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Undersgkelser av gsters fra Vestfold og funn av gsters herpesvirus (OsHV-1 pvar)

Stein Mortensen, Torjan Bodvin, Cecilie K. Skar, Lisheth Salemyr,
Anders Jelmert, Jon Albretsen og Lars-Johan Naustvoll

Havforskningsinstituttet, 24. oktober 2014

Bakgrunn

Stillehavsgstersen, Crassostrea gigas, er en asiatisk art som er innfert til Europa, og
produseres i stor skala i Mellom-Europa. Arten regnes som sveert tilpasningsdyktig og
ekspansiv, og har etablert seg i vill tilstand i det meste av Syd- og Mellom-Europa.
Stillehavsgstersen kan danne tette bestander som kan ha betydelig pavirkning pa
gkosystemene. Den regnes saledes som “invaderende” og er svartelistet i Norge. Arten har de
siste drene 0gsa etablert seg i Skandinavia. Det er sannsynlig at etableringen hovedsakelig er
et resultat av at gstersen gradvis har forflyttet seg fra Vadehavet (Nederland-Tyskland-
Danmark) ved drift av larver med kyststrammene (Wrange m.fl. 2010). Det er ogsa mulig at
utsettinger av stillehavsgsters i dyrkingsanlegg noen steder kan ha bidratt til spredning.
Spredningen er beskrevet og blir fulgt opp av et skandinavisk nettverk av forskere, bade ved
bestandsovervaking og genetiske analyser. Det er ogsa utarbeidet en rapport som vurderer
effekten av videre spredning pa gkosystemene i nordiske kystfarvann (Dolmer m.fl. 2014).

Utbredelsen pa den svenske vestkysten, nordover til Oslofjorden og langs kysten av Vestfold
har skjedd raskt (siden 2006-2007). Vi registrerer arten stadig lenger nord. Det til nd
nordligste funnet er ved Lindas, nord for Bergen. Funn de siste arene tyder pa at det er i ferd
med & etablere seg lokale bestander i flere omrader.

Mange omrader i Mellom-Europa opplever hgy sommerdgdelighet av stillehavsgsters. Det er
vist at dedeligheten kan forarsakes av flere samvirkende faktorer. Det er imidlertid
dokumentert at gsters herpesvirus (OsHV-1) og bakterien Vibrio aestuarianus kan forarsake
sykdom og medvirker i sykdomsbildet. OsHV-1 finnes i flere varianter, og det er tidligere vist
at viruset kan forarsake dedelighet hos larver og yngel hos bade stillehavsasters, flatgsters
(Ostrea edulis), stort kamskjell (Pecten maximus) og teppeskjell (Ruditapes decussatus og
Ruditapes philippinarum). Viruset kan ogsa finnes hos voksne skjell, men vanligvis uten a
forarsake dedelighet (Batista m.fl. 2007; Burge m.fl. 2011). Varianten OsHV-1 pvar regnes
som serlig patogen for stillehavsgsters (Segarra m.fl. 2010) og forbundet med hgy dedelighet
i Frankrike, Irland og Storbritannia. Det gjgres stadig flere funn av denne varianten, og det
fryktes at den skal spre seg i omrader hvor det produseres stillehavsgsters.



Registrering av dadelighet av stillehavsgsters i september 2014

Den varme sommeren 2014 ga mange steder gunstige vilkar for stillehavsgstersen, og det er
registrert sterke gytinger og yngelnedslag, blant annet i Tgnsbergfjorden og i Mefjorden ved
Sandefjord (figur 1). Det er flere steder registrert mellom 20 og 30 yngel pa enkelte eldre
skjell, men samtidig har det veert observert en sveert hgy dedelighet pa bade 2013- og 2014-
arsklassene. Ogsa i Tensbergfjorden ble det registrert hayt yngelnedslag ved Hui (opptil 27
yngel per voksent skijell). Tilsvarende er ogsa rapportert fra Sandspollen og Satrepollen i
Indre Oslofjord (E. Rinde, NIVA, pers.medd.).

