusa” (Lepidophthirus macrorhini) som parasitterer selen (Linn et
al. 2001). Det er ogsa funnet SAV i lakselus (Lepeophtheirus salmonis) som har beitet pa PD-
infisert laks (pers. medd. Are Nylund, Universitetet i Bergen). Dette er ikke overraskende i og
med at lusa suger blod fra fisken. Det gjenstar imidlertid & undersgke om viruset kan replikere
i lakselusa. Ved smitteforsgk pa laks utvikler kohabitanter sykdomsforandringer og
antistoffrespons. Dette viser at vektor ikke er en ngdvendig faktor i smitteoverfgringen av
SAV. Imidlertid er det generelt liten genetisk diversitet innad i subtypene av SAV. Dette kan
tyde pa en stabiliserende seleksjon av viruset pa grunn av en biologisk vektor i miljget
(Karlsen et al. 2006).

3.3. Horisontal smitte
Generelt finnes det flere horisontale spredningsveier for patogener i sjg. Spredningen kan skje
direkte gjennom vannet; fra anlegg til anlegg eller fra slakteri til anlegg. Videre kan man ha
indirekte spredning via gjenstander eller organismer. Eksempler kan vere utstyr, ngater,
arbeidsbater, brennbater, villfisk, lakselus eller andre dyr. Det er usannsynlig at PD-virus kan
gd gjennom mage-tarmsystemet til varmblodige dyr og fortsatt vaere infektivt, pga rask
inaktivering ved lav pH (Graham et al. 20074a, in press).

For PD er det relativt sparsomt med informasjon om hva som er de kvantitativt viktigste
smitteveiene ved horisontal spredning. Den relative betydningen av en smittevei vil ogsa
pavirkes av struktur og praksis i naringa, samt hvilke tiltak som settes inn mot sykdommen.
Videre er det vanskelig & “spore” smitte, spesielt pd Vestlandet, der PD er "over alt”.
Sekvensering av virusisolater kan veere et hjelpemiddel, men det er et generelt problem at det
er hey genetisk homologi innad i hver subtype av SAV.
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3.3.1. Direkte horisontal smitte
Det eksisterer generelt lite presis kunnskap om hvor langt SAV kan spre seg i sjg og fortsatt
gi sykdom. Overlevelsen til viruset i miljget vil veere avhengig av temperatur, UV-straling etc.

Fra sommeren 2006 til februar 2007 har det veert fire PD-utbrudd i Midsund kommune i
Romsdal. Naermeste kjente PD-lokalitet ligger i Hergy kommune pa Sunnmgre. Det farste
utbruddet ble pavist sommeren 2006 pa fisk som hadde statt i sjg vel 1 ar. Fisken kom
opprinnelig som smolt fra Hordaland og Sogn & Fjordane. Det hadde blitt flyttet fisk med
brgnnbat internt pa lokaliteten i september/oktober 2005. Dette var eneste registrerte
brgnnbatkontakt i vekstperioden. Brennbaten hadde ikke hatt oppdrag som regnes & ha PD-
risiko i forkant av flyttingen pa lokaliteten. Andre pavisning kom i manedsskiftet
september/oktober og 13 ca 4,5 km vestover, med hovedstramretningen. Det har ikke veert
kjent trafikk mellom disse to anleggene. Sekunderlokaliteten hadde kun satt ut lokal smolt
(Mgre og Romsdal). Tredje utbrudd ble konstatert i begynnelsen av oktober pa en lokalitet ca
2 km pst for primarutbruddet, mot hovedstrgmretningen. Regnbuegrreten som ble satt ut pa
denne lokaliteten ble levert fra Nordmgre. Laksen ble levert fra Florg-omradet og fra
Nordfjord. Det hadde vert en del trafikk mellom primar- og tertizerlokaliteten, bade for og
etter primarutbruddet. Hygienen ble strammet inn etter primerdiagnosen. | februar 2007 ble
det pavist PD pa en fjerde lokalitet, ca 2 km gst for det tredje utbruddet. Det har ikke veert
kjent trafikk mellom disse siste to lokalitetene (pers. medd. Inger Mette Hogstad,
Mattilsynet).

Erfaringene fra Midsund kan tyde pa at smitten har spredd seg gjennom vannmassene fra
primarutbruddet, og gitt utbrudd péa sekundarlokaliteten ca 4,5 km unna (med
hovedstremretningen). Denne smitteavstanden stemmer med felterfaring fra Hordaland og
Sogn & Fjordane. Spredningen til tertizerlokaliteten kan ha skjedd bade via utstyr/bater og
direkte gjennom vannmassene.

3.3.2. Horisontal smitte via brgnnbat
Kontakt mellom bregnnbat og skult SAV- infisert fisk utgjer hgyst sannsynlig en betydelig
risiko for spredning av smitte fordi naturlig smittet laks i sjganlegg ikke ngdvendigvis viser
tegn pa sykdom. Dette skyldes bade at tiden mellom smitte og sykdomsutbrudd kan veere
sveert lang og at SAV kan finnes i lang tid etter utbruddet, nar dedelighet og appetitt har
normalisert seg (pers. medd. Vidar Aspehaug, Patogen Analyse AS). Det er ogsa nylig vist at
laks (i sjganlegg i Irland) som ble smittet draye 4 maneder etter sjgsetting ikke utviklet
registrerbar PD-relatert dgdelighet (Graham et al. 2006b).

Ut fra disse dataene og undersgkelsen pa V-2002 utsett i Hordaland og Sogn & Fjordane
(Intervet Agenda nr. 4/august 2004, Rapport: Hans Olav Djupvik, 2003), er det ikke mulig &
vite pa forhand, uten spesifikk testing, om en populasjon er smittebarende eller ikke. Dette er
kunnskap som det ber tas hensyn til ved frakt av slaktefisk i det endemiske omradet pa
Vestlandet.

