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Sammendrag

Salmonid alfavirus (SAV) er et virus i familiéfogaviridaeog forarsaker sykdomsproblemer
ved oppdrett av laksS@lmo salar L)og regnbuegrretQncorhynchusnykiss, Walbaum) i
Europa. Det er per i dag kjent at det forekommeeutike subtyper, SAV 1 -3, og det er gjort
studier som indikerer at det finnes tre subtypérSAV 1 er i all hovedsak utbredt i
Storbritannia og gir sykdom hos bade laks og regaimet, mens SAV 2 i all hovedsak er
kjent for a fare til sykdom hos regnbuegrret i kgen i Frankrike. | Norge har SAV 3 starst
utbredelse pa Vestlandet, hovedsakelig fylkene alardl og Sogn og Fjordane, men i de
senere ar har dette omradet utvidet seg noe ogddirar ogséa forekomet i Nord Norge.
Introduksjonsvei, malceller og malorgan for SAVeenner som det foreligger sveert lite eller
ingen kunnskap om. For a belyse dette tema har denne oppgaven blitt utviklet en
digoxigenin-merket RNA probe for pavisning av SApesifikt RNA vedin situ RNA-RNA
hybridisering. Proben har vist seg & vaere et megjgtkket verktay for pavisning av SAV i
cellekultur og den har trolig stort potensial f@visning av SAV ogsa fra vevssnitt eller fra
vev ved whole mounh situ hybridisering (ISH).

Det var ogsa planlagt a teste ut proben ved whaolentISH pa plommesekkyngel av laks og
det ble i den forbindelse utfgrt smiteforsgk med/S2og SAV 3. Uforutsette problemer med
smitte farte imidlertid til at dette ikke var mulégggjennomfare, men det ble vist at 0,5 grams
lakseyngel kan i.p. smittes med SAV 3. Det var agsdig & pavise SAV fra badsmittet 0,5
grams yngel, men resultatene indikerte at tilstegtelsen av virus i yngelen var lav. Det er
ogsa spekulert i hvorvidt yngelen kunne ha veeisénf med viruset fgr smitteforsgkene ble
iverksatt da det ble funnet SAV-positiv yngel frankroligruppen. Det er imidlertid ikke
mulig & dra noen slutninger ut i fra dette pa grawmlavt antall yngel analysert og lave

mengder SAV-spesifikt RNA til stede i den positiuwegelen.
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Innledning

Pancreas Disease (PD) og Sleeping Disease (SD)kdoramer som skaper problemer og
store gkonomiske tap i forbindelse med oppdrettAtlantisk laks Salmo salarL) og
regnbuegrret@ncorhynchusnykiss, Walbaum) i Europa. PD forarsaker sykdom wegidrett
av Atlantisk laks og regnbuegrret i sjg, mens Sirfaker sykdom ved ferskvannsoppdrett
av regnbuegrret. Sykdomsutbruddene forarsakes aifagirus i familienTogavirudaekalt
Salmonid alfavirus (SAV) (Westost al 1999) og det er per i dag funnet tre ulike subtygv
viruset, og det kan se ut for at det eksisterestiine til (Fringuelliet al, 2008).

Pancreas disease ble fgrst pavist etter et sykabrosid hos Atlantisk laks i Skottland i 1976
(Munro et al. 1984) og har senere ogsa blitt beskrevet fradaksegnbuegrret i Storbritannia,
Irland, Norge, Spania og Frankrike (McLoughlin &aBam, 2007; Grahamat al, 2003a ;
Taksdalet al 2007; Fringuelliet al, 2008; McLoughlinet al, 1996; Poppet al, 1989). Det
har ogsa veert rapportert om utbrudd av PD i NordeAka (Washington) i 1987 (Kent &
Elston, 1987), men utover dette er PD bare beskfev&uropa.

| 1995 ble det pavist togavirus- lignende partikled et PD utbrudd hos oppdrettslaks, og
navnet Salmon Pancreas Disease Virus (SPDV) bldookslatt (Nelsonet al, 1995).
Sekvensering av deler av SPDV genomet viste ae dett et alfavirus, det fgrste som er
pavist hos fisk (Westoat al, 1999) og det har senere blitt klassifisert salmsnid alfavirus
subtype 1 (SAV 1) (Westoat al. 2005). | Norge ble viruset isolert fgrste gangba fra
Atlantisk laks og det ble konkludert med at kausajens var SPDV eller et virus neert
beslektet til SPDV (Christiet al, 1998). Senere ble det vist at dette tilhgrtegen subtype
og det fikk navnet Norwegian Salmonid AlphavirusS@AV) eller salmonid alfavirus subtype
3 (SAV 3) (Hodnelanet al, 2005).

Utbrudd av Sleeping disease ble fgrst beskrev894 1Boucher & Baudin Laurencin, 1994)
og Sleeping Disease Virus (SDV) ble isolert frantegearret i Frankrike fgrste gang i 1997
og ble da antatt & veere et togavirus (Castrigl., 1997). Dette ble bekreftet av Villoireg al

i 2000 da det ble vist at viruset som forarsakeefing Disease er et alfavirus (Villoiegal,
2000a) og dette er na klassifisert som salmonivalis subtype 2 (SAV 2) (Westat al,
2005). Etter de farste beskrivelsene av SD harodsé veert registrert utbrudd og funn av
virus hos regnbuegrret i ferskvann i Skottland, |&mg, Italia, Spania og Tyskland (Casteic
al, 1997, McLoughlin & Graham 2007, Grahatal, 2007a).



| Norge er utbrudd med SAV 3 oftest forekommendegstlandet, hovedsakelig i Hordaland
0og Sogn og fjordane, men dette omradet har i derseir utvidet seg noe bade nordover og
sgrover (Taksdadt al, 2007). | tillegg til dette har det ogsa veertipéisporadiske utbrudd av
PD i Nord-Norge (Johanseet al., 2008, Karlsenet al, 2006), men ved flere av disse
utbruddene ble det regnet som sannsynlig at smitieede fulgt med smolt som var
transportert fra vestlandet (Karlsehal, 2006). Det har i de senere ar ogsa veert obsemer
ogkning i antall rapporterte utbrudd av PD i Norigeor det i 1998 kun var registrert 7 utbrudd
mens dette tallet hadde gkt til 108 i 2008 (tal\feterinaerinstituttet, Johansen et al., 2008).

Det har lenge veert hevdet at subtypene som for@rsakbrudd av PD hos laks og
regnbuegrret kan ha et marint reservoar da utbutdidikkende har veert dokumentert fra
laksefisk i sjgvann (Kent & Elston, 1987, McVica887, Christieet al, 1998, Grahanet al
2006 a). Det har imidlertid i de senere ar ogsékimmmet funn av SAV 3 hos lakseparr i
ferskvann (Bratland & Nylund,trykk), samt at det har veert gjort funn av togavirusadigde
partikler i forbindelse med Hemoragisk smolt symdrgHSS) hos laks i ferskvann (Nylued
al., 2003). Det forekommer ogsa teorier om at overfpeaa SAV hovedsakelig finner sted i
ferskvannsfasen. Dette baserer seg pa den gedgrafibredelsen av de ulike subtypene,
samt at SAV 3 har blitt pavist hos laks i ferskvgdKarlsenet al2006, Bratland & Nylund, i
trykk, Hodneland, 2006). Ved oppdrett av regnbustgkan man se sykdomsutbrudd
forarsaket av SAV 2 i ferskvann (Boucher & Baudiaukentin, 1996, Westoet al, 2002),
men det har ogsa veert pavist SAV 2 lignende isolats Atlantisk laks i sjgvannsfasen
(Fringuelliet al 2009.

Forelgpig er det mye som ikke er fullstendig katkamkring virusets smitteveier, men det er
gjort flere funn som stgtter opp om teorien om $mmial smitte (Kristoffersempt al.,2009,

Fringueli et al. 2008. Blant annet viste studier utfart av Fringuellial. 008) at laks som

ble importert til Vest Irland fra Skottland og aadteler av Irland fikk utbrudd forarsaket av
SAV 1 og ikke de subtypene av SAV som var vanlifinde pa opprinnelsesstedet. Det er
ogsa vist av Graharat al (2007b) at SAV er i stand til & overleve i sjenaover lengre

perioder, da det i sterilt sjgvann var mulig & Betee virus i 21 dager eller mer og virus
fortsatt kunne pavises i 5 av 8 praver etter 65edat) aktivt sjgvann ble det vist at
virusoverlevelsen var betydelig lavere med en hilgstid pa 4,3 dager ved 4 °C og 1 dag
ved 10 °C, mot 61 og 23,4 dager ved hhv. 4 og 10 3erilt sjgvann. Basert pa disse

resultatene ble det hevdet at viruset har potefaiahorisontal smitte i sjgvann (Grahah



al., 2007b). Det er ogsa foreslatt at eillachius virenskan veere et naturlig reservoar for
SAV etter at det ble gjort funn av virusngytralesgde antistoff mot SAV hos sei i forbindelse
medet PD-utbrudd i Storbritannia (Grahagh al.,2006a). Dersom dette er tilfelle vil det kunne
vise seg a ha stor betydning for spredning av girda det er sveert vanlig & observere sei rundt
oppdrettsanleggEn vertikal smittevei for SAV er imidlertid ogsaréslatt av Bratland og
Nylund (i trykk) etter funn av SAV 3 i stamfisk dwps egg og yngel fra settefiskanlegg pa

Vestlandet, samt fra 2-4 grams yngel i Nord-Nomgeett av en rognprodusent pa Vestlandet.

Utbrudd av PD forekommer i sjgvannsfasen og dehexdet at det er hgyest risiko for
utbrudd tidlig pa sommeren eller tidlig pa hgst®odger & Mitchell, 2007). Det har ved
utbrudd i Irland veert observert at dgdelighet kanere fra 0,1 % og opp til 63 % (Crockford
et al, 1999) og det er ofte observert at en betydeidehav fisken som overlever et utbrudd
er sveert avmagret og kan klassifiseres som tapdumrp et al, 1984). Utbrudd av SD

forekommer i lgpet av hele produksjonssyklusen hegnbuegrret og dgdeligheten kan
variere fra nesten ubetydelig til 22 % av biomags&cioughlin & Graham, 2007).

Klinikk, forlgp og patologi

Ved utbrudd av PD kan det observeres letargisk jpatisk fisk som samler seg neert
overflaten i hjarner eller langs notveggen og dem ka problemer med a opprettholde
posisjonen i vannet (McVicar, 1987, Popgteal. 1989). Ved utbrudd av SD er det vanlig a
observere fisk som tilsynelatende sover pa bunmdraeet, men som svemmer vekk dersom
den forstyrres (Boucher & Baudin Laurencin, 198t er vist at de ulike subtypene av SAV
har sveert lik innvirkning pa verten (Hodneland, @00g det er bade for PD og SD ogsa
vanlig a observere en betydelig svekket appetitfreken. Svekket opptak av neering gjer at
det en tid ut i forlgpet kan observeres en standehsveert tynn fisk (Christiet al. 2007).
Ved obduksjon av syk fisk er det vanlig og obsesveunktblgdninger i pylorusblindsekker
og omkringliggende fettvev, acites, tom tarm elftarm med et gult slimaktig innhold
(McLoughlin et al. 2002). Ved PD-utbrudd i Norge har det ogsa hos lemKisk blitt
observert bleke hjerter og blodansamling i perikdhdilen som falge av hjerteruptur
(Taksdalet al, 2007).

De histopatologiske endringene ved infeksjoner 88 er i all hovedsak funnet a veere
lokalisert til pankreas, hjerte og somatisk muskuléChristieet al, 2007, McLoughliret al.,
2002, Munroet al, 1984, McVicar, 1987, Ferguse al., 1986). Undersgkelser av fisk tidlig



i forlgpet viser store skader i eksokrin pankreasns skadene i hjerte og somatisk muskel er
pa dette tidspunktet rapportert som milde. Senéoddpet vil det derimot kunne observeres
stagrre lesjoner i muskulatur og hjerte, mens dé¢ &kn observeres at pankreasvev er
proliferert eller erstattet med bindevev. Det esddpevdet at regenerasjon av pankreasvev
kan forekomme (McLoughliet al, 2002). Ved eksperimentell intraperitoneal (ignjitte av
laks med SAV 1 og SAV 3 ble de fagrste histopatakegiendringene i pankreas og hjerte
observert rundt 7 dager etter smitte, disse bl&rbest som milde og forekom bare hos
enkelte individer (Christiet al, 2007) dette er ogsa observert av McLougkliral (1996)
hos laks ip smittet med SAV (SPDV) i Irland. Vedddger etter smitte observerte Chrigtie

al. (2007) patologiske endringer i pankreas og hjérbs bade SAV 1 og SAV 3 smittet laks
og de fgrste muskellesjonene ble funnet ved 21 rdager smitte. Hos regnbuegrret i
ferskvann i.p. smittet med SAV 2 har det derimdtt lolbservert patologiske endringer bade i
pankreas, hjerte og muskulatur allerede en uke sttétte (Boucher & Baudin Laurencin,
1996). Det ble ogséa for fgrste gang i 2006 pavablpgiske endringer i hjernestammen
(fokal gliose) hos i.p. smittet laks i sjgvannlaird (McLoughlinet al. 2006), noe som senere
ogsa har blitt observert av Chriséeal. (2007) hos lakseparr i.p. smittet med SAV 1 og/SA
3.

Utbredelse og fylogeni

SlektenAlfavirus hgrer til i familienTogaviridaesammen med slektdRubivirus Av disse to
slektene eAlfavirus den stgrste gruppen med omtrent 40 arter, rRehéviruskun bestar av
arten Rubella virus som forarsaker rgde hundentemesker (Knipe & Howley, 2007). Men
til tross for stor likhet i oppbygning av genomet aruspartikkelen hos de to slektene er det
er stilt spgrsmal ved hvor neert slektskapet egepreli da det er store forskjeller i
replikasjonssyklusen (Koonin & Dolja, 1993).