Figur 1: Gyting av stillehavsgsters i slutten av juli 2014. Yngelavsetning (hvitt belte), Sandefjord, i slutten av
september.

@stersklekkeriet Ostrea AB pa Koster i Sverige har fatt tillatelse til & produsere yngel av
stillehavsgsters for videresalg. Den 19. september mottok Havforskningsinstituttet en e-post
fra Asa Strand (Universitetet i Goteborg) der hun informerte om at det i uke 37 ble observert
en massiv dgdelighet pa yngel i gstersanlegget pa Koster. Det ble ogsa opplyst at dette
skjedde samtidig som det ble registrert en endring i stremforholdene fra en
oppstrgmssituasjon til et system med sydgaende strammer. Saltholdigheten falt fra 34 til 24
ppm. Senere ble et mindre antall ville bestander undersgkt. Bestandene pa Koster sa ut til a
veere lite pavirket, mens det ble pavist en dedelighet pa neermere 100 % for bade yngel og
voksne gsters i bestander i nerheten av Stromstad.

Den 23. september fikk Havforskningsinstituttet en henvendelse fra Mattilsynet i Vestfold
med rapport om massiv dgdelighet pa stillehavsgsters i Tansbergfjorden. Det ble senere
bekreftet at de forste tegn ble observert en uke tidligere (15. september). Samme dag mottok
vi tilsvarende melding om dad stillehavsgsters i Kurefjorden (@stfold) og ned mot Hanka.
Gunnar Larsen (Fiskeridirektoratet) bekreftet ogsa dedelighet mellom Engelsvik og Hankg.
Senere kom det meldinger om dgdelighet i Sandefjord, Hallangspollen og Sandspollen. Den
tidligste registreringen var fra Hallangspollen 9. september.



Det ble ikke registrert dgdelighet i undersgkte bestander i Risgr, Tvedestrand eller Arendal.
Det er ingen innrapportering fra Larvik, Porsgrunn, Bamble eller Kragerg.

Oppfelging av dgdeligheten: Registreringer i Vestfold

Basert pa foresparselen fra Mattilsynet i Vestfold reiste Anders Jelmert og Torjan Bodvin fra
Havforskningsinstituttets forskningsstasjon i Flgdevigen til Vestfold den 24. september. Det
ble farst holdt et mgte med Mattilsynet for a bli oppdatert om situasjonen. Deretter ble to
lokaliteter i Rgssesundet inspisert. Her ble det ikke observert dgdelighet. Dagen etter ble det
gjort en synfaring ved Hui i Tensbergfjorden. Dette er en av de lokalitetene som har inngatt i
det nasjonale overvakingsprosjektet i regi av Miljedirektoratet (Bodvin m.fl. 2013). Statens
Naturoppsyn og Skjeergardstjenesten sto for transporten. I tillegg til teamet fra
Havforskningsinstituttet, deltok en representant fra Mattilsynet, den lokale rapportgren samt
et team fra NRK og en journalist fra Tensberg Blad.

Det ble sa gjennomfart en ruteanalyse for a fa eksakte data for dedelighet. Analysen viste at
50-75 % av arets yngel var dede. Tilsvarende var neermere 95 % av fjorarsyngelen dad og ca.
50 % av gstersene som var eldre enn dette. Det ble imidlertid ikke observert "ny-dgde”
stillehavsgsters, da alle dgde skjell var tomme for skjellmat.Det ble videre gjennomfart en
kartlegging av ytterligere fem lokaliteter i Tenshergfjorden. Pa fire av disse ble det funnet hag
dadelighet, men pa sgrenden av Veierland ble det funnet en bestand uten dedelighet. Det er
senere rapportert at stillehavsgsters hgstet 26. august pa Hui, fortsatt var i live i begynnelsen
av oktober.

Temperaturforholdene i Indre Oslofjord 2014

Sommerdgdelighet hos stillehavsgsters er registrert i en rekke europeiske land (EFSA 2010). |
tillegg til forekomst av sykdomsfremkallende virus og bakterier, knyttes hendelsene i stor
grad til svekkede skjell i etterkant av gyting, kombinert med hgye vanntemperaturer.
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Figur 2: Vanntemperaturer Indre Oslofjord sommeren 2014. Solbergstrand 1 m, resten 0,4 m.