Fra 2003 har det har veert flere utbrudd av PD i Nord-Norge, selv om Trgndelagsfylkene og
Helgeland ser ut til & ha gatt fri for sykdommen. Far 2003 var det faktisk ikke registrert
utbrudd nord for Sogn. | de farste tilfellene i bade Vest-Finnmark, Troms og Vesteralen i
Nordland var smoltopphavet fra Hordaland eller Sogn & Fjordane til Nord-Norge. Dette til
sammen sannsynliggjer at smitten har blitt transportert nordover med smolten. Man vet
imidlertid ikke om smolten var smittet fgr palasting, om den ble smittet pga uren brgnnbat
eller om smitte kom inn i brennbaten, mens den gikk gjennom PD-affiserte omrader pa
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Vestlandet. | tilfellet i Vesterdlen var det nordnorsk smolt som fikk utbrudd, noe som
kompliserer bildet litt.

| Skottland ble det funnet en sammenheng mellom antall brgnnbatanlgp med fiskelast i et
omrade og risikoen for ILA-utbrudd (Murray et al. 2002). Ut fra tilgjengelige data er det ikke
mulig & si om risikoen skyldes introduksjon av smitte eller ekstra stresshelastning.

3.4. Vertikal smitte

3.4.1. Forsgk pa regnbuegrret

Det er utfart noen fa forsgk pa vertikal overfaring av SAV bade pa regnbuegrret i Frankrike
og laks i Norge. | det farste franske forsgket ble det injisert relativt store mengder SAV2 i
bukhulen pa regnbuegrret noen fa uker far gyting. Serum, melke og rognvaske ble testet for
virus 27 dager etter infeksjon. | serum ble det funnet igjen virus kun i 5% hunner og ingen
hanner. Det var 55% prevalens for virus i prgver av rognvaeske og 18% i prgver av melke.
Rogn fra 19 hunner ble befruktet og inkubert separat pa ca 10°C. Rognkorn ble testet
henholdsvis 1, 2 og 3 uker etter befruktning. Flere av rognbatchene var positive ved
virusdyrking (CHSE-214 celler). Desinfeksjon av rogna i 1 min i ”Dakin’s solution”
(natriumhypokloritt), gav om lag det samme antallet positive som hos ikke-desinfisert rogn.
To maneder etter klekking ble det observert gkende dgdelighet og typiske tegn til SD i en av
gruppene som hadde testet positivt pa rognstadiet (Castric et al., Poster: EAFP konferanse 11-
16 september 2005).

Det er ogsd gjort et forsgk pa regnbuegrret i Frankrike pa overfering av SAV1.
Forsgksoppsettet var temmelig likt som tidligere, men her ble stamfisken infisert kun 1 uke
far gyting. Etter desinfeksjon med ”Dakin’s solution” var 5 av totalt 16 rognbatcher fortsatt
positive. | tillegg til levende rognkorn, ble dade rognkorn ogsa testet. Generelt var virustiteret
heyt i de dgde rognkorna, men antallet var noe for lavt til & si om det var systematiske
forskjeller mellom levende og dgde korn. Om lag 10 uker etter klekking fikk man gkende
dadelighet og typiske tegn til sykdommen i en av gruppene som hadde testet positivt pa
rognstadiet. Virustiteret i yngelen som dgde var hgyt. De andre gruppene som hadde veert
positive pa rognstadiet, forble negative helt til forsgket ble terminert 5 maneder etter
befruktning (Castric og Cabon, Innlegg: Tri-nation meeting, Galway, Irland, september 2006).

De franske forsgkene viser at potensialet for vertikal overfering av SAV1 og 2 er til stede. Det
var liten forskjell pa antall rognkorn positive for infektivt SAV far og etter desinfeksjonen.
Man kan generelt si at desinfeksjon i 1 min er lite uansett virkestoff og konsentrasjon. Slik
sett kan man ikke vere sikker pa & ha redusert virus som sitter utsiden av rognkornet i
tilstekkelig grad. Nye studier viser at SAV1 kan overleve lenge ogsa i ferskvann, man ma
saledes holde muligheten apen for at virus kan overleve pa utsiden av egget frem til klekking
(Graham et al. 20074, in press).

3.4.2. Forsgk pa laks
Ved Universitetet i Bergen er det gjort to forsgk vedrarende vertikal overfaring av SAV fra
naturlig smittet laks. | det fgrste forsgket ble 22 hunner og 7 hanner som var PCR-positive for
virus, tatt rett fra sjganlegget og streket for rogn og melke. Ubefruktet rogn, gyerogn og yngel
ble analysert for SAV ved hjelp av real-time PCR. Henholdsvis 1/160, 1/180 og 2/420 prgver
var positive (Andre Bratland, presentasjon Tri-nation mgte Aberdeen, 2007).

| det andre forsgket ble det tatt naturlig smittet fisk fra sjganlegget til et ferskvannsanlegg.
Fisken ble holdt i tanker pa landanlegget noen maneder fer stryking. Yngel fra positiv
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foreldrefisk ble testet for tilstedeveerelse av SAV, og 4 av 100 ble positive ved real-time PCR.
| begge forsgkene ble rogna desinfisert etter standardprosedyrer (Buffodine 1:100, 10 min)
etter befruktning (pers. medd. Are Nylund, Universitetet i Bergen).

3.5. Spredningsveienes relative betydning

Som nevnt tidligere er det pavisbare genetiske forskjeller mellom de ulike subtypene av SAV
(Hodneland et al. 2005; Weston et al. 2005). Den norske subtypen av viruset (SAV3/NSAV)
er ikke funnet i utlandet til na. PD er ikke registrert i blant annet Chile (pers. medd. Anne
Berit Olsen, Veterinarinstituttet i Bergen; Paul J Midtlyng, VESO). Dette til tross for at
Norge har eksportert store mengder rogn fra flere stamfiskpopulasjoner over flere ar. Disse
forhold sammen med spredningsdata fra Norge, tyder pa at vertikal smitte ikke er en
kvantitativt viktig smittevei for PD. Generelt kan man si at den relative betydningen av en
smittevei pavirkes av strukturen og praksis i neringen, sammen med de tiltakene som blir satt
inn mot sykdommen. Hvis en sykdom bade har vertikal og horisontal smitte, vil for eksempel
effektive tiltak mot horisontal smitte kunne begrense denne smitteveien kraftig. Man kan da fa
en situasjon der vertikal smitte dominerer, selv om dette var en underordnet smittevei i
utgangspunktet. Hvis vertikal smitte forekommer for PD under naturlige forhold, kan dette ha
store konsekvenser i forhold til & introdusere smitte til “jomfruelige” omrader. Det er derfor
viktig a utfare mer forskning under relevante forhold pa dette feltet.