Alfavirus er utbredt pa alle verdenskontinentenertde fgrer til sykdom hos en rekke arter
inkludert mennesker og fisk. De blir klassifiseoins arbovirus ("arthrophode borne virus”)
siden en rekke alfavirus blir overfgrt via arthrdpg (Firthet al, 2008, Linnet al, 2001),
men en slik overfgringsvei er ikke kjent for salntbalfavirus. Det er derimot gjort funn av
alfaviruset Southern Elephant Seal Virus (SES) lfisen Lepidophthirus macrorhinipa
elefantselMirounga leoninaj Australia, og det er foreslatt at Macrorhini kan fungere som
vektor for overfgring av SES (Linet al. 2001). SAV 3 har ogsa blitt identifisert fra lakse

Lepeophtheirus salmoniander utbrudd av PD i Norge, uten at det kunneaegj om dette



skyltes at viruset hadde fulgt med pa lusens caterf{Pettersoet al. 2009, Karlseret al.
2006) eller som fglge av opptak av blod eller madSAV-positiv laks.

Alfavirus grupperes ogsa etter den geografiskeedtdsen i to grupper kalt Old World og
New World. Arter tilhgrende Old World har geogré&fisitbredelse i Europa, Asia og
Australia, mens New World artene er utbredt i Nayg-Sgr-Amerika. Det kan se ut som om
salmonid alfavirus tidlig i evolusjonen har utvikigeg fra denne linjen og dermed ikke har
noen neere slektninger blant alfavirusene i dag&d& Howley, 2007, Westoat al., 1999,
Westonet al, 2002).

Viruskarakteristikk

Alfavirus er forholdsvis sma kappekledde virus ned diameter mellom 45 og 75 nm,
Genomet er enkeltradig positivt RNogy har en 5’- terminal cap og en 3'-terminal polhale
(Knipe & Howley, 2007). Genomet er omtrent 12 kb logstar av to leserammer (open
reading frames) som koder for de ikke-strukturelleteinene og de strukturelle proteinene,
disse utgjgr henholdsvis 2/3 og 1/3 av genometikRe-strukturelle proteinene finner man
kodet for pa de to tredjedelene neermest 5’ endegeavmet og de bestar av nsP1 til 4. 1 3’
enden finner man den tredjedelen som koder forede dtrukturelle proteinene; Capsid, E3,
E2, 6K og E1 (figur 1) (Stauss & Strauss, 1994t &eylig ogsa oppdaget nok et strukturelt
protein, kalt TransFrame (TF) protein, som over&apped 6K og forekommer pga ribosomal
frameshifting. Denne frameshiftingsregionen eraldert til C-terminal enden av 6K noe
som farer til at 71 til 81 % av sekvensen er likde to proteinene (Firtét al, 2008).

Ikke- strukturelle proteiner

Strukturelle proteiner

5'4 nsP1 nsP2 nsP3 | nsP4 Hc ZNEE! +3'

L0 M

Figur 1: Figuren viser organisering av alfavirusgenometisive det nylig paviste TF proteinet. (Utarbeiétet
Firth et al., 2008).

Som navnene tilsier er de ikke- strukturelle prodee vesentlige for utfgrselen av virusets

replikasjon og transkripsjon av RNA, mens de stitddte proteinene sentrale for virusets

oppbygning.



Viruspartikkelen holdes samlet av kapsidet og aplesmamembran avledet fra vertscellen.
Gjennom denne membranen gar glykoproteinene E12ogoh i tillegg til & veere med pa a
holde viruspartikkelen samlet har funksjoner vadisets opptak i og frigjgring fra vertscellen
(Garoff et al, 2004). Viruset har en sfeerisk form mens kapsetetarrangert i et T=4
ikosahedrisk mgnster (Strauss & Strauss, 1994kdplyteinene E1 og E2 utgjar til sammen
en subenhet og det er totalt 240 slike subenheiar 8e og tre sammen danner en
overflateutlgper.

Replikasjon hos Alfavirus

Ved infeksjon av cellen bindes alfavirus til resept pa cellens overflate og fraktes inn i
cellens cytoplasma via reseptormediert endocytbsealfavirus er vist & ha en rekke ulike
vertsorganismer og malceller (Gardmral, 2008, Park & Griffin, 2009, Strauss & Straus,
1994, Ozden et al., 2007) kan reseptoren som l@Engtiten veere en reseptor som er tilstede i
en rekke ulike celler eller sa kan det vaere awalfa er i stand til & binde til en rekke ulike
reseptorer (Knipe & Howley, 2007) Etter at virusettatt inn i cellen i en endosom farer et
fall i pH i endosomen til fusjon av membranene ogjéring av kapsidet inn i cellens
cytoplasma. Dette skjer ved at pH-endringene falrstrukturelle endringer i E2 og E1 slik at
et fusjonssete pa E1 avdekkes og dermed igangsesiemen (Wahlberg & Garoff, 1992).
For Semliki Forest virus er fusjonen mellom verligres membran og virusets membran ogsa
vist & veere avhengig av tilstedeveerelsen av kaot#sterertscellens membran (Kielian &
Helenius, 1984). Nukleokapsidet foreligger na fiitcellens cytoplasma og binding til
ribosomer farer til dissosiering av nukleokapsiagfrigjgring av genomet til cytoplasma.

Da alfavirus har et positivt sense enkelttradig RfliAgerer dette direkte som mRNA for
syntesen av de ikke-strukturelle proteinene. Didaenes fra to polyproteiner, P123 og
P1234, hvor P1234 dannes hos enkelte alfavirusavext opalt stoppkodon i P123 overses
slik at translasjonen fortsetter og det noe lengoéyproteinet P1234 oppstar (Knipe &
Howley, 2007). Bearbeiding av disse polyproteingkjer ved hjelp av proteaser (kodet for av
viruset i nsP2) og de danner farst et replikasekekspbestaende av nsP4 og P123. Over tid
vil oppsamling av proteaser i cellen fare til gilileasekomplekset blir ustabilt og klgyves til
nsP1, nsP2 og nsP3 som sammen med nsP4 sgrgendoukgion av positivt tradet RNA.
Men far denne Klgyvingen inntreffer bidrar repligakomplekset P123 + nsP4 til
transkripsjon av en komplementaer negativ trad (428)enomet (Hodneland, 2006). Ut i fra
denne transkriberes sa en 26S subgenomisk mRNA gionopphav til et polyprotein

bestaende av kapsid, p62, 6K og E1 (Figur 2). tbmlgsma klgyves kapsidproteinet
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proteolytisk fra polyproteinet mens de resterendderte av polyproteinet fraktes til
endoplasmisk retikulum hvor p62 kigyves til E2 o8 Peretter transporteres E1 og E2 via
golgiapparatet til plasmamembranen hvor de seramnaeat virusets glykoproteiner (Garetf
al., 2004). Kapsidprotein assosieres med viralt Rbi farer til en oppsamling av
nukleokapsidlignende partikler i cytoplasma. Dexnett fgrer interaksjoner med
glykoproteinene til at avknopping av viruspartikfea cellen initieres. Det finnes to teorier
angaende hvordan utfarselen av avknoppingen fardgfarteori beskrevet av Garoff og
Simons i 1974 gar ut pa at nukleokapsidet med ehikesahedrisk utforming settes sammen
i cytoplasma og at avknoppingen initieres nar dettkleokapsidet bindes til de virale
glykoproteinene i cellens plasmamembran. En annelighet er at et uferdig nukleokapsid
bindes til glykoproteiner i cellemembranen slikexdigstilling av nukleokapsidet og binding
av glykoproteiner for avknopping fra cellen skjemrgidig (Garoffet al. 2004) Det har
tidligere veert antatt at 6K spiller en viktig roMed sammensetning og avknopping av virus
og det er foreslatt av Firtt al (2008) at bade 6K og det nylig oppdagede TF pnetespiller

en rolle ved frigjgring av virus fra vertscellerir(k et al., 2008).

|nsP1 || nsP2|| nsP|3

¢
T |
t
| P1234 |
| P123 A

- 6K .
54 nsP1 nsP2 nsP3 | nsP4 HC S E2 [e| E1 P3

| komplementeer negativ trad (42S) |

¥

| MRNA (26S) |
A4

[ Kkapsid-pe2-6kEL |

2
|Kapsid || p62|@| E1|

1 2

Figur 2: Skjematisk framstilling av genom, replikasjon ognislasjon hos alfavirus. Virusets genom (+ sense)
fungerer direkte som mRNA for translasjon av deeislkrukturelle proteinene (nsP1 -4) via to polypimr,
P123 og P1234. P123 og nsP4 samt nsP1-4 utgjbkasgkomplekser for translasjon av en komplementaer
negativ trdd (42S) og transkripsjon av en subgeskbmiRNA (26S) fra denne. Ut i fra den subgenomiske
mRNA (26S) trdden dannes et strukturelt polyprotédapsid-p62-6K-E1. Fra dette dannes de strukeirell
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proteinene kapsid, E3, E2, 6K (og trolig ogsa T ). Figuren er utarbeidet fra Hodneland, 200&oigpe &
Howley, 2007.

Diagnostikk av SAV-relatert sykdom og metoder &eklsjon av SAV

En PD eller SD diagnose baseres pa observasjonde &liniske tegnene pa sykdommene
sammen med et samlet sett av karakteristiske lagitqgiske endringer i hjerte, pankreas og
muskulatur. | tillegg til dette benyttes ogsa antkknikker slik som isolering av virus i
cellekultur, serologi og real-time RT-PCR for a ig&/SAV (McLoughlin & Graham, 2007).
De histopatologiske endringene ma ogsa vurdereshold til andre sykdommer slik som
infeksigs pankreasnekrose (IPN), kardiomyopatisymd(CMS) og hjerte- og skjelettmuskel
betennelse (HSMB) da patologien kan veere sveefotiklisse sykdommene (Kongtoep al
2004, McLoughlin, 1997).

SAV kan isoleres i cellekultur fra homogenisertesmgraver, blant annet fra nyre (Castic
al. 1997, Nelsoret al 1995, Lopez-Doérigat al 2001), hjerte (Christiet al 1998) og serum
(Jewhurst et al. 2004). Produksjon av virus i cellekulturen kan warderes etter
tilstedeveerelsen av CPE (cytopatogen effekt) eleat bruk av IFAT (Indirect Fluorecent
Antibody Test). Ulempen med denne metoden er atedeidkrevende og vil veere uegnet
dersom man er avhengig av a stille en hurtig diagnda det ogsa er vist & dannes
virusngytraliserende antistoffer mot SAV (Hought&nEllis, 1996) kan virusdyrking fra
materiale tatt ut sent i forlapet veere vanskeligd\dyrking av SAV 3 i cellekultur er det ogsa
observert at CPE (cytopatogen effekt) ikke forekanfar etter 12 passasjer (Karlsenal
2006), og at manglende CPE ikke ngdvendigvis indikéraveer av virus (Grahamt al
2003a). Dette gjor at vurdering av CPE alene ikkil @r en palitelig metode for pavisning
av SAV i cellekultur. Fordelene med metoden er leriit at den i tillegg til & gi informasjon
om tilstedeveerelse av virus ogsa viser at det pavisuset er infektivt og dermed sannsynlig
arsak til det observerte sykdomsutbruddet.

Ved bruk av PCR (polymerase chain reaction) og-tiee RT-PCR er det mulig & pavise
SAV-spesifikt RNA fra vevsprgver, samt at det vedlitime RT-PCR ogsa er mulig a fastsla
mengden viralt RNA tilstede i prgven (Kubigtaal 2006, Bustin & Nolan, 2004). Dette er
sensitive metoder som er i stand til & pavise wiRINA bade far, under og etter et

sykdomsutbrudd og det er utviklet flere real-tim&-RCR-assay for pavisning av SAV
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(Grahamet al. 2006b, Hodneland & Endressen, 2006). Andre klareldler med denne

metoden er at den er lite tidskrevende, og at detudig & analysere flere praver samtidig.

Immunhistokjemiske undersgkelser kan benyttes &sisming av SAV-spesifikke antigen i
vevssnitt (Morietteet al. 2005). Metoden baserer seg pa bruk av antistofkenemed et
signalmolekyl (f.eks fluorescens eller enzymer slkn peroksidase og alkaline phosphatase)
for pavisning av antigen eller proteiner i vevssnidet er i lgpet av de siste arene blitt
frambrakt en rekke monoklonale antistoffer mot S@Wdd et al 2001, Welsket al 2000,
Weston et al. 2002, Morietteet al 2005, Jewhurset al 2004). Det er ogsa utviklet
rekombinante polyklonale antistoff mot de strukbereproteinene E1 og E2 hos SAV 3
(Ottem, 2005) hvor primaerantistoffet E2-pTe200 It benyttet til & finne virustiter i denne
oppgaven.

For pavisning av SAV-spesifikke antistoffer fras®reller plasma er det ogsa blitt utviklet
en virusngytralisasjonstest (McLoughlat al 1996, Grahanet al 2003b). En modifisert
variant av denne virusngytralisasjonstesten had vegt benyttet av Taksdal al. (2007) for
pavisning av SAV-spesifikke antistoffer i plasma faks og regnbuegrret i Norge. Ulempen
ved slike tester er at de er bade ressurs- ogetigkide samt at de bare gir informasjon om

tilstedeveerelse av antigen eller antistoff og ikkelvendigvis selve viruspartikkelen.

Ingen av de nevnte metodene vil gi informasjon o&iceller og introduksjonsvei for SAV
ved 4 identifisere arvemateriale, men dette vildiettid kunne undersgkes neermere ved in
situ hybridisering (ISH) for pavisning av SAV-spiiddi RNA i celler og vev (Cancet al
2009, Brown, 1998, Wilkinson, 1999).