Som det fremgar av figur 2, ble det i Oslofjorden malt opp mot 27 °C i slutten pa juli pa ca.
0,4 meters dyp. Det er ikke registrert sa hgye maksimumstemperaturer i perioden etter 2008,
da den farste stillehavsgstershestanden ble pavist pa Hui i Tensbergfjorden. Gyting ble
registrert i omtrent samme tidsrom (figur 1). Den farste dgdeligheten ble registrert i
Hallangspollen 9. september. Selv om det ikke ble malt vanntemperaturer inne i
Hallangspollen i den aktuelle periode, er det ingen grunn til & tro at vanntemperaturen her var
lavere enn de registerte malinger som er gjort i mer apent vann.

Overvaking av mikroalger i indre Skagerrak og Oslofjorden

Det er blitt spekulert i om massedaden av stillehavsgsters kan veere forarsaket av giftige alger.
Havforskningsinstituttet gjennomfarer overvaking av mikroalger i Oslofjorden og langs
Skagerrakkysten pa oppdrag for Mattilsynet i forbindelse med OK-programmet ”Skadelige
alger”, med ukentlige prevetakninger. | tillegg gjennomfarer vi annen overvaking i
Oslofjorden, med stasjoner i sidefjorder og sentralt i fjorden. | forbindelse med den registrerte
massedaden av stillehavsgsters fra Drgbak til Hvaler i gst og Sandefjord i vest, har vi
gjennomgatt dataene for Oslofjorden.

I slutten av august (uke 34 og 35) pagikk det en oppblomstring av kalkalgen Emiliania huxleyi
i indre del av Oslofjorden. I de ytre delene (Fredrikstad, Ytre Hvaler, Tgnsberg og Larvik) var
det moderate til lave tettheter av alger med dominans av kiselalger. Utenfor Arendal var det



haye tettheter av mikroalger med en blanding av kiselalger og dinoflagellater (Ceartium). De
to farste ukene av september (36 og 37) var ulike arter av kiselalger dominerende i de ytre
omradene av Oslofjorden. Brakkvannsarter var mest fremtredende. | indre del av Oslofjorden
pagikk E. huxleyi fortsatt. Ved Arendal ble det registrert forholdsvis hgye tettheter av
uidentifiserbar flagellat (15-20 um) i uke 36, mens kiselalger dominerte i uke 37. | uke 38 var
forholdene mer eller mindre uforandret ved stasjonen i Oslofjorden. Kiselalger var mest
fremtredende ved alle stasjonene ogsa i indre fjord der E. huxleyi-oppblomstringen var
avsluttet. Ved Arendal ble Dictyocha (fibula og speculum) ble observert. For de tre forste
ukene i oktober (40, 41 og 42) dominerte kiselalger i de indre deler av Oslofjorden (Asker) og
de beskyttede delene i Hvaler. For mer eksponerte stasjoner (Tansberg, Ytre Hvaler og
Larviksfjorden) var kiselalger ogsa tallrike, men ved Ytre Hvaler og Larvik var Dictyocha spp
(fibula og speculum) tallrike bade "nakne” former og former med "skjelett”. Tettheten av
Dictyocha har gkt ved de eksponerte stasjonene i oktober.

Det ble ikke registrert ekstreme konsentrasjoner av mikroalger i perioden (medio august til
medio oktober) som skulle kunne forarsake dgdelighet av marine organismer. Det var
forholdsvis fa observasjoner av toksinproduserende arter ("skjellgifter”) i omradet og fa/ingen
arter som tidligere er knyttet til fiskedgdelighet i vare farvann.