Hovedtrekkene i spredningsmgnsteret i Norge tyder pa at horisontal overfaring i sjgfasen er
viktig. Hvis vertikal spredning hadde veert den dominerende smitteveien, skulle man forvente
seg en mye mer punktvis og tilfeldig fordeling, bade i tid og rom, av enkeltutbrudd. I en nyere
undersgkelse fra UK ble det pa en sjglokalitet ikke funnet PD-virus i laksen fer ca 8 maneder
etter sjgsetting. Fisken ble sjgsatt i april og ble fulgt opp med ukentlige preveuttak fra slutten
av juli. Prgver fra i alt 380 individer ble analysert far man fikk den ferste virus-positive
prgven (Graham et al. 2006b). Resultatene tyder pa at smitten er introdusert til anlegget i lgpet
av produksjonen i sj@.

En erfaring med PD er at sykdommen opptrer arlig i omrader der den har fatt “fotfeste”. Det
er varierende praktiske erfaringer med brakklegging av fellesomrader”, men i enkelte
omrader synes det & ha veert en suksess, og PD har ikke vist seg pd mange ar etter
brakkleggingen. Dette gjelder spesielt i omrader der fa akterer har vert igjen etter
brakkleggingsperioden (Breck et al. 2002, pers. obs. Eirik Hoel). | andre omrader har
sykdommen kommet igjen pa tross av omradevis brakklegging. Avstandene fra brakklagte
omrader til andre omrader med laksefisk i oppdrett har vert varierende (pers. medd. Aud
Asheim, Akvavet Gulen; Olav Breck, Marine Harvest).
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4. Faktorer som gker eller reduserer risiko for pancreas disease
Epidemiologiske studier utfgrt i Irland og Norge gir grunnlag for & peke ut en del faktorer
som kan assosieres med gkt eller redusert risiko for PD-utbrudd pa en lokalitet. I irske studier
har en ogsa undersgkt hvilke faktorer som kan gi spesielt hgg dagdelighet ved utbrudd av PD.

4.1. Neerhet til annen PD-smittet oppdrettsaktivitet
I McVicars (1987) tidlige epidemiologiske studie ble narhet til annen PD-rammet lokalitet
trukket frem som en faktor som gker risikoen for PD utbrudd.

| en undersgkelse som tar for seg utbrudd pa Vestlandet fra 2002-2005, ble det funnet
signifikant gkt risiko for PD nar annen lokalitet med klinisk PD 1a narmere enn 5 km (Seim
2007).

Rodger & Mitchells irske undersgkelser (2005) fant at naerhet til oppdrettslokalitet med PD
var positivt assosiert med gkt risiko for PD, men resultatet var ikke statistisk signifikant trolig
pa grunn av lavt antall enheter i studien. Samme studie viste ingen statistisk signifikant
assosiasjon mellom nerhet til slakteri/foredlingsanlegg (<4km) og risiko for PD-utbrudd, men
antydet en gkt risiko for hgg dedelighet. | ikke-endemiske omrader i Norge, for eksempel
Midsund i Mgre og Romsdal, ser en at PD-smitten har spredd seg lokalt til nerliggende
anlegg.

4.2. Bruk av felles personell og utstyr
Wheatly et al. (1995) viste at total dgdelighet ved en lokalitet var signifikant lavere de arene
mannskap ikke ble benyttet pa flere lokaliteter.

McLoughlin et al. (2003) konkluderer med at utveksling av utstyr mellom anlegg er assosiert
med gkt risiko for PD. Bruk av innleide dykkerteam gker ogsa risikoen for PD, mens anlegg
som benytter faste mannskapslag pa hver lokalitet har lavere risiko for PD. | den samme
studien ble det ikke pavist noen gkt risiko for PD ved bruk av felles notvaskeri.

Seim (2007) konkluderer med at det er signifikant gkt risiko for PD-utbrudd for lokaliteter
innen samme konsesjon nar en av lokalitetene har klinisk PD. Delt konsesjon kan indikere
felles kontaktnettverk og felles rutiner.

4.3. Brakklegging
En rekke smittestoff kan overleve en viss tid i infisert villfisk, i sediment eller i den marine
fauna pa lokaliteten. Brakklegging gir en mulighet for & bygge ned smittepress samtidig som
en positiv balanse i nedbrytning av sediment reduserer faren for oksygenmangel og dannelse
av giftige gasser. Det er derfor en generell oppfatning at brakklegging er gunstig for miljg og
for fiskehelse.

Irske studier gir motstridende resultat med hensyn pa brakklegging og assosiasjon med PD-
utbrudd. En tidlig irsk studie av Wheatly et al. (1995) konkluderer med at ar med
brakklegging ga lavere PD-relatert dgdelighet enn ar uten brakklegging. Studier fra 2002-
2003 (McLoughlin et al. 2003) og 2004-2005 (Rodger & Mitchell 2005) antyder en
assosiasjon mellom brakklegging og ekt risiko for PD-utbrudd og ekt PD-assosiert
dedelighet. Rodger & Mitchell (2005) beskriver imidlertid en vesentlig feilkilde i disse
studiene ved at kun lokaliteter som hadde erfart alvorlige PD-utbrudd valgte & brakklegge far
neste innsett. Resultatene indikerer at brakklegging av enkeltlokaliteter ikke er tilstrekkelig i
et endemisk omrade. Smitten kan opprettholdes i naermiljget pa grunn av nzrliggende anlegg.
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Brun et al. (2006) fant at selv kort tids brakklegging (lokaliteten tom far aktuelt utsett) ga
redusert risiko for PD-utbrudd.