Ved bruk av denne metoden benyttes en RNA eller Dpdbe bestdende av en
komplementaer trad hvor det er inkorporert et simoédkyl som ved en enzymreaksjon eller
avgivelse av fluoressens kan brukes til & synliggjairalt RNA i cellen (Brown, 1998,
Wilkinson 1999). Det er mulig a lage prober forakejon av baAde RNA og DNA og det kan
benyttes flere ulike signalmolekyl (f.eks fluoreisceg alkalin phosphatase). Metoden kan
benyttes bade pa vevssnitt og ved whole mount I8Hsipa vevesbiter eller liten yngel
(Wilkinson, 1999). En fordel ved whole mount ISHagrdet ogsa dannes et bilde over den
tredimensjonale spredningen av viralt RNA i yngestler vevsbiten (Karlseet al. 2008).
Det er ogsa mulig & hybridisere ulike sekvensertiséion ved bruk av prober med ulike
signalmolekyl (Brend & Holley, 2009), samt at detneulig & kombinere ISH med metoder

for immunlokalisering av antigen (Wilkinson 199®). situ hybridisering har med andre ord
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et stort bruksomrade og har blant annet blitt iehyor pavisning av virus og bakterier og
undersgkelser omkring distribuering og malcellerdisse (Moneket al. 2003, Cancet al.

2009, Karlseret al 2008, Alonscet al. 2004, McCarthyet al2008), studier av genfunksjoner
under utviklingen av embryo (Helviét al, 2009) og studier av forandringer i kromosomer i

forbindelse med genetiske sykdommer (Wilkinson,2)99

For SAV er det per i dag kun utviklet en Digoxigemierket probe rettet mot arvematerialet
til SAV 3 til bruk ved in situ hybridisering pa vesnitt (L.Andersen, ikke publisert). Og
behovet for utvikling av en slik metode for SAVitt papekt blant annet av McLoughlat

al (2002).

Det er utviklet flere ISH prosedyrer som har bitlnated nyttig kunnskap om malceller
og/eller infeksjonsvei for andre virus og bakteiidisk (Monekeet al. 2003, Alonscet al.
2004, Cancet al. 2009, Karlseret al 2008, McCarthyet al2008) og en ISH metode for
pavisning av SAV vil trolig vise seg a bidra medditull kunnskap om SAV.

Malceller for SAV og andre alfavirus

Det foreligger sveert lite kunnskap om malceller $&V, men studier av andre alfavirus har
vist at disse har en rekke ulike malceller slik smeuroner, gliaceller, chondrocytter,
muskelceller (bade glatt og tverrstripet), bruntctdler, synovialceller (ledd) og celler med
lymfoid opprinnelse (Strauss & Strauss, 1994). BEmet er det vist ved infeksjoner med
Chikungunya virus (CHIK) hos mennesket at malcefler CHIK er satellittceller i
skjelettmuskulatur (Ozdeet al, 2007). Patologi ved bade SD og PD involverer tolamet
muskeldegenerasjon, noe som gir grunnlag for spsjaner i hvorvidt muskelceller kan veere
malceller ogsa hos fisk. Det har ogsa blitt gjounhrf av viralt RNA fra hjerne hos
regnbuegrret i ferskvann badsmittet med SAV 2 v@ePRR analyser (Villoinget al. 2000b)

og SAV-spesifikt RNA har ogsa blitt pavist i hjerhes i.p. smittet laks i ferskvann ved real-
time RT-PCR analyser (Andersem al 2007) Dette kan indikere at nerveceller kan veere
mulige malceller for SAV, noe som ogsa er settdnudre alfavirus (Gardnet al 2008, Park

& Griffin, 2009). Dette store spekteret av vertsmehar fart til at det ogsa diskuteres hvorvidt
alfavirus kan benytte en felles reseptor som stetile i flere ulike celler (Strauss & Strauss,
1994). Ved real-time RT-PCR analyser pa laks irpittet med SAV 1 og SAV 3 ble det
funnet at SAV spesifikt viralt RNA var til stedeen rekke organer (hjerte, pseudobranch,
gjelle, nyre, pankreas og muskel) i lgpet av siottegpet (Anderseret al 2007). En slik
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utbredelse av viruset i fisk kan indikere at matelor SAV er celler som er tilstede i flere
typer vev (for eksempel endothelceller i blodrikgamer eller nerveceller) eller at en rekke
ulike celler kan vaere malceller for SAV (Andersral 2007).
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Mal for studiet:

Malorgan og malceller for salmonide alfavirus ho#laAtisk laks er et tema som det
foreligger lite eller ingen informasjon om. Det lgent at patologiske endringer ved SAV-
infeksjoner forekommer i pankreas, hjerte- og skfeluskulatur og at det ogsa har veert
observert endringer i hjerne, nyre og milt. Vedpsksnentell smitte har det i lgpet av store
deler av sykdomsforlgpet ogséa veert pavist SAV-figesiralt RNA ved real-time RT-PCR
analyser fra pseudobranch, gjelle, hjerte, nyrakpsmas og muskel. Nar det gjelder malceller
for SAV foreligger det derimot ingen kunnskap ogusets introduksjonsvei og utskillelse er
heller ikke kjent.

Ved a lage en Digoxigenin RNA probe rettet mot araeriale til SAV 2 vil man ha mulighet
til & pavise viruset i plommesekkyngel ved wholeumtdn situ RNA-RNA hybridisering og
dermed veere i stand til & identifisere malcellefetbgr malorgan i yngel. Ved a benytte
proben pa yngel tatt ut ved ulike tidspunkt i laageten infeksjon vil det ogsa veere mulig & si
noe om introduksjonsvei og distribuering av virusgtigelen gjennom smitteforlgpet. Proben
vil farst bli testet ut pa northern "dot” blot 0gA8 smittede CHSE-214 celler fgr den
benyttes til SAV-infisert yngel. For & undersgkeesifisiteten til proben vil den ogsa bli
benyttet til SAV 3 smittede celler og yngel. Whoh®unt in situ hybridisering er bare
praktisk gjennomfarbart pad vev under en viss stsmreDa det er gnskelig & se pa
introduksjonsvei og forlap i hel fisk ma det pgagrstlsen benyttes SAV-infisert
plommesekkyngel. Dette farer til at det ma utfaesmitteforsgk hvor plommesekkyngel av
laks badsmittes med SAV 2 og SAV 3. | lgpet av wfotsgket skal ogsa virusutskillelse fra
yngelen undersgkes ved & analysere vannprgveafead etter smitte. Dette skal gjgres ved a
benytte elektropositive virusfiltere til filtreringv vannprgvene. Det er tidligere gjort en studie
hvor det ble vist a veere hgyest virusutskillelged0-100 grams laks ved 4 til 10 dager etter
i.p. smitte med SAV 3. Slik kunnskap om virusutigde vil kunne gi verdifull informasjon
om hvilke tidspunkt etter smitte det er hgyestkasfor spredning av viruset og dermed
muligheter til & ta dette med i betraktningen vedrheiding av handlingsplaner for a

forebygge spredning.
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Materiale og metoder

CHSE-214 celler
Chinook salmon embryo (CHSE-214) celler ble dyriked 21 °C i 175cfstore flasker

(Nunclon™) i 10 % vekstmedium bestaende av 500miimiim Essential Medium Eagle
(BioWhittaker™), 5ml Hepes buffer (BioWhittaker™jml Non- Essential Amino acid
solution (Sigm8), 5ml L-glutamin (Sigm%), 50ml Foetal Bovine Serum og 200l

gentamicin sulfathe (BioWitthaker™). Cellekulturele splittet med 3 ukers mellomrom ved
bruk av 2 x 3ml trypsin for a lgsne cellene fraskan. Ved smitte av celler med SAV 2 eller
SAV 3 ble det byttet til 2 % vekstmedium (vedlegg 1

Virus
Til smitte av celler og fisk ble det benyttet Samtbalfavirus (SAV) subtype 2 (SAV 2) og

subtype 3 (SAV 3). SAV 2 isolatet SDV. Orig SBV,12805 A, ble dyrket opp i CHSE-214
celler ved 10°C og passasje nr 3 ble benyttetsihiéte yngel. Ved smitte av celler for situ

Hybrdisering (ISH) ble passasje nr 2 av samme tismayttet. Ved smitte av yngel med SAV
3 ble SAV 3 isolat SAVH30/04 (Karlsest. al 2006) passasje 5 benyttet, mens det til smitte
av celler forin situ hybridisering ble benyttet SAVH 20/03 (Hodnelagidal. 2005) passasje
26. Ved smitte av CHSE-214 celler ble det benys@dul smittestoff til en 175chstor
celleflaske med 30 ml medium. Ved smitte av cell@4-brgnners brett til ISH ble det
benyttet 50ul smittestoff per brann med 500l velestium. Infeksjonsevnen til smittestoffet
som ble benyttet ble testet i CHSE-214 celler, hdetr ble observert at alle smittestoffene

som ble benyttet ga CPE og dermed var infeksigs#dkultur.

Antistoff og Virustitrering
For & finne virustiter ble antistoffene E2-pTe2@tém, 2005) og Alexa dye 488-labeld anti-

rabbit IgG (Molecular probes) benyttet pa SAV 234V 3 infiserte CHSE-214 celler. Det
rekombinante antistoffet E2-pTe200 er dannet mo¥ SAog var blitt absorbert i cellekultur
for bruk (Skotheim 2009) Virustiter (TCID;g) ble funnet ved endepunktstitrering med
pafglgende Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAJom beskrevet av Skotheim (2009).

For vurdering av resultat ble cellene undersgkt fhemtescensmikroskop (Leica).
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Rensing av RNA
Det ble renset RNA fra bade SAV-smittet yngel, usehiyngel og fra SAV-infisert

cellekultur inkludert supernatant. Fra forsgksfiskele gjelle og hjerte dissekert ut og
homogenisert i 100pl TRReagent (Signfd. Fra enkelte uttakstidspunkt ble ogsa hel yngel
homogenisert i 100ul TRReagent og fordelt over p& 2 eppendorfrar, hvoredet raret ble
lagret som en reserve ved -80 °C. Deretter bldildatt 900u| TRPReagent, samt at det ble
tilsatt 2ul Halobacterium salinarunfor & ha en eksogen kontroll ved real-time RT-PCR.
Halobacterium salinarunmed en optisk tetthet Q&nm pa 0,2 var pa forhand fortynnet
1:1000, porsjonert ut i 150ul porsjoner og lagred v80 °C. For RNA ekstraksjon fra SAV
infiserte celler og supernatant ble 1ml TRI®Reagésatt og dette ble blandet ved bruk av
vortex. RNA ekstraksjon ble deretter utfart somkibeget av Devolcdet al. (2000) og RNA
ble lgst i 50ul RNase-fritt vann fgr RNA konsenjmagn ble malt i et spektrometer
(NanoDrof ND-1000).

Revers Transkriptase PCR (RT-PCR)
For a lage cDNA ble det brukt 2ug renset RNA fraSeV 2-smittede CHSE-214 cellene.

Dette ble blandet sammen med 1l pg(Ng 5ul dHO og varmet til 70 °C i 5 minutter.
Deretter ble det kjglt ned til 4 °C far det blesdit en RT- mix bestdende av 1,5ul (5x) RT
buffer, 1,25ul (200mM) DTT, 2,5ul (10mM) dNTP, OJ9RNasin , 0,15ul M-MLV og 6,5ul
dH,O. Denne lgsningen ble sa inkubert ved 37 °C irea@ bg cDNAet ble deretter oppbevart
ved - 80 °C frem til bruk.

Det ble laget primere i forward og revers retning dmplifisering av et 725 bp stort omrade
av nsP2 fra SAV 2. For nsP-sdvF var primersekvensen
5-CCGAATTCTTCCAAGCAGTGCGTCAAGA-'3, mens den for nsP-sdvR var
5-CCGAATTCGCAGTCATGAGCTCGTTGTGT-3'. Omradet som er understteker
kuttesetet EcoR | og de to C’ene pa 5'enden ble tihdor & lette kutting med EcoR I.

Primerene ble produsert av Invitrogen.

Til PCR ble det benyttet en reaksjonsmiks besta@vdsul thermo pol buffer (NEB, 10x),
4ul (2,5mM) dNTP, 1pl (10uM) nsP-sdvF primer, 1u0iM) nsP-sdvR primer, 0,3ul Taq
DNA polymerase (NEB), 37ul di® og 2l cDNA (50-500ng). Det ble laget til 6 ideke
rar som ble satt pa under falgende PCR betingedge?C i 5 min, deretter 40 sykluser med
94 °C i 30 sek, varierende annealing temperatunvert rar i 45 sek og 72 °C i 60 sek, tilslutt
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fulgte 72 °C i 7 min og deretter en nedkjglingdtfC. Annealing temperatur ble optimalisert
ved a benytte falgende temperaturer; rar 1: 48,28C2: 50,7 °C, rar 3: 53,3 °C, rgr 4: 55,9
°C, rar 5: 58,1 °C, rgr 6: 59,9 °C.

Det ble sa tatt ut 9ul PCR produkt av hvert rar sammen med 1ul loading buffer (6x) ble
satt pa en 1 % agarose gel tilsatt en drape etlaiomid (0,2mg/ml). For sammenligning av
stgrrelsen pa produktet ble det ogsa satt 2,5ulrtGauler (Eurogenetic) i en bragnn.
Resultatet ble synliggjort og tatt bilde av undevy-Uys ved & benytte en Ultra Violet

Transilluminator (ultra violet products Ltd.) ogldene ble behandlet i programmet Grab-It,

versjon 2.59 (Synoptics Ltd)

Rensing av PCR produkt
PCR produktet ble renset fra 1 % agarose gel vkdnébinere E.Z.N.A.™ Cycle-Pure kit

(Omega bio-tek) og QIAquick Gel Extraction Kit (@&n). Gelbiten ble veid og det ble tilsatt
3 x gel volum av Buffer QG som ble inkubert pa 60tR biten var lgst opp (5-10 minutter).

