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Arbeidsoppgaver i prosjektet

Innsamling av organmateriale fra stamfisk — prescreening og virus-analyse ved

gyting.

1)

2)

Det samles inn organmateriale (nyre) fra inntil 60 individer fra de ulike
familiepopulasjoner av stamfisk. Vevet overfgres til RNAlater og
transportmedium/glyserol for oppbevaring ved -20C. Analysene omfatter
real-time PCR og dyrkning pa cellekultur. Prevalensen bestemmes.

Det samles inn nyreprgver, rognvaeske og melke fra gytende stamfisk for
dyrking pa nyre og RT-PCR analyse av IPNV i nyre og rognvaeske. Analysen
utfgres raskt, slik at det skal vaere mulig a innkubere kun rogn som i fglge
analysen er virus-fri. Hensikten er a finne ut om innlegging av kun "virus-
fri” rogn kan redusere faren for IPN utbrudd i tidlig yngel fase.

Det ble mottatt prgver fra 2 ulike stamfiskanlegg i SalmoBreed, Sjgtroll (Jakta) og fra Osland
Havbruk. Hos Osland Havbruk ble det bygget opp ny rogn-avdeling med 100 enkelt
inkubatorer for & kunne legge inn rogn, og selektere bort grupper med tidlig IPN utbrudd.

De metodene som ble benyttet ved laboratorieundersgkelsene var som beskrevet i
sgknaden og i korthet som fglger:

1) RNAlater prgver av nyre og rognvaeske ble analysert ved real-time PCR. Analysene

2)

3)

4)

ble satt opp slik at alle varianter av norske IPNv isolater vil pavises og alle
individer undersgkes separat (ikke samleprgver). Prgvene ble undersgkt
fortlgpende etter mottak ved laboratoriet. Resultatene ble meddelt til innsender
pr mail.

Parallelle organprgver (fra nyre/rognvaeske) av real-time PCR positive prgver ble
undersgkt ved virusdyrkning pa cellekultur (fra Osland Havbruk). Pavist CPE i
cellekulturene ble verifisert ved RT-PCR (diagnostisk PCR).

Virus fra ELISA positive supernatanter opparbeides for sekvensering som sendes
til MWG i Tyskland for sekvensering.

Grunnlaget for vraking av rognbatcher ble basert pa resultatene fra real-time
analyser av rognvaskeprgvene.



Sjgtroll - Jakta

Det ble tatt ut prgver fra hunnfisk fra Jakta for PCR undersgkelser fra rognvaeske og fra nyre.
Prgvene var fordelt som fglger:

Rognveeskeprgver (real-time PCR)
Det ble mottatt 262 rognvaeskeprgver. Alle ble analysert ved real-time PCR og av disse var 8
positive.

Nyreprgver (real-time PCR)

Antall nyreprgver som ble mottatt pd RNA-later mottatt var 266 stk, dvs. at disse prgvene
ogsa inkluderte alle de fiskene hvor det ble mottatt rognvaeskeprgver. Alle nyreprgvene ble
analysert ved real time PCR og det ble pavist 7 positive prgver. Ingen av de som var positive i
rognvaeske var samtidig positive i nyre.

Hannfisk
Totalt ble det mottatt 23 prgver fra melke som alle ble undersgkt ved real-time PCR. Ingen
var positive.

Oppsummert ble det funnet 8 positive prgver fra rognveeske og 7 positive fra nyre av totalt
266 undersgkte individer ved bruk av real-time PCR metode. Dette gir en prevalens pa
henholdsvis 3.1 og 2.6 % for rognveaeske og nyre. Hvis vi ser resultatene fra rognvaeske og
nyre under ett og gj@r beregningen pa basis av 266 individer har vi en prevalens viruspositive
pa 5.7% i denne populasjonen.

Osland Havbruk

Fra hunnfisk ble det tatt ut prgver for real-time PCR av rognvaske og nyre. Samtidig ble det
tatt ut nyrevev for dyrkning.

Rognveeske (real-time PCR)

Det ble tatt ut 470 rognvaeskeprever totalt. Prgvene ble ikke preservert fgr innsendelse. Alle
prgvene ble analysert ved real-time PCR. Av disse var 30 prgver positive som gir en prevalens
pa 6.4%.

Nyreprgver (til real-time PCR undersgkelse)

Av de 470 hunnfiskene som det ble tatt rognvaeskeprgver fra ble det gjort et tilfeldig utvalg
for uttak av nyreprgver fra 88 individer som ble overfgrt til RNA-later fgr innsendelse til
laboratoriet. Dette uttaket ble gjort uten kjennskap til hvilke av de 470 fiskene som var
positive for IPNV i rognvaeske. Alle nyreprgvene ble analysert ved real-time PCR og av disse
ble det kun funnet 1 positiv prgve. Dette gir en prevalens pa 1.14%.