4.4. Flytting av fisk i sj@

McLoughlin et al. (2003) fant at anlegg som flyttet fisk under den marine
produksjonssyklusen hadde seks ganger starre risiko for a fa PD enn de som ikke flyttet fisk.
Det var 0gsa en sterk assosiasjon mellom tauing av merder og PD-forekomst, noe forfatteren
forklarer med at tauing er stressende for fisken. I Rodger & Mitchell var assosiasjonen
mellom flytting av fisk og PD signifikant for aret 2003, men ikke for 2004. For begge ar var
det en trend for hgy dedelighet ved flytting av fisk, men assosiasjonen var ikke statistisk
signifikant. |1 Brun et al. (2006) ble det funnet en assosiasjon mellom flytting av fisk i sjg og
PD-utbrudd, men estimatet var ikke signifikant pa 95 % niva.

4.5. Lakselus og lusebehandling

Rodger & Mitchell (2005) fant en positiv assosiasjon mellom lusebelastning og PD-utbrudd i
2003, men ikke for 2004. De fant ingen assosiasjon mellom lusebelastning og PD-utbruddets
alvorlighetsgrad. | denne rapporten pekes det igjen pa at lakselus utgjer en stressfaktor for
fisken, men ogsa pa lakselusas mulige rolle som vektor for PD-viruset. | Brun et al. (2006)
synes lusebehandling & redusere risikoen for PD-utbrudd. | studien oppgav noen anlegg at de
ikke hadde behandlet mot lus. Forfatterne knytter den beskyttende effekten opp mot at lav
lusebelastning gir fisken god fysiologisk kondisjon og dermed bedre generell motstandskraft
mot infeksjoner.

4.6. Stress og fiskens motstandskraft

McVicar (1987) trekker frem stress og handtering som faktorer som gker risiko for PD-
utbrudd. I en irsk studie fra 2002 (McLoughlin et al. 2003) hadde 0-aringer tre ganger starre
sannsynlighet for & fa PD-utbrudd enn varsmolt. En usikkerhetskilde i denne studien var at
nullaringene ble flyttet mer enn ettaringene. En lignende tendens ble sett pa 2003G, men ikke
pa 2004G (Rodger & Mitchell 2005). Det var ingen assosiasjon mellom smoltvekt og PD-
relatert dedelighet. |1 Brun et al. (2006) ble det oppgitt om fisken hadde blitt handtert og/eller
at den hadde veert utsatt for reduksjon i oksygeninnhold i sjg, stgrre temperatur- eller
salinitetsendringer i forkant av PD utbruddet. Slike mulige stressfaktorer er vanskelig &
kvantifisere, men forfatterne konkluderer med at resultatene indikerer at stressinduserende
faktorer kan akselerere utviklingen av en latent PD-infeksjon slik at utbrudd framprovoseres. |
samme studie ble det ikke pavist forskjeller mellom var- og hgstsmolt med hensyn til
forekomst av PD eller den gjennomsnittlige tid i dager fra utsett til utbrudd.

4.7. Settefiskanlegg
McVicar (1987) fant ingen assosiasjon mellom forhold i ferskvannsmiljeget og PD-utbrudd i
sjg. Forfatteren konkluderer derfor med at det primare reservoaret til PD ligger i det marine
miljg.

McLoughlin et al. (2003) fant ingen assosiasjon mellom antall smoltleverandgrer og risiko for
PD-utbrudd. Dette i motsetning til det som er funnet for virussykdommene ILA og IPN i
Norge (Jarp et al. 1994; Jarp & Karlsen 1997; Vagsholm et al. 1994).

4.8. Foring
| irske studier ble det sett pd sammenhengen mellom utforing i forkant av utbrudd og
dadelighet under pafglgende utbrudd. For 2004 indikerte resultatene at det var stgrre
sannsynlighet for hgy dedelighet under PD-utbrudd ved sterk utforing (>1 %) sammenlignet
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med svak utforing (<1 %), men forskjellene var ikke signifikante (Rodger & Mitchell 2005). |
den norske studien (Brun et al. 2006) synes anlegg med maltidsféring a ha noe lavere risiko
for PD-utbrudd enn anlegg med kontinuerlig féringsregime. | denne studien ble det imidlertid
ikke klart definert hva den enkelte oppdretter la i begrepet maltidsforing.

4.9. Miljegfaktorer
McLoughlin et al. (2003) fant en assosiasjon mellom redusert risiko for PD og lavt individtall
pa lokalitets- (<250 000) og merdniva (<20 000), mens Rodger & Mitchell (2005) ikke fant
den samme assosiasjonen. | samme studien fant man heller ingen assosiasjon mellom tetthet i
merd og risiko for PD. Produksjonen foregdr mindre intensivt i Irland enn i Norge. Det er
derfor usikkert hvorvidt de irske erfaringer ogsa vil gjelde i Norge.

4.10.  Vaksinasjon
Det er utviklet en PD-vaksine basert pa SAV1. Komponenten ma gis for seg selv, minst 2-3
uker fgr den ordinere vaksinedosen gis.

Rodger & Mitchell (2005) undersgkte effekten av denne vaksinen i felt. For 2003 fant en at
vaksinering ikke ga redusert risiko for PD-utbrudd. For 2004 fant en at vaksinert fisk hadde
noe lavere risiko for PD-utbrudd, men resultatet var ikke statistisk signifikant. I lokalitetene
som hadde bade vaksinert og ikke-vaksinert fisk fant man antydning til lavere dgdelighet hos
vaksinert fisk under utbrudd.

Det er under utvikling en PD-vaksine fra samme firma som er basert pa tilsvarende teknologi,
men med hgyere antigenkonsentrasjon. Vaksinen vil vere under godkjenning, men kan
forventes a vere tilgjengelig for praktisk bruk etter sgknad i 3. kvartal i 2007.