Deretter ble det tilsatt 1 x gel volum av Isoproplang Igsningen ble sa pipettert over i en
HiBind®DNA minicolumn (Omega Bio-Tek) og sentrifugie 1 minutt. Veesken som hadde
gatt giennom filteret ble sa tamt ut og det blsatil 500l QG buffer for sa a sentrifugere
kolonneni 1 minutt. Deretter ble det vasket med 2 x 700plADWash Buffer (Omega Bio-
Tek) og sentrifugert ved i 1 minutt mellom hver kaen tomme kolonnen ble sa
sentrifugert i 2 minutter for a fierne eventuelester av buffer og ble deretter satt i et nytt
eppendorfrgr og tilsatt 50ul elueringsbuffer (edatbuffer 10mM Tris, pH 8,5). Det hele ble
sa sentrifugert i 1 min for & vaske ut DNA fradikt i kolonnen. Alle sentrifugeringer ble
utfart ved ca 1300« g. Mengden DNA ble bestemt ved & male konsentrasjdnen
spektrometer (NanoDr6pND-1000).

TOPO kloning og sekvensering
Det rensede PCR-produktet ble klonet inn i vekt@€f°2.1-TOPO ved bruk av TOPO TA

cloning® kit for sequencing (Invitrogen). PCR-pratible da orientert i sense eller antisense

retning i vektoren (plasmidet). Vektoren p&R1-TOPO har blant annet omréder som koder
for resistens mot ampicillin og kanamycin, noe sgjar det mulig & dyrké&.coli med denne
vektoren pa agar tilsatt ampicillin eller kanamyoip dermed unngé vekst av andre bakterier.

LacZo sgrger for en egen kontroll pA om PCR- produkteiaét inn i vektoren. Dette gjar det
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ved at det gir en bla farge til kolonier hvor PCRguktet ikke er satt inn i vektoren, mens
kolonier hvor PCR-produktet er satt inn blir hvitéektoren inneholder ogsa EcoRI som gjar
det mulig & kutte ut PCR- produktet fra vektorejerigog Bam HI som gjer det mulig a kutte
plasmidet slik at det blir lineaert. Vektoren innklew ogsa en T7-promotor som muliggjar
vitro transkripsjon/ translasjon ved & angi startsek¥en37 polymerasen. TOP10 E.coli ble
deretter transformert med disse plasmidene somréesk av produsent i protokollen
Transforming one shBtTOP10 and DH&  — T1® competent cells. Det ble gjort et unntak

fra protokollen ved oppsett av kloningsreaksjoneor loppskriften ble halvert.

Det ble deretter valgt ut 4 kolonier som ble sttakepa en ny skal med LB medium iblandet
kanamycin. De 4 utvalgte klonene ble dyrket videgeflytende LB medium med innblandet
kanamycin (50ug/ml) ved 37 °C og risting (250 rpagr natt. Plasmidene ble renset ut ved
bruk av et plasmid DNA purification kit, Nucleosfiasmid (Macherey-Nagel) som
beskrevet av produsent. DNA konsentrasjonen ble palspektrometer fgr insert fra de
rensede plasmidene ble sekvensert. Til sekvensgribp det benyttet 1ul BigDye (BD), 1ul
sekvenseringsbuffer, 1ul forward eller revers priniell3 Revers primer/ T7 forward
primer), 6ul dHO og 100-250 ng plasmid. Dette ble satt pa unalgehde betingelser; 96 °C
i 4 minutter, 30 sykluser med 96 °C i 10 sekunaeb0 °C i 5 sekunder og tilslutt 60 °C i 4
minutter for sa & bli kjglt ned til 4 °C og tilsa®ul destillert HO. Sekvenseringen ble utfart

ved Sekvenseringslaboratoriet ved Universitetetrig@n.

Konvensjonell kloning
Sekvenseringen viste at innsatt PCR-produkt laminsa retning hos alle klonene som var

sekvensert. Flere kloner ble undersgkt med samsutaeog PCR-produktet ble derfor kuttet
ut fra plasmidet og de ulike bitene ble ligert saannigjen i et forsgk pa a fa kloner hvor
PCR-produkt var satt inn motsatt vei. Til kuttingelle det benyttet 1pg plasmid (DNA), 15
enheter EcoRI (15 enheter/ul), 2pl 10x H bufferdbfO ble tilsatt til et sluttvolum pa 20 pl.
Dette ble satt pa en 1 % agarosegel tilsatt etidiomid og to band var da synlig, et pa ca
4000bp (vektor) og et pa ca 700bp (PCR-produkt}teDeste at kuttingen var vellykket og
bandene ble kuttet ut hver for seg og renset védnibinere E.Z.N.A.™ Cycle-Pure kit
(Omega bio-tek) og QIAquick Gel Extraction Kit (@&n) pa samme mate som beskrevet

under rensing av PCR-produkt.
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Far ligering ble vektoren defosforylert ved a beémyiOul av det rensede vektorbandet fra
kuttingen, 6ul 10x alkaline phosphatasebuffer, &ldline phosphatase (calf intestine) og 2ul
dH,O. Dette ble varmet opp til 37 °C i 15 minutterdegetter til 50 °C i 15 minutter for sa a
kigles ned til 4 °C. Lgsningen ble sa pipettertroven HiBind DNA spinnkolonne og
sentrifugert i 1 minutt ved 13 000g. Deretter ble det vasket ved & sentrifugere i futhi
farst med 500ul CP buffer og deretter to ganger #@@ll DNA wash buffer. Etter tarking
ved 13 000 x g i 2 minutter ble DNA eluert veddtting av 30ul elueringsbuffer.

Deretter ble insert og vektor ligert sammen igjed & benytte 1 pl T4 DNA ligase, 1 pl 10x
L buffer, 67,2 ng plasmid og 34 ng insert. Denrsniagen ble inkubert ved 14 °C over natt.

Transformering ble utfgrt pafalgende dag som beskrevenfor ved bruk av TOPO TA
cloning® kit for sequencing (invitrogen). Dette ble s& owertil en agarskal med LB medium
med kanamycin og inkubert pa 37 °C over natten.kv&eseringen viste at de ulike
plasmidene hadde PCR-produkt i bade sense og msdisetning, disse kalles heretter pCR-
SDV sense og pCR-SDV antisense og er vist i figur 3

EcaR | EcoR | EcoR |
EroR |
Barmk| \ TT promaotor BarmHI \ / TT promotor
,
\\ / lacde \\ / Jlazda
M13R . lo W13 R s
NN A SN //

Figur 3: Figuren viser plasmidene pCR-SDV sense og pCR-Sill¢ense nar PCR-produktet fra SAV 2 er satt
inn. Figuren er utarbeidet fra Invtrogens kartrqMasmidet pCR2.1-TOPG.

In vitro transkripsjon
De to plasmidene pCR-SDV sense og pCR-SDV antisklesed benyttet til & produsere en

DIG- merket RNA probe veth vitro transkripsjon. Renset plasmid ble fgrst lineariser &
kutte plasmidet med 5ul av restriksjonsenzymet Ban(Bl..GGATCC..3"), 10ul 10x buffer
E, 4ug renset plasmid (templat) ogAHtil 100ul. Reaksjonen ble inkubert ved 37°C i 4
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timer. Kuttingen ble kontrollert ved gel elektrodse hvor ukuttet plasmid ble sammenlignet

med kuttet plasmid.

Deretter ble 1ug linearisert plasmid felt ut vddetiting av 200ul kald (-20°C) 100% etanol
og 0,5ul glykogen. Lasningen ble inkubert pa -20 26 minutter far den ble sentrifugert ved
ca 13 00 gi 40 minutter ved 4 °C. Vaesken ble sa fiernet digtsm ble vasket i 250l 70%
etanol far pelleten ble tagrket i 15 minutter vedhtemperatur. Plasmid ble deretter eluert i
12,5u1 dBHO far transkripsjonen ble igangsatt. Det ble daetlagn transkripsjonsmiks
bestaende av 2ul 10x buffer (TakaRa), 2ul 50 mM OT#@KaRa), 2ul 10x DIG- merket
nukleotid mix (Roche), 0,5ul RNAse inhibitor (201l T7 RNA polymerase og 12,5ul av
det lineariserte plasmidet eluert i vann. Lasningém inkubert pa 42 °C i to timer. Ved
uttesting av proben pa Northern "dot” blot var Hehov for transkript uten DIG-markar som

"templat” og dette ble derfor produsert samtidigdnden DIG-merkede proben.

For kontroll av transkripsonen ble det utfart gek&oforese (1% agarose gel) pa probe med
DIG-markgar og transkript uten DIG-markgr. Da RNA/les ned i agarosegelen ble det tilsatt
0,5ul RNase (CRI) i tillegg til 3,5ul did, 1ul loading buffer til 1ul probe/transkript (sen
probe; 1052,5ng/ul, antisense probe; 712,7ng/ahskript (sense); 1753ng/ul, transkript
(antisense); 1921,1ng/ul) . Dette ble varmet p&@5 3 minutter far det ble satt pa gel og
resultatet ble vurdert etter 5 minutter og ettenffutter.

Deretter ble 18ul transkripsjonsprodukt, 2ul 4M L.i@ul (5pg/ul) tRNA og 51ul 100 %
etanol blandet og sentrifugert ved 4 °C og ca 18x0§i 40 minutter. Proben ble sa vasket i
70 % etanol og tarket fgr den ble eluert i 10ul @4l DEPC vann og tilsatt 90ul
hybridiseringsbuffer (vedlegg 1). Proben ble lagtiét ved -20 °C frem til bruk.

Northern dot blot
Den ferdige proben ble farst testet ved bruk avtiNwn "Dot” Blot for & kontrollere om den

kiente igjen og reagerte med SAV 2. For & undersaantuell kryssreaksjon ble de ogsa
benyttet en SAV 3 sense og SAV 3 antisense protiet rmot nsP2 (L.Andersenkke
publisert). Det ble benyttet en nitrocellulose-membran hvorl lav sense- og
antisensetranskriptene (SAV 2 S 1052,5ng/ul, SAN2712,7ng/ul, SAV 3 S 1125,3ng/ul
0og SAV 3 AS 1150,1ng/ul) ble satt pA membranen 140 fortynningsserie i 0,1 % DEPC
vann (Ufortynnet, 1:10, 1:100, 1:1000 og 1:10 06@d & utsette membranen for UV lysi 1
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minutt ble RNA krysslinket til membranen. Derettde den tarket mellom to filterpapir far
det ble tilsatt 5ml prehybridiseringslgsning bestie av 50 % deionisert Fomamide, 20x
SSC, 2 % blokking reagent, 0,1 % N-lauroylsarcqasth®é % SDS og 0,1 % DEPC,@ til
100ml. Denne ble forvarmet til 65 °C og membrari@eeetter tilsettingen inkubert pa 65 °C i
15 minutter. De ulike probene ble s& denaturertQ@8C i 5 minutter far de ble overfart til et
rer med 5ml varm (65 °C) prehybridiseringslgsningsningen som dekket membranene ble
flernet og prehybridiseringslgsningen hvor de ulp®@bene var tilsatt ble overfart til de

tilhgrende membranene og inkubert ved 65 °C oviema

Pafalgende dag ble membranene vasket i 2 x 5 mmwitd 65 °C i forvarmet Low
Stringency Wash Buffer (LSWB) bestaende av 1x S5&% SDS, 0,1% N-Lauroylsarcosine
i 0,1% DEPC HO. Deretter ble membranene vasket i 2 x 30 minutezt 65 °C med
forvarmet High Stringency Wash Buffer (HSWB) bes@& av 0,1 x SSC, 0,5 % SDS, 0,1 %
N-Lauroylsarcosine i 0,1 % DEPC.,8. Videre ble de vasket i 2 x 5 minutter med 1 x
maleatbuffer og blokkert med blokkeringsbuffer (1locking reagent i 1 x maleatbuffer) i
en time ved romtemperatur og lett risting. Membraenble deretter inkubert i en time ved
romtemperatur og risting med anti-Digoxigenin alkal phosphatase (AP) Fab fragments
(Roche). Denne ble vasket vekk med DIG-buffer i 25xminutter fgr det ble tilsatt
fremkallingsbuffer (Vedlegg 1) og de ble inkube x 30 minutter ved romtemperatur og lett
risting. Tilslutt ble 5ml chromagen substrat bestieav 37,5ul BICP (5-Bromo-4-chloro-3-
indolyl-phosphate) og 50ul  NBT  (4-Nitro-blue-tetodimm-chloride) per 10ml
fremkallingsbuffer tilsatt til hver membran og spé# lett risting i 1 time for fremkalling. Det
ble tatt bilder av resultatene med et Nikon D80 &esam

In situ hybridisering
For in situ hybridisering (ISH) av cellekultur ble CHSE-214llee overfart til 24 brgnners

brett (Nunclon™) med runde dekkglass i bunnen ageatyed 21 °C frem til det var ca 80 %

dekning av dekkglasset. Cellene ble sa smittet @&% 2 eller SAV 3 og inkubert ved
henholdsvis 10 °C og 14 °C i 9 dager. Derettershjgernatant teamt av og cellene ble vasket
med 1 x PBS far fiksering i 20 minutter i 20 mirautt 4 % paraformaldehyd i 1x PBS DEPC
vann. Cellene ble vasket i 1 x PBS DEPC i 2 x 1utter og seriedehydrert pa is i 25 %, 50
%, 75 % og 100 % etanol i 1 x PBS DEPC vann i Suttén for hver konsentrasjon. Cellene
ble sa lufttarket far vasking i 3 x 5 minutter kPBS DEPC vann far proteinase k (10ug/ul)
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behandling i 15 minutter for nedbryting av proteing eksponering av arvestoff. Deretter ble
cellene vasket 2 x 5 minutter i 1 x PBS DEPC vamde ble fiksert i 4 % paraformaldehyd i
20 minutter. Paraformaldehyd ble vasket vekk ved33minutter i 1 x PBS DEPC vann far
cellene ble seriedehydrert i 25 %, 50 %, 75 % o@ #etanol i 1 x PBS DEPC vann i 5
minutter i hver konsentrasjon. For a fijerne bindingg gjgre probene linezere ble probene
denaturert ved 80 °C i 5 minutter. Det ble safttilsa hybridiseringslasning (900ng probe per
ml) til probene og dette ble overfart til de fordkpe bragnnene. Alle de fire probene ble testet
bade p& SAV 2 og SAV 3 infiserte celler, dettedjtat for & undersgke spesifisitet.