Nyrepragver (for virusdyrkning)

Fra de samme 88 fiskene som beskrevet ovenfor ble det mottatt nyreprgver pa
transportmedium (tilsatt antibiotika) for virusdyrkning. Alle prgvene ble undersgkt ved
virusdyrkning pa cellekultur (CHSE celler/2 passasjer ihht gjeldende OIE prosedyrer). Av disse



var 26 prgver positive for IPNV hvor positive diagnose ble verifisert ved diagnostisk RT-PCR.
Dette gir en prevalens pa 29.5%.

Hannfisk

Det ble undersgkt til sammen 93 prgver fra melke fra hannfisk (fra Osland). Alle prgvene ble
undersgkt ved real-time PCR og ingen prgver er undersgkt ved celledyrkning da erfaringen er
at melke gir uspesifikk skade pa cellene (cytotoksisitet) som umuliggj@r en sikker avlesning.
PCR er derfor den beste og kanskje eneste metoden.

Av de 93 prgvene som ble undersgkt var det 1 positiv prgve. Dette gir en prevalens pa 1.1%.

Oppsummering - virusp@visning

e Undersgkelse av rognvaeskeprgver ved real-time PCR fra 470 hunnfisk viste en
prevalens pa 6.4% (30/470 positive) og virusdyrkning fra nyre fra 88 hunnfisk (fra
samme populasjon som de 470 fiskene) gav en prevalens pa 29.5%.

e Avde 30 hunn-fiskene (av 470) som var positive for IPNV ved real-time PCR fra
rognvaske var 1 fisk positiv bade ved PCR undersgkelse og ved dyrkning fra nyre.

e Avde 30 hunn-fiskene (av 470) som var positive for IPNV ved real-time PCR fra
rognvaeske var ytterligere 3 fisk positive ved dyrkning fra nyrevev

e Samlet sett ble kun 4 fisk funnet positive i bade nyre og rognvaeske for IPNV og
det sdledes darlig samsvar mellom virus positivitet i rognvaeske og nyre

Konklusjonen blir at det er darlig sammenheng mellom de ulike metoder og de
ulike organer.

e Avde 470 hunnfiskene ble det tatt nyreprgver fra 88 individer for PCR og
virusdyrkning
0 Ved real-time PCR ble 1 fisk funnet positiv for IPNV
0 Ved dyrkning ble 26 fisk funnet positive for IPNV

Dette understreker ytterligere den darlige sammenheng mellom dyrkning og real-
time PCR.

Samlet sett har vi funnet at virusdyrkning fra nyre er en mer sensitiv metode
enn real-time PCR pa nyrevev.

Pa rognvaeske ble det kun kjgrt RT-PCR. Ut fra resultatene pa nyrevev er det
viktig a viderefgre prosjektet med dyrking av prgver fra rognvaeske.

Diskusjon/kommentarer

Det er ikke samsvar mellom resultatene som oppnas for real-time PCR og dyrkning mhp.

antall positive individer i populasjonen som vi har undersgkt. Disse resultatene er basert pa
undersgkelse av nyrevev fra samme fisk. Pa basis av at vi finner sa fa virus positive ved real-
time PCR har vi ogsa sett pa muligheten for at det kan veaere forskjeller i virusets genom i de



omradene som er benyttet for primer og probe-design uten at vi har kunnet pavise det som
en forklaringsmodell for de paviste forskjeller. Som det vil framga av resultatene nedenfor
(sekvensering) er det motiv-forskjeller pa lakse- og @rretisolater av IPNV, men dette gir ikke
forklaringsgrunnlag for de paviste forskjeller mellom de metodene som er benyttet.

| tillegg er det forskjeller for ulike organer fra samme individ og vi finner ikke samsvar
mellom de to undersgkelsesmetodene, real-time PCR og virusdyrkning. Hgyest prevalens i
nyre ble funnet for virusdyrkning (29.5%) mens ved real-time PCR ble prevalensen funnet a
vaere sa lav som 1.14%. Dette er i stor kontrast til tidligere undersgkelser som vi har veert
med pa og hvor det ble funnet god sammenheng mellom de to metodene fra samme vev.
Dette gir grunnlag for ytterligere undersgkelser og setter ogsa et spgrsmalstegn ved den
prevalensen som ble funnet for rognvaeskeprgver ved bruk av real-time PCR (6.4%).

Betydning av IPN virus pavisning i nyrevev i forhold til vertikal overfgring er usikker.
Antagelsen vil vaere at pavisning av IPN virus i rognvaeske har stgrst betydning for vertikal
overfgring (relativt til pavisning i nyrevev), men her kan det vaere forskjeller mellom ulike
fiskearter. En prevalens pa over 25% i nyre (eller rognvaeske) for laks ville veert et unormalt
heyt tall. Tidligere undersgkelser har vist en prevalens ned mot eller under 1% ved
undersgkelser av nyre fra laks, selv fra populasjoner som har gjennomgatt en IPN virus-
infeksjon i Igpet av produksjonssyklus. Hvorvidt et sa hgyt baerertall i grretpopulasjonen kan
veere med pa a forklare de IPN problemer som har vaert observert de seneste arene ma
framholdes som en mulighet. Melke synes ikke a vaere smittekilde for IPN virus i en stamfisk
populasjon av grret, noe som sammenfaller med det som er funnet for laks.