Brun et al. (2006) fant at grupper som var vaksinert mot IPN og Moritella viscosa hadde
lavere risiko for PD-utbrudd enn grupper som ikke var vaksinert. En forklaring kan veere at
beskyttelse mot vintersar gir fisken bedre fysiologisk konstitusjon eller at multivalente
vaksiner formulert med oljeadjuvans gir en uspesifikk beskyttelse mot virusinfeksjoner, slik
det er vist for ILA og IPN.

4.11.  Avl for gkt motstandskraft mot PD

I en feltstudie fra vestkysten av Irland (Norris 2006) er det for egenskapen “dedelighet ved
PD” beregnet en arvbarhet (h2) pa 0,2, dvs at 20% av den observerte variasjonen mellom
sgskengrupper skyldes arvbare egenskaper. Beregningen er basert pa registrering av PD-
assosiert dedelighet under et naturlig utbrudd i en populasjon pa 6000 PIT-tag merkede laks
fra 150 familier. Andre irske studier indikerer en signifikant stammevariasjon med hensyn til
respons pa eksperimentell (Graham et al. 2005b) og naturlig infeksjon (Rodger & Mitchell
2005). Potensialet synes dermed a vere tilstede for avl for gkt motstandskraft mot PD.
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5. Sykdomsdiagnostikk

For & stille sykdomsdiagnoser er det ngdvendig med kunnskap om sykdom og
sykdomsutvikling, om agens, om vert og om tilgjengelige diagnostiske metoder. Diagnostisk
arbeid inkluderer all tilgjengelig informasjon om sykehistorie, kliniske observasjoner,
obduksjonsfunn og resultater av laboratorieundersgkelser. Et ngkkelspgrsmal er om funn av
agens og/eller en vertsreaksjon i form av antistoffrespons kan bidra til & forklare arsaken(e) til
de aktuelle sykdomsproblemene eller ikke. Ulike sykdomsproblemer kan forekomme samtidig
pa en lokalitet, og det er derfor ngdvendig med en helhetlig tilnerming til problemene.

Ved Veterinarinstituttet stilles en PD-diagnose per i dag nar fglgende krav er oppfylt:
Pavisning av karakteristiske vevsskader ved histologisk undersgkelse av praver fra klinisk syk
fisk og pavisning av SAV i vevsmateriale fra fisk med slike forandringer og/eller ved
pavisning av spesifikt antistoff i blodpraeve fra slik fisk.

5.1. Laboratoriemetoder for diagnostikk av PD

5.1.1. Histologisk undersgkelse
Vevsprever tas ut ved obduksjon og fikseres i 10% fosfatbufret formalin. Etter minimum 24
timer blir prgvene videre preparert og stept inn i parafinvoks. Tynne snitt (4 to 6 m) blir sa
farget med hematoxylin og eosin (HE) og undersgkt i lysmikroskop.

Fordelen med denne metoden er at den er bred og ikke bundet av hvilke(n) sykdom(mer) som
i utgangspunktet er mistenkt. Under forutsetning av at den aktuelle sykdommen har gitt
vevsskader i de vev som undersgkes, vil undersgkelsen bade fange opp vevsforandringer som
kan bekrefte eller avkrefte mistanke om PD, og den kan gi pekepinn mhp. alternative
sykdomsdiagnoser eller tilleggsdiagnoser. Vev innsendt for histologiske undersgkelser brukes
ogsa for immunhistokjemiske undersgkelser for pavisning av infeksigse agens (se punkt
5.1.2). Histologiske undersgkelser er godt egnet for a oppdage nye sykdomstilstander.

Ulempen med histologiske undersgkelser er at de er ressurskrevende og at de kan ta lang tid,
spesielt hvis det er behov for tilleggsundersgkelser som spesialfarginger etc.

5.1.2. Pavisning av SAV

Immunhistokjemisk undersgkelse

Metoden gar i korthet ut pa at vevssnitt (fra blokk med parafininnstgpt vev, se ovenfor)
inkuberes med monoklonalt antistoff mot SAV. Deretter vaskes snittet og tilsettes reagenser,
som ved hjelp av en fargereaksjon synliggjer om antistoff mot SAV har blitt bundet i snittet.
Metoden er effektiv for & pavise SAV i akutte nekroser i eksokrint pankreasvev og
sannsynliggjer pa den maten at viruset er arsak til de observerte skadene. Men siden akutt
pankreasnekrose bare opptrer tidlig i sykdomsforlgpet har metoden begrenset anvendbarhet
(Taksdal et al. 2003). | en oppsummering av diagnostisk materiale over 4 ar, ble SAV pavist

pa denne maten i 12 % av utbruddene (Taksdal et al. 2007).

Dyrking i cellekultur

Tidligere har det blitt ansett & vaere vanskelig & isolere SAV i cellekultur (Christie et al. 1998),
men ved Veterinarinstituttet er SAV isolert fra et stadig starre antall sykdomsutbrudd de siste
arene. Anbefalt prevemateriale er hjerte- og nyrevev. SAV kan ogsa isoleres fra blodprgver
(Jewhurst et al. 2004), men dette betinger at prgven er tatt ut i viremisk fase tidlig i
infeksjonsforlgpet.
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Undersgkelsen felger vanlige prinsipper for cellekulturdyrking, men med noen tilpasninger
spesielt for PD-virus. Vevsprgver innsendt pa transportmedium homogeniseres og sas ut pa
CHSE-214 cellekultur (Chinook salmon embryo) og inkuberes i ca 14 dager for passasje til
nye cellekulturer (standard prosedyre ved Veteringrinstituttet). Oppformering av virus kan
observeres ved forandringer i cellekulturen (cytopatogen effekt, CPE), men denne er
imidlertid ikke alltid typisk. Cellekulturene undersgkes for SAV ved hjelp av en antistofftest
(IFAT) eller lignende metoder uansett om CPE observeres eller ikke. Flere laboratorier i bade
inn- og utland har rapportert at ogsa BF-2 celler (Bluegill fry) er mottakelige for SAV.
Viruset isoleres i flere tilfeller i denne cellelinjen fra praover fra laksefisk innsendt for
sykdomsdiagnostikk eller i forbindelse med overvakningsprogrammet for VHS/IHN.