Brettene med celler ble sa inkubert ved 65 °C owat (16 timer) i et fuktkammer med
filterpapir gjennomvat av 50 % deionisert formamade5x SSC. Deretter ble cellene vasket i
30 minutter ved 65 °C med 2 x SSC og 25 % deionfeemamide (pH 7) i DEPC vann.
Videre ble cellene vasket ved 65 °C med LSWB fg@® minutter og sa i 15 minutter og
deretter 2 x 30 minutter i HSBW. Deretter ble eed vasket 2 x 10 minutter ved
romtemperatur med 1 x Maleatbuffe far de ble blokkeed blokkeringsbuffer i en time ved
romtemperatur og forsiktig vugging. Blokkeringstaréfn ble sa fiernet og det ble tilsatt Anti-
digoxigenin AP (37,5ul 0,3 % tween 20, 12,5 ml Idekngsbuffer og 6,5 ul anti-
digoxigenin-AP) og cellene ble inkubert over nativ °C og forsiktig vugging. Pafalgende
morgen ble cellene vasket 2 x 15 minutter i 1 xeatdduffer og deretter 2 x 30 minutter med
fremkallingsbuffer. Cellene ble framkalt over natted en chromogen substrat blanding
bestaende av 10 ml fremkallingsbuffer, 37,511 NBINjtro-blue-tetrazolium-chloride) og 50
ul BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate). Bgkassene ble s& montert pa objektglass
med en drape (2,5ul) SlowFade™Gold (invitrogenyesyltatet ble undersgkt og tatt bilder
av med et mikroskop (aristoplan, leitz) tilkoblget Olympus kamera E- 330 DC 7.

Det ble ogsa utfart ISH ved bruk av anti-digoxigefiiiorescein (fab fragments), men her var
prosedyren noe annerledes enn ved bruk av antikidigoin alkalin phosphatase (fab

fragments). Etter inkubering over natt med de ulikebene i hybridiseringslgsning ble

cellene inkubert ved 65 °C 2 x 15 minutter med LS@¢B2 x 30 minutter med HSWB. De

ble sa vasket med 1 x maleatbuffer i 15 minuttercidlekjernene ble farget i 1 minutt med
DAPI fortynnet 1:5000 i 1 x PBS. Cellene ble vaskktx PBS DEPC vann far montering pa
objektglass (som beskrevet ovenfor) og undersgkeéskfluorescensmikroskop (Zeiss).
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Kontrastfarging av celler med metylgrant
Etter ISH ble cellene kontrastfarget med metylgrémt & bedre fremheve celler og

cellekjernene. Cellene ble farget i 10 minutter \& °C med metylgrent lgst i 0,1M
Natriumacetat (Merch) i 0,1 % DEPG®L Dersom cellene ble farget etter at de var monter
pa objektglass ble de vasket i 0,1 % DEP£OHg 96 % etanol for & fijerne SlowFade og
oljerester fgr de ble farget med metylgrgnt. Eitduberingen ble overfladig farge vasket
vekk med 0,1 % DEPC 4@ og cellene ble sa dehydrert i 96 % etanol (1Q)yy deretter i
100 % etanol (2 x 10 dypp) fer de ble dyppet i duktar. Cellene Ilufttarket ved

romtemperatur far de ble montert pa objektglass »&d| SlowFade™Gold.

Forsgksfisk
Plommesekkyngel av laks ble levert fra et settafibdgg i Hordaland da den var 180

dggngrader. Forsgket ble utfgrt pa industrilaboiet® (ILAB) lokaler ved
hgyteknologisenteret i Bergen. Yngelen ble holdt kar i akvahallen frem til 6 dager far
smitteforsgket ble iverksatt. Den ble da overfiigykdomscellen hvor 360 yngel ble fordelt
over i 3 kar til et totalt antall pa 120 stk i hivkar. Det ble ogsa holdt 80 yngel som reserve i
et kar i akvahallen. Yngelen ble hold i 8 °C ferakn og fikk tilbud om for to ganger om
dagen frem den var 263 dggngrader. Temperaturedablekt gradvis til 10 °C og det ble
montert forautomater pa karene slik at yngelen fildud om for gjiennom hele dggnet. Foret
som ble benyttet var et kommersielt 0,15mm stdrtffafor fra EWOS. Yngelen gikk pa

kontinuerlig lys og hadde astrotuf til & skjule $eg

Smitte av yngel
Yngel ble badsmittet med SAV 2 og SAV 3 da vi hatitleensikt & benytte proben til & gjare

whole mounin situ hybridisering pa den smittede yngelen. Uforutsgttsblemer med smitte
farte til at det matte utfares tre smitteforsgkdet var mulig a pavise SAV-spesifikt RNA fra
yngelen (tabell 1). Farste smitteforsgk ble uttiatyngelen var 258 dggngrader, andre gang
ved 293 dggngrader og tredje gang ved 663 dggnyreeée forste smitteforsgk ble 120
yngel i hver gruppe badsmittet i 20 minutter hvarustiter (TCIDy) i rent oppdyrket
smittestoff var 3,91 x T TCIDs¢/ml for SAV 3 og 1,25 x 10TCIDs¢/ml for SAV 2. Yngelen

ble smittet i tre baljer med 40 liter vann og 8sniittestoff, noe som ga en sluttkonsentrasjon
i vannet pa 7,81 x £OTCIDsy/ml for SAV 3 og 2,5 x 10 TCIDs¢/ml for SAV 2. Under
smitteperioden ble det benyttet trykkluft for a d®loksygenmengden i vannet stabil ved 96
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til 100 % oksygenmetning. Umiddelbart etter smittd 0) ble det tatt ut 10 yngel fra hvert
kar. Av disse ble 5 lagret pa 4 % paraformaldetilytSH, 2 ble lagret pa karnovsky for
undersgkelse med elektronmiksoskopi og 3 ble lgogeeppendorfrar ved -80 °C for real-
time RT-PCR analyse. Det samme antall yngel bleataut ved ytterligere 6 tidspunkt (se
tabell 1). For SAV 2 ble totalt 12 yngel tatt uteet24, 48, 96 og 144 timer analysert, mens
det for SAV 3 ble analysert totalt 9 yngel tatt etter 48, 96 og 144 timer. Yngel fra
kontrollgruppen ble ikke analysert da det ikke gjert funn av SAV-positiv yngel fra de to

smittede gruppene.

Ved andre gangs forsgk pa smitte ble det beny@tditer vann og 20 ml av samme virusisolat
som ved farste smitte. Sluttkonsentrasjonen avsviruannet ble da for SAV 3 7,8 x 10
TCIDs¢/ml og for SAV 2 2,5 x 1D TCIDs¢/ml. Smitteperioden ble gkt til 90 minutter og det
ble ikke benyttet trykkluft eller annen tilsetningv oksygen. Oksygenmetningen ble
kontinuerlig overvaket og den laveste oksygenmegrinmalt var 94 %. Yngel ble tatt ut ved
ulike tidspunkt etter smitte (se tabell 1). Det lda tatt ut 4 yngel til ISH, 1 til
elektronmikroskopi og 2 til real-time PCR. Totale det analysert 10 yngel fra begge de
smittede gruppene tatt ut etter 3, 10, 24, 96 dytitBer. Ved 192 timer var det en dgdfisk i
SAV 3 gruppen og ogsa denne ble undersgkt foetitsteerelse av SAV-spesifikt RNA.

Da det ikke var beregnet & skulle smitte flere gangr det ikke dyrket opp nok virus til a
smitte en tredje gang. Det ble derfor i lgpet asdiisperioden dyrket opp mer virus fra de
samme passasjene som ble benyttet ved dyrkingras tii farste og andre forsgk pa smitte.
Virustiter var 5 x 16 TCIDs¢ml for SAV 3 og 1 x 18TCIDsy/ml for SAV 2, med en
sluttkonsentrasjon i vannet pa 100 Tgginl for SAV 3 og 20 TCIRyml for SAV 2. Til
tredje gangs smitte ble det ogsa overfart 26, 22%ygngel fra reservegruppen til henholdsvis
kontrollfisk gruppen, SAV2 gruppen og SAV 3 grupp@oe som ga et totalt antall pa 30
yngel i hver gruppe. Yngel ble tatt ut 6, 12, 28, 444 og 216 dager etter smitte og det ble
tatt ut 2 yngel til real-time RT-PCR, 2 til ISH dgtil TEM. Det ble tottalt analysert 12 yngel
fra alle tre gruppene og yngel fra alle uttakstidgfiene ble analysert. Ved 144 timer etter
smitte var det en dadfisk i SAV 3 gruppen og ogmané ble analysert ved real-time RT-PCR.
Tabell 1 gir en oversikt over smitteforsgkene.

Samtidig med tredje gangs smitte ble 5 yngel ftgpgen med reservefisk overfart til et eget

kar og i.p. smittet med SAV 3 fra samme virusisglain ble benyttet til badsmitte (Virustiter
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5 x 10 TCIDsy/ml). Yngelen ble havet over i et bedgvelseskar medakain (Tamro) og
bedgvd som anbefalt av produsent fgr 10ul inokuhleninjisert i bukhulen ved bruk av
300ul Micro Fine™ insulinsprgyter (BD). All i.pnsttet yngel ble tatt ut 216 timer etter

smitte.

Tabell 1: Oversikt over de ulike smitteforsgkene. Tidspurdd smitte er oppgitt i dagngrader (d°C). Tid(min)
er eksponeringstid i minutter ved badsmitte. Utiidkpunkt er oppgitt i timer etter smitte. Antaligel tatt ut
ved hvert uttakstidspunkt er ogsa oppgitt (N peak)t

Forsgk| Gruppe |d’Cv/ | Type Tid subtype| TCIDsg | Uttakstidspunkt N per
nr smitte | smitte (min) (timer) uttak
Kontroll 258 Ikke smittet 20 - -
1 SAV 2 258 Badsmitte 20 SAV2 | 25x16 0, 69221421:11 48, 10¢°
SAV 3 258 Badsmitte 20 SAV3 | 7,8x10 '
Kontroll 293 Ikke smittet 90 - -
2 SAV 2 293 Badsmitte 90 SAV 2 2,5 x°10 3,10, 12;12 48,96 7°
SAV 3 293 Badsmitte 90 SAV 3 7,8 x°10
Kontroll 663 Ikke smittet 90 - -
3 SAV 2 663 Badsmitte 90 SAV 2 20 6'11424 2241’648’ 5°
SAV 3 663 Badsmitte 90 SAV 3 100 '
LP. | SAV3 | ges | ip. smitte - sAv3| 5x10 216 5
smitte i.p.

a - hvorav 5 til ISH, 2 til TEM og 3 til real-timRT-PCR analyser
b - hvorav 4 til ISH, 1 til TEM og 2 til real-timBT-PCR analyser
¢ - hvorav 2 til ISH, 1 til TEM og 2 til real-timBT-PCR analyser
d - 5 til real-time RT-PCR analyser

Vannprgver
For & undersgke om yngelen skilte ut virus ettetest var smittet ble det tatt ut vannprgver

fra alle tre karene etter bade farste, andre atjetremitteforsgk. Vannpravene fra farste og
andre gangs forsgk ble ikke bearbeidet videre dakie ble pavist SAV i vev fra yngelen.
Etter tredje gangs smitte ble det tatt ut vannpravmen hver dag (1-9dager) etter smitte. Da
det ble pavist SAV hos yngelen ble alle disse pmevéitrert ved bruk av en modifisert
VIRADEL metode (Anderseemt al ikke publisert og videre analysert ved bruk av real-time
RT-PCR.

Ved uttak av vann ble det benyttet autoklavertsgjlasker med skrukork og det ble tatt ut 1
liter vann fra hvert kar. Vannprgvene ble tattrat§amme plass i karet og til omtrent samme
tidspunkt ved hvert uttak. Som en eksogen konfallreal-time RT-PCR ble det til hver
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vannprgve tilsatt 20ul ufortynnétalobacterium salinarunitype strain DSM 3754/ATCC
33171) med en konsentrasjon pa 5,5 X hakterier per ml og O&onmpa 0,2.

Vannprgvene ble filtrert gjennom et elektropositidta Plus® 1MDS filter (Cuno) ved a
bruke et filterapparat. Etter filtreringen ble dilet lagt opp ned i en petrisk& $0 mm) med
1,4ml TRK lysis buffer fra Total RNA Kit | (omegaidstek) tilsatt 28ul 2-mercaptoetanol
(sigmd&). Forseglet med parafilm ble petriskdlene sattvigpebrett i 20 minutter ved
romtemperatur far 2 x 360 pl av veesken fra hvewvergle overfart til to eppendorfrar og
tilsatt lik mengde 70 % etanol. Dette ble blandedtgpg lagret ved -80 °C. RNA ble renset fra
prgvene ved & benytte E.Z.N.A total RNA kit (OmRigaTek) slik som anbefalt av
produsenten og konsentrasjonen av RNA ble malippatsometer (NanoDrop® ND-1000).
Tilstedevaerelsen av SAV-spesifikt RNA i vannpravéite sa undersgkt ved real-time RT-
PCR.