Ettersom det var stor forskjell i resultatene i analyser med real-time-PCRog dyrking, fikk en
ingen palitelig informasjon om forholdet mellom prevalens i nyre og gonadevaeske. Det er
viktig a klarlegge dette forholdet.

Sekvensering

For @8 sammenligne sekvenser innen et anlegg og for a kunne sammenligne virusvarianter og
sekvenser fra stamfisk hos grret med det som er funnet for laks, ble det mottatt 90
nyreprgver pa transportmedium (for virusdyrkning) fra Osland. Dette var de samme prgvene
som beskrevet ovenfor hvor det ble tatt ut parallelle prgver for real-time PCR analyser pa
rognvaeske og nyrevev. Prgvene ble homogenisert direkte i transportmediet og
homogenatet ble inokulert pa levende fiskeceller som er sensitive for IPN-viruset.

26 av 88 prover (29.5 %) var positive etter 2 passasjer pa RTG-2 celler. Kun 4 av disse
prgvene var ogsa positiv pa rognvaeske som nevnt ovenfor og 1 prgve var positiv ved real-
time PCR. Virussupernanten ble hgstet og det ble isolert viralt RNA etterfulgt av en
diagnostisk RT-PCR.

3 av 26 positive lot seg ikke amplifisere ved RT-PCR og de gvrige 23 prgvene ble innsendt for
sekvensering. 20 prgver ble vellykket sekvensert (3 PCR-produkter hadde for darlig kvalitet
for a oppna en fullgod sekvens som lot seg analysere). Etter at sekvensene blir mottatt fra et
eksternt laboratorium ble de analysert ved bruk av et standard algoritme-verktgy. Nedenfor



vises et alignment (sammenligning) som viser alle de 20 sekvensene sammenlignet med
hverandre. | tillegg er disse sammenlignet med en kjent referansesekvens (NVIO15VP2).
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Pa basis av denne analysen ser vi at opptil 20 aminosyreposisjoner avviker mellom IPN virus
isolatet fra laks nar dette sammenlignes med de ulike isolatene fra regnbuegrret. | tidligere
studier har vi vist at de virulente stammene fra laks har et giennomgaende motiv som er
definert giennom hvilke aminosyrer som finnes i posisjonene 217, 221 og 247 i VP2



proteinet. Nar vi sammenligner lakse- og grretisolatene finner vi at mens laks kjennetegnes
ved en kombinasjon av aminosyrene treonin, alanin og treonin i de tre posisjonene (TAT) har
grretisolatene byttet ut disse med prolin, treonin og alanin (i de samme posisjonene).
Fingeravtrykket til grretisolatene blir dermed PTA. Dette avtrykket sammenfaller med de
avirulente lakseisolatene som ikke gir dgdelighet ved eksperimentell smitte av laks.

| tillegg til 3 analysere de ulike isolatene fra stamfisk (fra Osland) har vi ogsa mottatt ulike
isolater (dels yngel) fra grretanlegg som har hatt klinisk utbrudd av IPN i ferskvann like etter
startforing. Alle disse isolatene har ogsa hatt et PTA motiv og i tillegg er disse isolatene “naert
beslektet” med det som finnes hos stamfisk av grret. Hvilken betydning dette har under
feltforhold er ikke kjent, men det synes som distinkt forskjellige varianter av IPN virus
forekommer i forbindelse med kliniske utbrudd av IPN hos laks og @¢rret, men begge
virusvariantene forefinnes hos de to artene.

Samlet oppsummering

Denne studien har vist at det ikke er samsvar mellom ulike organer nar det gjelder pavisning
av IPN virus ved bruk av real-time PCR metode. Det er heller ikke samsvar mellom ulike
organer fra samme individ nar ulike undersgkelsesmetoder benyttes. Framtidige
undersgkelser bgr inkludere en sammenlignende studie av real-time PCR og virusdyrkning av
rognveaeske da dette "produktet” framstar som en potensiell viktig baerer av og smittekilde
for IPN virus.

Det er ogsa ngdvendig a finne ut hvorvidt pavisning i nyre kan settes i sammenheng med
risiko for overfgring av IPN virus til avkom. | denne undersgkelsen ble det pavist mange
viruspositive individer i nyre, men grunnlaget for vraking av virus-positive rognbatcher var
basert pa resultatene fra rognvaeskeprgvene. Ved startforing ble det pavist IPN hos et stort
antall av batchene og med hgy dedelighet. Vi star derfor igjen med et spgrsmal om hvorvidt
rognvaeske er velegnet for a skille mellom virus-negative og —positive hunner samt at real-
time PCR metoden ma forbedres bade nar den baseres pa rognvaeske og nyrevev.
Virusdyrkning star fram som det sikreste alternativet for pavisning av IPNV i grret ut fra de
undersgkelser som er gjennomfgrt i denne studien, men det ma avklares om denne
metoden skal baseres pa rognvaeske- eller nyreprgver.

Dersom vertikal overfgring er en viktig smitteveg for IPN hos grret, ma det utvikles og brukes
en sikker virusanalyse pa rognvaske, slik at positiv rogn kan elimineres.