Virusisolering i cellekultur har tradisjonelt veert betraktet som standard metode innen
virologisk diagnostikk. Fordelen med metoden er at pavist virus representerer infektivt virus, i
motsetning til antistoff-baserte teknikker (som for eksempel immunhistokjemi og IFAT) og
PCR hvor hhv virusprotein eller nukleinsyrer pavises. Isolering av SAV fra sykdomsutbrudd
synes a veere

avhengig av nar i infeksjonsforlgpet pravene tas og hvilke organer som prgvetas, samt hvor
lenge cellekulturene inkuberes etter utseed av prevemateriale. Som omtalt tidligere (kap. 1.3)
utvikler infisert fisk en beskyttende immunrespons, og virusngytraliserende antistoffer er
pavist (Houghton & Ellis 1996; Graham et al. 2003a). Dette medfgrer at det kan vere
vanskelig & dyrke SAV fra fisk som er sent i sykdomsforlgpet.

Dyrking av virus i cellekultur er generelt tidkrevende, og det kan ga 5-6 uker for resultat
foreligger, spesielt hvis det er lite virus i prevematerialet. Dette begrenser bruk av dyrking nar
det trengs rask diagnose, men virusdyrking er samtidig viktig for bekreftelse av andre
diagnostiske funn og for videre karakterisering av virus.

PCR

Ved PCR (polymerase kjedereaksjon) oppformeres spesifikke nukleinsyresekvenser av
virusgenomet. Ved hjelp av utvalgte "primere” (korte, komplementaere nukleinsyresekvenser
som binder spesifikt til bestemte nukleinsyrer) kan gensekvenser i bestemte omader
oppformeres og identifiseres. Ved undersgkelse av RNA-virus ma det farst lages en kopi-
DNA ved hjelp av enzymet revers transkriptase (RT) for PCR utferes (RT-PCR). Denne type
metodikk har et stort anvendelsespotensial innenfor veteringrmedisinsk diagnostikk og
sykdomskontroll (Belak et al. 2007) og tas i stadig sterre grad i bruk ved diagnostikk av
infeksigse sykdommer hos fisk.

Det anvendes ulike varianter av PCR: konvensjonell og real-time RT-PCR. Ved
konvensjonell RT-PCR pavises sluttproduktet i reaksjonen, som oftest ved agarose-
gelelektroforese. For & verifisere eventuelt pavist virus, identifiseres PCR-produktet ved
sekvensering. Ved real-time (”sanntids”) RT-PCR, kan reaksjonen fglges underveis da det
som oftest benyttes en fluorescerende probe (spesifikk nukleinsyresekvens) som gir lyssignal
etter hvert som den utvalgte sekvensen oppformeres. Real-time RT-PCR anses generelt & ha
hgyere sensitivitet enn konvensjonell RT-PCR samtidig som risiko for kontaminering er
mindre. Metoden er spesielt egnet for undersgkelse av store prgveserier,

Grunnlaget for PCR-basert metodikk for pavisning av SAV ble lagt da gensekvenser fra
SPDV (SAV1) og SDV (SAV?2) ble publisert (Weston et al. 2002; Villoing et al., 2000). | den
senere tid er den norske varianten av viruset (SAV3) sekvensert og karakterisert (Hodneland
et al. 2005). Dette muliggjorde etablering av PCR-metoder spesielt tilpasset denne varianten
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(Hodneland & Endresen 2006). Selv om det hittil er pavist liten variasjon av SAV3 i Norge,
er det viktig a sekvensere nye isolater fra sykdomsutbrudd for & kunne foreta tilpasninger i
PCR-metodene til eventuelle nye virusvarianter.

Generelt har PCR-baserte metoder hgyere sensitivitet og spesifisitet enn andre
pavisningsmetoder, men det er ikke ngdvendigvis infektivt virus som pavises. Resultatet kan
foreligge raskt ved denne type undersgkelser, men utstyret og reagenser er relativt dyre og det
stilles ogsa spesielle krav til lokaler for & unnga krysskontaminering av prgvene. Vanligvis
benyttes sma vevsbiter til undersgkelsen. Ulik fordeling av virus i vevet kan derfor veere et
kritisk punkt, spesielt ved subkliniske infeksjoner hvor det kan veere svert lite virus tilstede.
Anbefalt prevematerialet ved sykdomsmistanke er hjerte og nyre, men SAV kan ogsa pavises
i andre vev ved PCR, inkludert blodpraver tidlig i infeksjonsforlgpet.

5.1.3. Pavisning av antistoff mot SAV i blodprever fra fisk.

En virus ngytralisasjonstest er utviklet ved forskningsmiljgene i Belfast (Graham et al. 2003a,
Graham et al. 2005a), og en modifisert versjon er etablert ved Veterinarinstituttet (Taksdal et
al. 2007). Metoden gar i korthet ut pa at ulike fortynninger av plasma/serum blandes med en
kjent mengde av et definert SAV isolat. Blandingene blir deretter sadd ut i cellekultur. Etter
vel en ukes inkubering, undersgkes cellekulturene for SAV ved hjelp av en immunfluoresens
test (IFAT). Mengde ngytraliserende antistoff i preven (antistofftiter) angis som den hgyeste
fortynningen (invers verdi) av plasma/serum som evner & ngytralisere viruset.

Tilstedevaerelse av SAV i blodpreven som skal undersgkes vil utgjgre et problem ved
utfarelsen av testen og kan fare til falske resultater. Det inkluderes derfor kontrollpraver for a
kunne avklare om blodprgven inneholder infektivt SAV.