Real-Time RT- PCR
Renset RNA fra hjerte- og gjelleregion og hel yniglel undersgkt ved bruk av real-time RT-

PCR og Verso™ 1-step QRT-PCR Rox kit (Thermo SdieptDet ble benyttet tre real-time
PCR assay; nspl (SAV), Ef1A (elongeringsfaktor )atig Sal Halobacterium salinarum
(Tabell 2). I hver brgnn ble det tilsatt 6,25ultép QPCR rox mix, 0,625ul RT Enhancer,

0,125ul verso enzyme mix samt prober, primere awplat. De ulike primerene og probene
var tidligere blitt optimalisert og for nsP1 og Bfble det benyttet 1,13ul forward og revers
primer og henholdsvis 0,25ul og 0,2ul probe. FdraSaayet ble benyttet 0,38ul forward
primer og 1,13 pl revers primer samt 0,25 pl prdabet. ble tilsatt destillert vann til 10,5ul og

2ul templat ble senere tilsatt hver brgnn. Lasmnike overfgrt til en fast optical 96-well

reaction plate (Applied Biosystems) og sentrifudestt ved 4 °C fgr det ble satt pa under
falgende betingelser; 50 °C i 15 minutter (reveasskriptase steget), 95 °C i 15 minutter for
aktivering av Thermo- start ™ DNA polymerasen ogetter 45 repetisjoner med 95 °C i 15
sekunder og 60 °C i ett minutt. Det ble benyttet®10 Fast Real-Time PCR system (Applied
Biosystems) og til evaluering av resultater blegpammet Sequence Detection Software

versjon 1.4/ 7500 fast system SDS software benyttet
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Tabell 2: Oversikt over primere og prober (TagMamenyttet ved real-time RT-PCR for p&visning awsA
spesifikt RNA (nsP1-assay), elongeringsfaktor &iiaAtlantisk laks (Ef1A) odgHalobacterium
salinarum(Sal-assay). Posisjonene er satt ut i fra accesioAY604235 (SAVH20/03), AF321836
(Efla) og AB219965 (H.salinarum).

Amplicon | Bp | Sekvens Posisjon | Kilde

nsPl-assay| 107 | F-primer: 5-CCGGCCCTGAACCAGTT-3’ 58-74 Hodneland og
R-primer: 5-GTAGCCAAGTGGGAGAAGCT-3' | 144-164 | Endresen, 2006
Probe: FAM-5-TCGAAGTGGTGGCCAG-3'-MGB| 95-110 Anderseret al. 2007

EfiA-assay| 57 | F-primer: 5-CCCCTCCAGGACGTTTACAAA-3’ | 800-820 | Olsvik et al 2005
R-primer:5’-CACACGGCCCCACAGGTACA-3’ 839-857
Probe: FAM-5'- ATCGGTATTGGAAC-3'-MGB 821-837

Sal-assay |59 | F-primer: 5-GGGAAATCTGTCCGCTTAACG-3' | 541-562 | Anderseret al. ikke
R-primer: 5'-CCGGTCCCAAGCTGAACA-3' 582-600 | publisert
Probe: VIC-5'-AGGCGTCCAGCGGA-3'MGB 566-579
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Resultater

Kloning av pCR-SDV
Et 725 bp stort omrade av nsP2 fra SAV 2 ble arsplif ved PCR (Figur 4A) og klonet inn i

plasmidet pCR 2.1-TOPO. Sekvensering av de bakteriekoloniene slenvalgt ut viste at

alle hadde PCR-produktet orientert i samme retritigsmid og PCR-produkt ble kuttet ved
bruk av EcoRI og tilstedeveerelsen av et 4000bpta@e@bp stort fragment ble bekreftet ved
gel elektroforese (Figur 4B). Sekvensering av ge#ti plasmid og PCR-produkt viste at det
var dannet plasmid hvor PCR-produkt var satt ihade sense og antisense retning og at dette
var 100 % likt SDV AJ316246.1 ved alignment av s#isene. Plasmidene ble kalt pCR-
SDV sense og pCR-SDV antisense og er vist i figur 3

p—r Ll <+— 4000 bp

g —
700 bp 700 bp

Figur 4: A) Viser PCR-produkt ved bruk av primerene nsgFsdg R for amplifisering av et 725bp stort omrade
av nsP2 fra SAV 2. SmartLader (SL) er brukt sonstarrelsesindikator for produktene, mens rgr Visér
resultat etter PCR med ulik annealingtemperatur fwert rar. Dette ble gjort for & optimalisere
annealingtemperaturen for primerparet. Fglgendgéeaturer ble benyttet; rgr 1: 48,2 °C, rar 2: 3G /ror 3:
53,3 °C, rgr 4: 55,9 °C, rgr 5: 58,1 °C, rgr 695¢;.) B) Kuttet plasmid ved bruk av EcoRI hvorgptadet gir
band pa 4000bp, mens insert gir band pa ca 700 bp.

In vitro transkripsjon og Northern "dot” blot
De rensede plasmidene pCR-SDV sense og antiseaskerut videre for a lage en DIG-

merket RNA probe veth vitro transkripsjon. For a kontrollere at transkripsjoiawlde veert
vellykket ble det utfart en gel elektroforese meédid probe og transkript (uten DIG markar)
for bade SAV 2 sense og antisense, samt SAV 3 senseatisense som var laget til tidligere
av Andersenikke publisert) Det ble da observert to band, et for plasmid pé&ent 4700bp
og et for RNA-transkript pa omtrent 700bp (figur 5)
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4700bp
DNA

700bp
RNA

Figur 5; Figuren viser en vellykket transkripsjon med b omtrent 4700bp (plasmid) og 700nt (RNA-
transkript). Brgnn 1 til 4 viser SAV 2 hvor 1 ogf2henholdsvis probe og transkript (uten DIG majkar SAV

2 sense, mens 3 og 4 er probe og transkript for 3Awtisense. Brgnn 5 til 8 viser SAV 3 hvor 5 ogrthhv.
probe og transkript for SAV 3 sense, mens 7 og@@be og transkript for SAV 3 antisense.

De Digoxigenin-merkede probenes evne til & hybeidismed SAV 2-spesifikt og SAV 3-
spesifikt RNA ble testet ved bruk av Northern "dbtdt. Det ble da vist at alle probene var i
stand til & hybridisere med RNA-transkript i motsatientering. Det ble ogsd demonstrert

kryssreaksjon mellom SAV 2 og SAV 3 (figur 6).

Probe: SAV 2 Probe: SAV 3
A) Sense B) Antisense C) Sense D) Antisense

'@

1 D @ )

2 " \')

® ® ©
)

3 y
®

4 °*

Figur 6; Uttesting av prober pa nitrocellulosemembraner Medthern” Dot” blot. RNA Transkript fra nsP2
uten DIG markgr ble satt pA membranene i en foigsserie (1:10) fra venstre mot hgyre. Pa alle
membranene ble transkriptene lagt pa i falgendéefetge ovenifra og ned; 1) SAV 2 sense, 2) SAV 2
antisense, 3) SAV 3 antisense og 4) SAV 3 senseuliRe membranene viser hybridisering med A) SAV 2
sense probe, B) SAV 2 antisense probe, C) SAV 8esprobe og D) SAV 3 antisense probe. Alle probeme
stand til & hybridisere med RNA-transkript i motsatning. Probene viste ogsa kryssreaksjon me$éi 2 og
SAV 3.

In situ hybridisering av SAV- infisert cellekultur

- Ved bruk av anti digoxigenin Alkaline Phosphatdab,fragments

Ved uttesting av de digoxigenin-merkede proben&A¥ 2 og SAV 3 infiserte CHSE-214
celler viste bade SAV 2 og SAV 3 antisense prokegeen hybridisering til hhv SAV 2 og
SAV 3- spesifikt RNA (figur 7a og b og figur 8 a by | likhet med resultatene fra Northern
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"dot” blot ble det ogsa her observert en kryssreaksellom SAV 2 og SAV 3 (figur 7a og b
og figur 8c og d). Det ble ikke observert hybridisg ved bruk av sense probene pa SAV-
infiserte celler eller ved bruk av probene péa usadi celler (figur 7e og f og figur 8e og f).

Ved hybridisering med antisense probene i SAV 3tteahe celler ble det enkelte ganger
observert en mer brunlig farge (figur 8a og b) itsetning til SAV 2 smittede celler hvor
hybridiseringen ga en lilla/burgunder fargereaksjdgibridisering med SAV-spesifikt RNA
viste seg alltid & veere lokalisert til cellens @y&sma, og de infiserte cellene la som regel
med god avstand til hverandre. Det ble ogsa obeav&SAV 3 smittede celler ofte hadde en
stgrre andel av avrundede celler enn det som Isiereért hos de SAV 2 smittede cellene. Det
ble ikke observert bakgrunnsfarging ved bruk axopree.

In situ hybridisering av SAV-infisert cellekultur

- ved bruk av anti digoxigenin fluorescein, fabgimeents
Ved in situ hybridisering pa SAV 2 og SAV 3 smittede celledvaruk av anti digoxigenin

fluorescein og DAPI-farging av cellekjerner forekalet store mengder bakgrunnsfarging og

det var ikke mulig & skille hybridisering til SA\pssifikt RNA fra bakgrunnsfargingen.
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Figur 7: ISH p& SAV 2 smittede og SAV 3 smittede CHSE-21Mecered bruk av SAV 2 antisense og sense
probe. Bilde A og B viser SAV 2 smittede celler uert pa 10 °C i 9 dager hybridisert med SAV 2 sanse
probe. BI& pil indikerer cellekjerne, mens grenhiquiikerer hybridisering med viralt RNA i cytoplas. Bilde

C og D viser SAV 3 infiserte celler inkubert ved %@ i 9 dager og hybridisert med SAV 2 antisensebpr
Bilde E viser usmittede celler ved bruk av SAV 2isanse probe, mens bilde F viser SAV 2 smittedlerceed
bruk av SAV 2 sense probe. Ingen av de to sisteeviste SAV positive celler.
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Figur 8; ISH p& SAV 2 og SAV 3 smittede CHSE-214 celler vedk av SAV 3 antisense og sense probe.
Bilde A og B viser SAV 3 smittede celler inkuber® idager hvor SAV 3 antisense proben hybridisered m
SAV-spesifikt RNA. Merk at fargereaksjonen er meurtig og de infiserte cellene er mer opprundebdCD
viser bruk av SAV 3 antisense probe pa SAV 2 sohitteeller hvor det ble observert en mark lilla éaegksjon.
Cellene er ikke s& opprundet som for de SAV 3 smétcelleneBilde E viser usmittede celler som ikke gir
hybridisering med SAV 2 antisense probe, mens Erv8AV 3 smittede celler hvor SAV-spesifikt antisen
RNA ikke hybridiseres med SAV 3 sense proben.
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Kontrastfarging med metylgrgnt etter ISH
Kontrastfarging av celler med metylgrgnt ettar situ hybridisering gode resultater ved

farging umiddelbart etter hybridiseringen. Det dppda en lys grgnn farging av celler som
fremhevet cellene svaert godt uten a pavirke hyseitligen. Mens det 4 uker etter at ISH var
utfart oppsto en lys bla farge som ogsa pavirkegeia pa den tidligere utfarte hybridiseringen

slik at denne ble mer blalig.

Smitteforsgk
Etter farste forsgk pa smitte av yngelen viste-tieaé RT-PCR analyser av renset RNA fra

gjelle fra yngel tatt ut 24, 48 og 96 timer ettaritse og fra renset RNA fra hel yngel tatt ut 96
0og 144 timer etter smitte (totalt 12 yngel) at ylegevar negativ for SAV. For SAV 3
gruppen var renset RNA fra hel yngel tatt ut 48,096144 timer etter smitte negativt og det
samme gjaldt for renset RNA fra gjelle og hjerti t& etter 96 og 192 timer (totalt 9 yngel).
Da det ikke ble pavist SAV-positiv yngel ble korlgouppen ikke undersgkt for

tilstedeveerelse av SAV.

Det ble heller ikke etter andre smitteforsgk pagial fra gjelle og hjerte hos SAV 2 og SAV
3 smittet yngel tatt ut 3, 10 og 24 timer ettertseniVed dag 8 (192 timer) etter smitte ble det
funnet en dadfisk i SAV 3 gruppen, men heller iklemne var positiv for SAV. Totalt ble det
analysert 10 yngel fra begge de smittede gruppeees det i likhet med farste forsgk ikke

ble analysert praver fra kontrollfisk.

Etter tredje smitteforsgk ble det renset RNA frartg og gjelle hos yngel tatt ut etter 6, 12,
24, 48, 144 og 216 timer. Ved bruk av real-time RTIR ble det da gjort funn av virus fra
hjerte og/eller gjelle 6, 12, 48 og 216 timer eanitte hos SAV 2 smittet yngel, mens det for
SAV 3 smittet yngel ble pavist virus fra hjerte eltgr gjelle 24, 48 og 144 timer etter smitte.
| den SAV 3 smittede gruppen var det en dadfisk dag 6 (144t) etter smitte hvor det ble
pavist SAV-spesifikt RNA i 1 av 3 replikater. Tatddle 12 yngel fra hver av gruppene
analysert.

Det ble ogsa analysert gjelle og hjerte fra koliftssl fra samme tidspunkt som for SAV 2 og
SAV 3 og det ble funnet en positiv yngel etter §etahvor 2 av 3 replikater var positive. Fra
de gvrige uttakstidspunktene for kontrollfisken d&t funnet at 1 av 3 replikater var positive

fra minst en yngel ved hvert uttakstidspunkt. Tiottar det 7 positive kontrollfisk etter tredje
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smitteforsgk. Dette er fremstilt i tabell 3. lealtilfeller av positiv yngel var ct-verdiene
forholdsvis haye og lIa gjennomsnittlig pa 36,3. enholdet mellom ct-verdi og mengde
templat er omvendt proporsjonalt til hverandre keder dette at det var lave mengder templat

til stede i prgvene.