Dictyocha speculum har tidligere veert knyttet til dgdelighet hos fisk pa grunn av mekaniske
skader i gjellene ved hgye konsentrasjoner. Det er kjent fra litteraturen at hgye
konsentrasjoner av enkelte arter av dinofalgellater (eks Akashiwo sanguinea) kan ha negativ
effekt pa stillehavsgsters. Arten har ikke vert registrert hos oss i den aktuelle perioden.
Pseudochattonella og Vicicitus (tidligere kalt Chattonella) har hovedsakelig veert knyttet til
dedelighet hos fisk. I litteraturen er det ingen tydelige sammenhenger mellom disse artene og
dedelighet hos stillehavsgsters. | norske farvann fant dgdeligheten av stillehavsgsters sted i
begynnelsen av september i Ytre Oslofjord, i den aktuelle perioden var sammensetningen av
planteplankton tilneermet normal. Arter som er trukket frem i diskusjon omkring dgdeligheten
ble farst tallrike i manedsskiftet september—oktober. Basert pa algesammensetningen ser det
ut til at det har veert forholdsvis stor tilfersel av ferskvann til ytre del av Oslofjorden i denne
perioden.

Innsending av materiale og analyser ved Havforskningsinstituttet

Det ble tatt ut 20 overlevende stillehavsgsters fra bestanden ved Hui den 25. september. Det
ble i tillegg tatt ut to blaskjell og fem flatesters. | tillegg ble det, som kontroll, hentet tre
stillenavsgsters fra en lokalitet i Tvedestrand, hvor det ikke var registrert dedelighet. Skjellene
ble fraktet levende til Bergen den 29. september.

Stillehavsgstersene fra Hui og Tvedestrand ble apnet og vev fiksert i Davidsons
fikseringsveske, innleiret i paraffinvoks, snittet, farget og mikroskopert ved 50-1000 x
forstarrelse. Det ble ikke observert parasitter eller bakterier i pravene. Mikroskoperingen viste
at skjellene gjennomgaende var magre (tomme gonader og sma lagre av opplagsnaring), samt
passive fordgyelsesvev. Dette er generelle tegn som kan skyldes darlig fadetilgang eller



darlige miljgforhold. Effekten pa fordgyelsesvev kan veere forarsaket av lagring og transport.
To skjell var dgende. | ett skjell (nr. 17 som ble videre undersgkt, se under) ble det observert
omrader med opplgste vev i bindevev og fordgyelsesvev (figur 3). Dette ble vurdert som en
patologisk forandring (sykdomstegn), men uten at det var mulig & pavise arsaken ved
mikroskopering.

Figur 3: Vev fra stillehavsgsters fra Hui i Vestfold. Omréde i fordayelsesvevet er nekrotisert, fordgyelsesvevet
er opplast og omradet fylt med opplast cellemateriale og hemocytter. Paraffininnleiret snitt, HE-farge x 50.

Det ble tatt ut biter av kappevev fra hver gsters til PCR-analyse for gsters herpesvirus (OsHV-
1). DNA ekstraksjon og to ulike sanntids-PCR-analyser er gjort iht. prosedyre fra
referanselaboratoriet og som beskrevet av Barbosa-Solomieu m.fl. (2004), Pepin m.fl. (2008)
og Webb m.fl. (2007). Den sistnevnte metoden er den ene av to metoder som na blir brukt ved
referanselaboratoriet i Frankrike for screening av OsHV-1. Metoden detekterer alle varianter
av OsHV-1 som hittil er beskrevet, men skiller ikke mellom OsHV-1 (GenBank # AY509253)
og OsHV-1 pvar (GenBank # HQ842610). Begge analysene ga positivt utslag pa gsters
herpesvirus (OsHV-1) pa 19 av 23 skjellpraver. For & verifisere resultatet ble PCR-produktene
fra 4 positive gsters og positiv kontroll amplifisert ved bruk av primerparene C2 og C6, samt
IA1 og IA2 (Renault & Arzul 2001, Segarra m.fl. 2010). DNA ble sekvensert pa
sekvenslaboratoriet ved Universitetet i Bergen. | praver som var amplifisert ved bruk av
primerne C2 og C6 var det 100 % samsvar med sekvenser fra OsHV-1 pvar (HQ842610.1,