Fordelen ved denne metoden er at den vil kunne identifisere fiskegrupper som har veert smittet
med SAV. Searlig seint i sykdomsforlgpet nar histopatologisk undersgkelse har vist
forandringer som kan vere forenlige med PD, men uten at de er helt typiske, har
ngytralisasjonstesten veert viktig for vurdering av sannsynlig sykdomsarsak. Metoden har vart
brukt i stort omfang og med godt resultat ved screening av oppdrettet og vill laksefisk i Nord-
Irland (Graham et al. 2003a).

Ulempen med ngytralisasjonstesten er at den er tid- og ressurskrevende. Forsgk pa a utvikle
raskere og mer kostnadseffektive metoder for pavisning av antistoff mot SAV i blodpraver
har sa langt ikke lykkes.
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Metode

Pavisning av

Prgvemateriale

Referanser

Histologi

Vevsforandringer

Gjelle, hjerte, lever,
pankreas, nyre, milt og
skjelettmuskel

McLoughlin et al. 1995
McLoughlin et al. 2002
Taksdal & Olsen 2004
Taksdal et al. 2007

Cellekulturdyrking

Virus (hele)

Nyre, hjerte

Nelson et al. 1995
Castric et al. 1997
Lopez-Doriga et al. 2001

Serum/plasma

Jewhurst et al. 2004

Immunhistokjemi

Virus (protein)

Pankreas

Taksdal et al. 2003
Taksdal et al. 2007

RT-PCR

Virus (arvestoff)

Nyre, hjerte

Villoing et al. 2000
Taksdal et al. 2007

Real-time RT-PCR

Virus (arvestoff)

Nyre, hjerte

Hodneland & Endresen 2006
Graham et al. 2006a

Real-time RT-PCR

Virus (arvestoff)

Serum/plasma

Graham et al. 2006a

Ngytralisasjonstest

Antistoffrespons

Serum/plasma

McLoughlin et al. 1998
Graham et al. 2005a
Taksdal et al. 2007

Tabell 2. Oversikt over de viktigste metodene som brukes for diagnostikk av PD.

5.2. Risikobasert overvakning
Man har erfart at det kan ga lang tid mellom smitte og utbrudd av PD samt at fisk kan vere
infisert med SAV i lang tid etter et sykdomsutbrudd. Det er ogsa vist at matfisk har veert
smittet uten at det ble registrert klinisk sykdom pga PD i populasjonen (Graham et al. 2006b).
Samtidig er neringen strukturert slik at det er betydelig risiko for spredning av smitte
gjennom uheldige produksjonsrutiner som blant annet ved flytting av fisk i sjgvannsfasen og
annen smittemessig kontakt mellom lokaliteter.

Delvis for & bate pa dette har det veert satset en del pa virusundersgkelser av mer eller mindre
tilfeldig, frisk fisk. Man ma da veere klar over at sjansen for a oppdage eventuelt smittet fisk
kan vaere liten, at fisk pa lokaliteten kan bli smittet etter et prgveuttak, og at en infeksjon som
ikke var pavisbar ved prgveuttaket kan oppformeres i ettertid. Ved a inkludere prever av
klinisk syk fisk gker sannsynligheten for a oppdage sykdomsfremkallende infeksjoner.
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6. Pagaende forskning og behov for kunnskap

6.1. Pagaende forskning i Norge og i utlandet

6.1.1. Oversikt fra Norge

Prosjekttittel Prosjektleder/Institusjon | Prosjektperiode | Referanse
Alphavirus (Togaviridae) fra Are Nylund, Universitetet | 1.7.05- 31.12.07 | NFR-nr:
laksefisk i norsk oppdrett. i Bergen 164712
Karakterisering, vertikal

overfgring og studie av vevs/celle-

tropisme.

Pancreas disease in Atlantic Torunn Taksdal, 1.1.06 - 31.12.08 | NFR-nr:
salmon and rainbow trout; Veteringrinstituttet 172179
pathogenesis and risk factors

Salmon heart diseases: HSS, Are Nylund, Universitetet

HSMI, CMS and SAV disease i Bergen

Pancreas Disease: Genetic Agua Gen AS i samarbeid | Mai 05 — mai 08
components and correlations — a med Marine Harvest

field trial Norway AS

Areapathogen — spredning av Havforskningsinstituttet NFR-nr:
smittestoffer i sjg 178243
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6.1.2. Oversikt fra utlandet

Prosjekttittel

Prosjektleder/Institusjon

Prosjektperiode

Epidemiology — Update from Scotland

Rob Raynard, Fisheries
Research Services,
Aberdeen, Scotland

Pancreas disease (PD) epidemiology
investigations in Ireland 2006

Hamish Rodger, Vet-
Agqua International,
Galway, Ireland

Aetiology and Longitudinal Studies

David Graham,
Veterinary Science
Division, Belfast

SAREF project in Scotland — “The aetiology
and epidemiology of PD, HSMI and CMS in
Scotland”

Ferguson, Adams,
Thompson and Costa,
University of Stirling,
Scotland

lan Bricknell, FRS Marine
Laboratory in Aberdeen,
Scotland

Heritability of mortality in response to
natural Pancreas Disease challenge in
Atlantic salmon post-smolts on a West of
Ireland sea site.

Ashie Norris, Marine
Harvest Ireland

Evaluation of selected biophysical David Graham, - December 2006
properties of the salmon pancreas disease Veterinary Science
virus Division, Belfast/Marine
Institute, Galway, Eire
Site investigations and disease management | David Graham, -December 2007

of the pancreas disease virus in Irish farmed
salmon.