De fem ynglene som ble i.p. smittet med SAV 3 ble fannet a veere positive for SAV 216
timer etter smitte. Ct-verdiene for disse var ietatave og la mellom 16 og 18, noe som
tilsier at det var forholdsvis store mengder SA¥spikt RNA til stede i prgven. Resultatene

fra smitteforsgkene er fremstilt i tabell 3 og 4.

Tabell 3: Oversikt over de fire smiteforsgkene: antall SA\&itiwe yngel detektert ved real-time RT-PCR
analyser og totalt antall yngel analysert. YngalKkontrollgruppen ble ikke undersgkt for SAV dersien ikke
ble funnet SAV-positiv yngel i de smittede gruppene

: N N ct-verdi
Forl;fﬂk Gruppe | Type smitte Yllr(l:ﬁ)/ml positive | analysert/ (9j.snitt)
( 5) | ‘yngel | totalt N° | nsP1 - Ef1A- Sal
Kontroll Ikke smittet - - 0/21 X X X
1 SAV 2 Badsmitte 2,5 x T0 0 12/21 - 17,3| x
SAV 3 Badsmitte 78xf0] O 9/21 - 20,1 x
Kontroll Ikke smittet - - 0/12 X X X
2 SAV 2 Badsmitte 25xf0] 0 10/12 - 17,9] 25,2
SAV 3 Badsmitte 78xF0] 0 10/12 - 18,3] 26,3
Kontroll Ikke smittet - 7 12/12 38,1 18,6 25,2
3 SAV 2 Badsmitte 20 11 12/12 36,5/ 18,9 26,1
SAV 3 Badsmitte 100 10 12/12 345 17,8 251
i.p.smitte| SAV 3i.p. | i.p. smitte 5x 10 5 5/5 17,1 17,5 26,1

o = totalt antall yngel analysert/ totalt antalgghtatt ut til real-time RT-PCR analyse.
x = ikke analysert
- = ikke detektert
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Tabell 4; Oversikt over smitteforsgk nr 3 (se tabell 3) hdmt ble funnet SAV positive yngel ved ulike
tidspunkt etter smitte. Tabellen viser resultaterreal- time RT-PCR analysene utfart pa SAV 2 ogvSA
smittet yngel samt kontrollyngel ved de ulike uttiidtspunktene. Ct-verdiene for alle positive yngat
imidlertid relativt hgye (se tabell 3), noe somikeder at det var forholdsvis lave mengder SAV-dg¢sRNA

til stede i yngelen.

Tid etter smitte | Fisk nr| Kontroll | SAV 2 SAV 3
a b a
6 timer 1 - - -
2 - + -
. 3 - - +#
12 timer 4 La + )
. 5 + - +P
24 timer 6 i 4a 48
: 7 - + +
48 timer 3 48 + +
. 9 + + +°
144 timer 10 b + i
. 11 - + +3¢
216 timer 12 42 4b 4

a- 1 av 3 replikater var positive
b- 2 av 3 replikater var positive
¢ — dadfisk fra dag 6

Vannprgver
Vannprgver ble tatt ut fra de tre karene med yrigela undersgke om det var mulig &

detektere virus i vannet som fglge av en eventurlisutskillelse fra yngelen. Renset RNA

fra vannprgver tatt ut 1, 3, 5, 7 og 9 dager dtadje smitteforsgk ble analysert ved bruk av
real-time RT-PCR og det ble da gjort funn av SA¢sipkt RNA fra SAV 2 karet etter 5 og

7 dager og fra SAV 3 karet etter 1, 3, 7 og 9 détgdrell 5). Vannprgven fra SAV 2 gruppen

dag 7 var den enste vannprgven som hadde posihagufor SAV pa alle replikatene med en

giennomsnittlig ct-verdi pa 36,6, mens de restezerat positiv pa 1 av 3 replikater, men ogsa
her var ct-verdiene forholdsvis hgye (gjennomsgi@b,8). Ved dag 5 ble det funnet at 1 av 3

replikat fra kontrollprgven var positiv med en erdi pa 37,1.
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Tabell 5; Funn av SAV-spesifikt RNA i vannpragver fra kareh® dager etter tredje smitteforsgk. Prgvene ble
analysert ved bruk av real-time RT-PCR ved bruks®1- og Sal-assay hvor gjennomsnittlig ct-veridas6,8
for nsP1 og 19,9 for Sal.

Dag | Kontroll | SAV2 | SAV 3
1 - - +2
3 - - +8
5 +2 +2 -
7 - + +2
9 - - +2

a- 1 av 3 replikater var positive
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Diskusjon

De usikkerhetene som er i forbindelse med introptuisyvei og malceller for SAV gjer at det
er stort behov for ytterligere belysning av temé@sdtte farer igjen til et behov for nye verktay
for pavisning av SAV i vev og celler. En bedre famse av virusets infeksjonsvei og
malceller vil kunne bidra til gkt forstaelse omkuidgviklingen av sykdommen og dermed
muligheter til & iverksette tiltak for & forebygggkdom. For & stille diagnosen SAV-
syken/pankreassykdom (PD) benyttes histologiskeensmikelser av vev, samt ulike metoder
for viruspavisning slik som real-time RT-PCR oglésimg av virus i cellekultur, eller
immunhistokjemi (IHC) og virusngytralisasjonstesfer & pavise henholdsvis SAV-antigen
0og SAV-spesifikke antistoffer fra serum.

Histologiske undersgkelser kan vaere informativey metoden gir ikke mulighet for a knytte
de observerte vevs og/eller celleskadene direket thestemt agens. Bruk av real-time RT-
PCR for pavisning av viralt RNA i organer er en tigk metode for & undersgke
tilstedeveerelse av SAV bade fgr og etter man kamtbaudd av sykdom. Metoden gir
informasjon om mengde viralt RNA noe som indikeremngde virus i det enkelte organ. Men
det er ikke mulig & si noe konkret om malcellei fra slike analyser eller om skadene man
ser i vev er en direkte fglge av virusreplikasjtC og virus ngytralisajonstester sier bare
noe om tilstedeveerelsen av henholdsvis SAV-antogeS8AV-spesifikke antistoffemens det
ved virusdyrking i cellekultur bare vil kunne paassinfeksigst virus fra enkelte organ.

Ved utvikling av en SAV-spesifikk digoxigenin prolfer ISH vil det vaere mulig & pavise
tilstedeveerelsen av replikerende virus, undersgdtalmiering av SAV i lakseyngelen i lgpet
av sykdomsforlgpet og identifisere malceller ogddtiksjonsvei for SAV. Det er derfor blitt
utarbeidet en SAV-spesifikk probe mot et 725bp famgrade i nsP2 hos SAV 2. Tidligere
har det av Anderserikke publisert)blitt utviklet en SAV-spesifikk probe mot nsP2 84V

3 og denne har ogsa blitt benyttet i denne oppgaen ble valgt & benytte ISH for &
undersgke introduksjonsvei og malceller for SAvifisert yngel da ISH har vist seg og veere
en vellykket metode for & pavise malceller og idtrksjonsvei for andre virus hos fisk (Cano
et al. 2009, Monekeet al. 2003).
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In situ hybridisering

Ved uttestning av SAV 2 og SAV 3 probene pa SAVG2SAV 3 smittede CHSE-214 celler
ble det vist at probene var SAV-spesifikke, medeakryssreagerer. Probene ble ikke funnet
a gi bakgrunnsfarging, noe som tilsier at de gisiker identifisering av SAV-spesifikt RNA

i cellekultur. Det at proben var forholdsvis lang2bnt) er ogsa med pa & gi en sikker
identifisering av SAV da dette gir en mindre sjamge uspesifikk binding til en lignende
sekvens (Wilkinson, 1999). Det sterke signalet sbenoppnadd ved hybridiseringen er trolig
ogsa forarsaket av lengden pa proben da en langpepndl ogsd gi et sterkere
hybridiseringssignal i og med at den vil fa en t@ndel av signalmolekyler bundet til seg
(Wilkinson, 1999). Videre uttesting av proben \angsynligvis kunne vise identifisering av
SAV-spesifikt RNA ogsa i vev, og probene vil dermieahne vise seg & veere et nyttig
redskap for neermere undersgkelser angaende insjotskei, malorganer og malceller for
SAV.

Ved bruk av de to probene pa CHSE-214 cellekultfisért med SAV 2 eller SAV 3 viste
hybridisert RNA og gi en sterk bld/lilla fargerefks Ved senere bruk av probene pa SAV 3
infiserte celler ble det ogsa observert en mer liguiargereaksjon. Som gjennomgatt av
Brown (1998) er det vanlig a observere en mgrktiblBrun fargereaksjon ved bruk av 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate og nitrobluerdeblium chloride som substrat. Dette er
noe som kan vise seg a bli et problem ved bruk rabgn pa vev da melanomakrofager
inneholder pigmentkorn som gir de en mgrk brunsdit farge (Kryvi & Totland, 1997,
Moneke et al.2003 og dermed kan misstolkes som pavisning av SA¥relbre til at
hybridiseringen feiltolkes som melanomakrofager.nMi& denne brunlige fargen bare ble
observert pad SAV 3 infiserte celler en av gangeytwitiseringen ble utfart er det mulig at
dette kan ha vaert forarsaket av enkelte av lgsningtler bufferne som ble benyttet eller som

folge av substratets ferskhet.

Da det er vist stor likhet i sekvensene mellom SAWg SAV 3 nar det gjelder nsP2 var det
antatt at proben kunne vise seg a gi en kryssreaksied SAV 3. Dette viste seg ogsa a
stemme da det ble vist kryssreaksjon bade vedtintjesed Northern "dot” blot og i SAV-

infiserte celler. Da det er stagrre forskjeller kgensen til nsP3 enn i sekvensen til nsP2
mellom de ulike subtypene (Hodneland, 2006), emalglig at en probe rettet mot nsP3 ville
veert i stand til & skille mellom SAV 2 og SAV 3. Nsiden det allerede var utviklet en SAV
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3 probe mot nsP2 (L.Andersdkke publisertble det valgt a gjgre det samme for SAV 2 slik
at resultatene ved bruk av de to probene kunnesvescopp mot hverandre.

Det er ogsa mulig a studere den intracelluleeregbefiheten av  RNA vedn situ
hybridisering, dette kan blant annet gjgres vecedytie fluoressens-merking. Cellene kan
deretter undersgkes med et konfokalmikroskop sédmise den intracellulaere lokaliseringen
av viralt RNA da det med dette mikroskopet er mdlita bilder i flere optiske plan. Denne
metoden ble ogsa benyttet i dette studiet ved &ebamti digoxigenin fluorescein, men det
oppsto imidlertid svaert mye bakgrunnsfarging og dat ikke mulig a skille spesifikk
hybridisering fra bakgrunnsfargingen. Dette fgiteat den intracelluleere lokaliseringen av
SAV-spesifikt RNA ikke er undersgkt med konfokalnogkopi. Men ISH ved bruk av anti-
digoxigenin alkaline phosphatase viste at viraltARMar lokalisert til cytoplasma. Metoden
bar imidlertid optimaliseres ytterligere for & ursigke hvorvidt den har potensial for
pavisning av SAV og studier av den intracellulearkaliseringen av viralt RNA. Det kan
blant annet veere mulig at resultatene blir bedelwek av et annet sekundaerantistoff, eller

ved & optimalisere inkuberingstider og buffere smmyttes.

Som nevnt innledningsvis dannes det en komplememégpativ trdd under replikasjonen av
alfavirus (Hodneland 2006). Denne vil det i teorieare mulig & pavise ved bruk av sense
proben, men da det forekommer en betydelig lavedelanegativ trad enn positiv trad (Knipe
& Howley, 2007) vil det trolig vaere vanskeligere pvise denne. Det ble ikke vist
hybridisering til den negative traden ved uttestingsense probene i dette studiet. Men da
dette er avhengig av & skje pa et tidspunkt hvbedenye negativ trad til stede kan man anta
at det vil vaere mulig & pavise negativ trad derspobene benyttes ved et tidspunkt hvor
virusreplikasjonen er hgy. En slik pavisning agatév tradet RNA vil vaere nyttig da dette

gir klare indikasjoner pa at replikasjon forekomrnden aktuelle cellen eller vevstypen.

En fordel medn situ hybridisering i forhold til immunocytokjemi er aetigenerelt sett er
hurtigere & lage en probe enn & produsere antistoff som har fart til at ISH i er blitt en
metode som benyttes ofte (Beesley, 2001). Vfeditu hybridisering er det ogsa mulig a
pavise ulike sekvenser ved bruk av ulike signaliglslik at man far en dobbel-merking i
det aktuelle vevet (Brend & Holley, 2009, Wilkinsoh999). Dette gjar det f.eks mulig a
studere ulike gensekvenser samtidig under utvikiang embryo. Det er ogsa mulig a

kombinerein situ hybridisering med metoder for immunlokalisering @vigen (Wilkinson
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1999). Dette gjar at man samtidig kan pavise badestoff og antigen og dermed oppnar en
sikrere identifisering av for eksempel virus, sahimulighetene for hva som kan studeres
gkes. En fordel ved bruk av whole mount ISH samigeat med ISH pa vevssnitt er at det
dannes et tredimensjonalt overblikk over infeksjofi€arisen et al. 2008), noe som ikke er

mulig & oppna i tynne vevssnitt.

Metylfarging av celler etter ISH ga gode resultatgér det ble utfart umiddelbart etter
hybridiseringen, mens det kan se ut for at detasskeligere & fa en fin kontrastfarging
dersom cellene blir liggende en stund etter hybeidngen far de kontrastfargd3ette tyder

pa at kontrastfarging bgr utfares umiddelbart é8et for & oppna best resultater.

Smitte av yngel

Proben var ogsa tenkt & benyttes til whole manrgitu hybridisering pa SAV 2 og SAV 3
infisert plommesekkyngel av laks for & se pa infaksvei, malceller og malorgan for SAV.
Det var dermed ngdvendig a utfare et smitteforsmk plommesekkyngel ble badsmittet med
SAV 2 og SAV 3. Til forsgket ble det valgt & beeylommesekkyngel bade fordi de var av
en stgrrelse som egnet seg for whole mount ISHa fle ble antatt og veere mer fglsom for
SAV-infeksjoner en eldre fisk. Det sistnevnte bigs& antatt av Villoinget al (2000b) da de
valgte & benytte 0,5 grams regnbuegrret for snmitesl ulike SAV subtyper. Smitte av
yngelen viste seg derimot & veere mer komplisertferst antatt og det var n@dvendig med tre
forsgk pa a smitte yngelen far det var mulig a p&8AV fra yngelen.

Disse uforutsette problemene farte imidlertid titlat ikke er blitt utfart whole mount ISH pa
SAV-infisert yngel og proben har derfor bare bigstet ut pa cellekultur. Dette resulterte
ogsa i at antall yngel ble betraktelig lavere ema Bom opprinnelig var planlagt, bade med
tanke pa vannprgvene som ble tatt ut og antalllysm® kunne tas ut ved hvert praveuttak.
Samt at det ogsa farte til at det matte dyrkesmpp smittestoff til det tredje smitteforsgket

0g virustiter ble da betydelig lavere enn det s@ananskelig.

Ved real-time RT-PCR analyse av yngel fra de tstBgsmitteforsgkene var det ikke mulig &
pavise SAV-positiv yngel i noen av gruppene. Dktr indikere at plommesekkyngel av laks
har lavere mottakelighet for SAV enn eldre laksnnda det er analysert et forholdsvis lavt
antall yngel er det ikke mulig & dra noen slutningei fra disse resultatene. Analyser av

yngel fra tredje smitteforsgk viste at det var muli pavise SAV-positiv yngel fra alle
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gruppene, inklusive kontrollgruppen. Ct-verdier &le de badsmittede SAV-positive ynglene
var forholdsvis hgye (gjennomsnittlig 36,4), noensimdikerer at tilstedeveerelsen av viralt
RNA var lav, da ct-verdi og mengde templat er ona¢egproporsjonal til hverandre. Det
faktum at virus ogsa ble pavist fra kontrollgruppedikerer at yngelen kan ha vaert baerer av
SAV, vertikalt smittet eller horisontal smittet erSkvann for forsgkene ble iverksatt. Som
nevnt tidligere har det veert vist av Bratland oduxd ( trykk) at det er mulig & finne SAV i
egg og 2-4 grams lakseyngel og muligheten for tieklgisterer en vertikal smittevei for SAV
er ogsa foreslatt her. Basert pa den geografishedelsen av SAV samt funn av SAV 3 i
ferskvann eksisterer det ogsa teorier om at SAV kanet ferskvannsreservoar og at
overfgring av SAV skjer i ferskvann (Karlset al 2006). Dersom dette er tilfelle er det
mulig at yngelen allerede var infisert med SAV, mah virusreplikasjon i yngelen
undertrykkesDet er blant annet vist at Sindbis virus kan forakee i en ikke-produktiv form
hos mus som fglge av en effektiv humoral immunraspevine & Griffin, 1992), men
hvorvidt dette er tilfelle for SAV er ikke kjentDet er imidlertid ikke mulig & dra noen
sluttinger omkring dette ut i fra de oppnadde redehe da antall yngel analysert var sveert
lavt. Det forekommer ikke anadrom fisk i ferskvakitden til sykdomscellene ved ILAB og
denne kan dermed utelukkes som en potensiell dhlie

For & undersgke dette naermere kan det benytteimeaRT-PCR assay for pavisning av de
ulike subtypene slik som beskrevet av Hodnelan&Eodresen (2006). Det er ogsa mulig &
isolere virus fra yngelen og sekvensere dette favidare hvilken subtype fisken var infisert
med. Dermed ville det vaert mulig & si om den SAshittede yngelen var infisert med SAV
2 eller SAV 3 og dermed om den var smittet med SAMorsgket eller infisert med SAV 3
far forsgket ble iversatt.

For & undersgke om det var mulig & smitte yngebmitteveien ble omgatt ble 5 yngel (holdt
i et eget kar) i.p. smittet med 10ul av samme SAMdat som ble benyttet ved badsmitte
tredje gang. Real-time RT-PCR analyser viste gdlade 5 i.p. smittede ynglene var positive
for SAV. Ct-verdier var her betydelig lavere enrstien badsmittede yngelen og 1a mellom
16-18. Da det ble benyttet lik terskelverdi (0,84 alle analysene og RNA mengden i de
ulike prgvene var tatt hensyn til viser dette dtvde stor forskjell i mengde templat til stede i
den i.p. smittede yngelen i forhold til den badsedé. Ct-verdiene for inokulum benyttet til

i.p. smitte var ogsa betydelig hagyere (35) enn aeterdiene var hos den i.p. smittede

yngelen. Dette indikerer at replikasjon av virus toanet sted i den i.p smittede yngelen.
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Nar det gjelder undersgkelse av virustiter for SAYle det i mangel pa antistoff rettet mot
SAV 2 benyttet antistoff mot E2 hos SAV 3. Dettenklaa fort til en lavere binding av
antistoff til SAV 2 pa grunn av mulige epitopforskgr mellom SAV 2 og SAV 3 og dermed
gitt et virustiter som var lavere enn det som fakiiar tilfelle. Som gjenomgatt av Fringuelli
et al. (2008) er E2 et protein som inneholder en rekkgraliserende epitoper og det er ogsa
kjent at det er flere ulikeheter i E2 sekvensenlonelde ulike subtypene. Dette kan, sammen
med de lave virustiterene som ble funnet for SAW#e pa at dette antistoffet ikke var like
godt egnet til bruk ved titrering for SAV 2 som deir til titrering for SAV 3. Smittestoff ble
imidlertid sjekket ved real-time RT-PCR og resutat fra disse indikerte ogsa et lavt
virustiter (ct-verdi 34,7) nar man sammenlignet nesultater fra Hodneland & Endresen,
2006. Det ble imidlertid ogsa funnet relativt lawieustiter ved titrering for SAV 3 og dette,
sammen med de hgye ct-verdiene for smittestoffielikérer at virustiter har veert lavt ved

siste smitteforsgk.

Virusutskillelse

Vannprgver tatt ut under smitteforsgk med SAV 3sipittet laks i sjgvann har vist at virus
skilles ut mellom 4 og 10 dager etter smitte (Asderet al, ikke publisert. Analysene av
vannprgvene viste at det kun var mulig a detek®éye-spesifikt RNA ved dag 5 og dag 7 fra
den SAV 2 smittede gruppen. Mens det fra karet 8% 3 smittet yngel ble pavist SAV-
spesifikt RNA fra dag 1, 3, 7 og 9. Gjennomsnittitgverdi for de SAV-positive vannprgvene
l& p& 36,9 og viser at tilstedeveerelsen av VirdlAR vannet var lav. Dette skyldes trolig at
det i tillegg til & veere pavist lave mengder SA¥ fingelen ogsa var sveert fa yngel (18 stk
ved dag 1) i forhold til vannmengde (ca 70 lit&gtte kan ha fart til at biomassen var for lav
i forhold til vannmengde til & gi en hgy nok virtskillelse til at viruskonsentrasjonen i
vannet oversteg deteksjonsgrensen for SAV ved tmeal- RT-PCR analyser etter
virusfiltrering gjennom elektropositive filtre

Nar det gjelder vannprgver fra kontrollfisk ble ded dag 5 funnet at 1 av 3 triplikater var
positiv for SAV. Dette kan enten skyldes kontamingr av prgven eller en mulig
virusutskillelse fra yngelen da det ogsa ble furB®Y-positiv yngel fra kontrollgruppen. Det
ble ikke tatt ut vannprgver fra karet med de 5 smittede ynglene da det ble antatt at dette

var for lavt antall fisk til & gi en detekterbarusutskillelse. At det ikke ble gjort starre funn

44



av virus fra vannprgvene som ble tatt ut skylteBgrat en eventuell virusreplikasjon hos den

badsmittede yngelen var for lav og at virusutslge fra yngelen dermed ble tilsvarende lav.
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Konklusjoner og fremtidsperspektiver

| denne oppgaven har det blitt utviklet en SAV-gjdds RNA probe til bruk vedin situ
hybridisering. Proben har vist seg a veere et utetevierktgy for pavisning av SAV i
cellekultur. Metoden har ikke blitt utpravd pa vewen de gode resultatene som er oppnadd
ved uttesting pa& SAV-infisert cellekultur indikemrdette ogsa kan veere et nyttig verktay for
pavisning av SAV i vev, samt for identifisering avalceller og undersgkelser omkring
virusets infeksjonsvei. For & undersgke dette naernviedet imidlertid veere ngdvendig med
videre uttesting av proben pa SAV-infisert yngel.

| lgpet av dette studiet ble det ogsa vist at plaesekkyngel av laks ikke ble infisert med
SAV 2 eller SAV 3 ved badsmitte. Det foreld imidigrindikasjoner pa at 0,5 grams
lakseyngel kan badsmittes med SAV 2 og SAV 3, mamfav SAV-positiv yngel fra
kontrollgruppen kan ogsa indikere at yngelen véisémt med SAV i forkant av forsgket. Det
ble ogsa vist at 0,5 grams lakseyngel kan i.p ssithed SAV 3 og real-time RT-PCR
analyser av yngelen ga sterke indikasjoner parassgplikasjon hadde forekommet i yngelen.
For & undersgke neermere om plommesekkyngel og gwdaks er mottakelig for SAV kan
man forsgke a smitte yngelen ved hgyere virustiter det som ble benyttet i dette studiet.
Yngel bgr ogsa undersgkes for tilstedevaerelse av fa forsgket iversettes og det bar
analyseres et stgrre antall yngel enn det somnallysert i dette studiet.

For & kontrollere at virusisolatet som benyttesnéektivt i laks kan dette ogsa benyttes til
bade badsmitte og i.p. smitte av starre laks sowiseng veere mottakelig for SAV. Da SAV

2 i all hovedsak er vist a infisere regnbuegrfetskvann bar det ogsa utfgres et smitteforsgk

med regnbuegrret slik at proben ogsa kan teses 8AY 2 infisert regnbuegrret.
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Vedlegg 1

Lasninger og buffere benyttet:

Prehybridiseringslgsning

100 ml 50 % deionisert Fomamide
50 ml 20x SSC

4 g 2 % blokking reagent

0,2 g 0,1 % N-lauroylsarcosine

10 ml 0,5 % SDS

40 ml DEPC HO

Low stringency wash buffer (LSWB)
10 ml 20x SSC
10 ml 0,5 % SDS

0,2 g 0,1 % N-lauroylsarcosine
179,8 ml DEPC KO

High stringency wash buffer (HSWB)
1 ml 20x SSC

10 ml 0,5 % SDS

0,2 g 0,1 % N-lauroylsarcosine
188,8 ml DEPC KO

DIG Buffer
1x Maleatbuffer (pH 7,5)

Blokkeringsbuffer

1 % blokking reagent (0,59)

1 x Maleatbuffer (50ml)

Til ISH av cellene ogsa 150pl tween 20

Varmes i varmeskap til blokking reagent er lgst.opp

55



Fremkallingsbuffer
45 ml 1x Maleatbuffer
5 ml 1x Triz/NaCl (5 ml 1M Triz Hcl, 2ml 5M NaCpH 9,5

Anti-Digoxigenin AP fortynning

0,3% Tween 20 (75 pl)

1% blocking reagent (25 ml blokkeringsbuffer)

12,5 pl Anti-DIG AP (for at det skal bli fortynn&t2000)

Fremkalling dot blot

Fremkallingsbuffer
10 pl NTB (4-Nitro blue tetrazolium chloride) pEd ml fremkallingsbuffer
37,5ul BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphapey 10 ml fremkallingsbuffer.

Hybridiseringslgsning til cellekultur 100ml

50 ml 50 % deionisert formamide

25 ml 20x SSC

0,6 mg/ul yeast tRNA

2 g 2% blokking reagent (blokkeringspulver)
0,05mg/ml Heparin

100ul1 0,1% Triton X-100

1x PBS DEPC

100 ml 10x PBS

900 ml dHO

1 ml DEPC (Diethylpyrocarbonate gld;00s)

0.1 % DEPC HO
1000 ml dHO
1 ml DEPC

8 % Paraformaldehyd i DEPC vann
100 ml 1x 1x PBS DEPC@
8 g paraformaldehyd (pulverform)
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10 % vekstmedium

500 ml Minimum Essential Medium Eagle (EMEM)
5 ml Hepes Buffer (BioWhittaker™)

5 ml Non- Essential Amino Acid Solution (Sigfa

5 ml L-glutamin (Sigm&)
50 ml FBS
200 pl Gentamicin sulfate (BioWhittaldr

2 % vekstmedium

500 ml Minimum Essential Medium Eagle (EMEM)
5 ml Hepes Buffer (BioWhittaker™)

5 ml Non- Essential Amino Acid Solution (SigfHa

5 ml L-glutamin (Sigm&)
10 ml FBS
200 pl Gentamicin sulfate (BioWhittaldr

0 % vekstmedium

500ml Minimum Essential Medium Eagle (EMEM)
5ml Hepes Buffer (BioWhittaker™)

5ml Non- Essential Amino Acid Solution (Sigfa

5ml L-glutamin (Sigm®)
200u! Gentamicin sulfate (BioWhittakar

PCR

5ul 10x Thermo pol buffer (NEB)
4ul 2,5mM dNTP

nsP-sdvF primer

nsP-sdvR primer

0,3ul Taq DNA polymerase (NEB)
37ul dHO

21l cDNA (50-500nQ)
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1% agarose gel
0,25 g SeaKem® LA Agarose (Cambrex)
25 ml 0,5x TBE

1 drape etidiumbromid.
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