Veterinary Science
Division, Belfast/Marine
Institute, Galway, Eire

Experimental study of vertical transmission
of SPDV in rainbow trout

Castric and Cabon, Afssa-
site de Brest, France

6.2. Forskning for bedret sykdomskontroll
Det er stort behov for kunnskap og hjelpemidler som gir bedre muligheter for naeringsaktarer
og det offentlige & drive “fiskehelse-management” som forebygger og begrenser

sykdomsspredning pa bade kort og lang sikt:

6.2.1. Diagnostiske metoder og virusdeteksjon
Generelt trengs det grundigere kunnskap om patogenese og patofysiologi ved PD. Dette er
viktig for & forstd mer om hvordan sykdommen utvikler seg, og hvilke mekanismer som er

involvert.
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Det er stort behov for & utvikle metoder som raskt, sikkert og kostnadseffektivt kan detektere
PD eller SAV-infeksjon. ELISA for pavisning av antistoff mot SAV kan vere en
hensiktsmessig metode som det ikke har lyktes a utvikle sa langt. Det foreligger en
immunohistokjemisk metode som kun fungerer pa vev fra fisk i den akutte fasen av
sykdommen. Det er stort behov for a videreutvikle en slik metode, der man kan pavise viruset
lengre utover i sykdomsforlgpet. Utvikling av nye antistoffer mot SAV kan bli ngdvendig i en
slik prosess. In situ-hybridisering er ogsa en aktuell metode for pavisning av SAV i vevssnitt.
Videre vil det veere nyttig med protokoller der man kan pavise flere patogener i samme
vevssnitt, for eksempel dobbel immunohistokjemi. Ofte vil fgrste innsendelse av materiale fra
et sykdomsutbrudd kun bestd av formalinfiksert materiale, i tillegg til bakteriologiske- og
parasittologiske undersgkelser. Det er derfor av stor verdi a utvikle en PCR-metode der man
kan detektere SAV fra formalinfikserte organer.

Generelt er det et Igpende behov for validering og sammenligning av metoder som brukes
diagnostisk og til viruspavisning. CMS og HSMB er viktige differensialdiagnoser til PD. Det
er viktig & fastsla etiologien til disse lidelsene, da dette vil veere farste steg til & utvikle nye
metoder som kan stgtte klinikk, obduksjonsfunn og histopatologiske undersgkelser i
diagnostikken.

6.2.2. Eksperimentelle sykdomsmodeller
For & kunne evaluere og dokumentere effekten av vaksiner under kontrollerte forhold, er det
avgjerende med en god smittemodell der man kan fremkalle tilstrekkelig dadelighet. Dette er
ogsa et viktig verktay i avilsarbeid for genetisk basert motstandskraft og for & kunne teste og
dokumentere effekten av immunstimulanter. Det er videre aktuelt med mer inngdende studier
av koinfeksjoner mellom PD og andre sykdommer, for eksempel IPN.

6.2.3. Virusutskillelse og -overlevelse
Selv om man vet en del om virusets infeksjon og reproduksjon i de forskjellige organer ved
PD-infeksjon, mangler man kvantitative undersgkelser om virusutskillelsen i ulike deler av
infeksjonsforlgpet. Nar er infiserte grupper mest smittsomme for annen fisk? Det hadde veert
en styrke & ha en metode som kunne detektere utskillelse av SAV i vann.

Det er pa vei ny kunnskap om overlevelse av viruset. Det er imidlertid gnskelig med flere
studier i normalt (udesinfisert) sjgvann under relevante forhold. Det foreligger i dag liten
kunnskap om hvor stor eksponering (konsentrasjon/tid) som ma til for & utvikle infeksjon og
sykdom. Sammen med den kunnskapen som er under publisering kunne dette gitt en god
pekepinn pa hvilke utfordringer man star overfor nar det gjelder a kontrollere horisontale
smitteveier.

Det ber ogsa undersgkes hvilken motstandskraft viruset har mot flere vanlig brukte
(godkjente) kjemiske desinfeksjonsmidler inkludert ozon, og UV. Studiene ber gjgres bade i
ferskvann og sjgvann ved ulike temperaturer.

Ny informasjon om dette vil veere viktig for prioritering mellom aktuelle zoo-sanitaere tiltak
og & malrette bade naringsaktarenes og det faglige forvaltningsapparatets aktivitet dit man far
”mest forbedring for pengene”.

6.2.4. Reservoarer i akvatisk fauna
Mer kunnskap om reservoarene til SAV har avgjerende betydning for & kunne bryte
smitteveier. Man vet pr. i dag at reservoaret i oppdrettet laks og regnbuegrret i sjg er viktig.
Det er imidlertid usikkert om et reservoar i settefiskanlegg spiller noen epidemiologisk rolle.
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Det er stort behov for & avklare hvilke ville arter som eventuelt kan veere reservoar for SAV.
Seerlig gjelder dette marine arter som er lokalt utbredt i oppdrettsregionene, inklusive
krepsdyr og skjell.

6.2.5. Vertikal overfgring av SAV
Det er vist at potensialet for vertikal overfaring av SAV er til stede. Forelgpig vet vi lite om
relevansen av dette under naturlige forhold. Det er derfor viktig & gjennomfare flere studier
rundt dette for a avgjere om vertikal overfgring er en smittevei av betydning i norsk oppdrett.

6.2.6. Molekyleargenetiske undersgkelser og virulensstudier av SAV

Det er gjort en del arbeid pa genotyping av viruset. Resultatene viser at det er relativt sma
forskjeller innad i de norske isolatene. Der ser likevel ut til & vare forskjeller i virulens
mellom de ulike variantene. Det er behov for mer kunnskap om hva som utlgser disse
forskjellene i virulens. Det er funnet at fisk bade i ferskvann og saltvann har veert baerere av
PD-viruset, uten at det har oppstatt sykdom. Er dette snakk om avirulente varianter av viruset?
Videre er det vanskelig & fremkalle dgdelighet gjennom kontrollerte smitteforsgk i kar. Ma
det endringer til i fiskens fysiologi for at sykdom skal bryte ut? Hvor mye har stress a si for at
sykdom skal bryte ut?

Selv. om narmere Kkarakterisering av genetisk variasjon ma sies & vere en
grunnforskningsoppgave, kan slik informasjon vere et godt verktgy for epidemiologisk
sporing og utbruddsoppklaring.
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