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HQ842610.1) som hgrer til stamme ostreid herpesvirus 1

microvar (OsHV-1uvar). Se figur 4. Prgvene 17 og 22 som ble amplifisert og sekvensert ved
bruk av primerne 1Al og IA2 var ogsa 100 % i samsvar med sekvenser fra OsHV-1 pvar
(KF185084.1 og KF185089.1, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF185089.1) (figur 5).
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Figur 4: Sekvenssammenstilling av PCR-produkter amplifisert fra stillehavsgsters, praver nr. 17, 22 og 23, ved
bruk av PCR-primere C2 og C6 lokalisert i ORF4 hos ostreid herpesvirus 1 (som beskrevet i Segarra m.fl. 2010).
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TTGCTGTAGARTARTTTGCTATCTGATTTGGTTTATATTTTTTGTARAGCTTTTATATATCTTCAAATCCGGARGTGTTTTAARCARCARGAT TACAARARA-TATCARCGGCAATGTCTAATTTGTTCAT
TTGCTGTAGAATARTTTGCTATCTGATTTGGTTTATATTTTTTGTARAGCTTTTATATATCTTCAAATCCGGARGTGTTTTARCARCARGAT TRACARARRA-TATCARCGGCAATGTCTARTTTGTTCAT
TGCTGTAGAATARTTTGCTATCTGATTTGGTTTATATTTTTTGTARAGCTTTTATATATCTTCAAATCCGGARGTGTTTTAACARCAAGAT TACARARAA-TATCAACGGCARTGTCTARTTTGTTCAT
TGCTGTAGAATARTTTGCTATCTGATTTGGTTTATATTTTTTGTARAGCTTTTATATATCTTCARATCCGGARGTGTTTTAACARCAAGAT TACARARAA-TATCAACGGCARTGTCTARTTTGTTCAT
GGARGTGTTTTAACARCAAGAT TACAAARRAATATCARCGGCAATGTCTARTTTGTTCAT
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TCCCCGATCTACCARRCGTGCAGTCTACGACGGCCCTTTGCCARTGGTAGGCTCTTCCCTGCCGCCARTAGARATARRCAGCARAGGTGATARATCGGTAGTTTATCTCAGGGGTGATGATCARCCARTT
TCCCCGATCTACCARACGTGCAGTCTACGACGGCCCTTTGCCARTGGTAGGCTCT TCCCTGCCGCCAATAGARATARRCAGCANAGGTGATARATCGGTAGTTTATCTCAGGGG TGATGATCARCCAATT
TCCCCGATCTACCARRCGTGCAGTCTACGACGGCCCTTTGCCARTGGTAGGCTCTTCCCTGCCGCCARTAGARATARRCAGCARAGGTGATARATCGGTAGTTTATCTCAGGGGTGATGATCARCCARTT
TCCCCGATCTACCARRCGTGCAGTCTACGACGGCCCTTTGCCARTGGTAGGCTCTTCCCTGCCGCCARTAGARATARRCAGCARAGGTGATARATCGGTAGTTTATCTCAGGGGTGATGATCARCCARTT
TCCCCGATCTACCARRCGTGCAGTCTACGACGGCCCTTTGCCARTGGTAGGCTCTTCCCTGCCGCCARTAGARATARRCAGCARAGGTGATARATCGGTAGTTTATCTCAGGGGTGATGATCARCCARTT
TCCCCGATCTACCARACGTGCAGTCTACGACGGCCCTTTGCCARTGGTAGGCTCT TCCCTGCCGCCAATAGARATARRCAGCANAGGTGATARATCGGTAGTTTATCTCAGGGG TGATGATCARCCAATT
TCCCCGATCTACCARRCGTGCAGTCTACGACGGCCCTTTGCCARTGGTAGGCTCTTCCCTGCCGCCARTAGARATARRCAGCARAGGTGATARATCGGTAGTTTATCTCAGGGGTGATGATCARCCARTT
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Figur 5: Sekvenssammenstilling av PCR-produkter amplifisert fra stillehavsgsters, praver nr. 17 og 22, ved
bruk av PCR primere 1A1 og 1A2 lokalisert i ORF43 hos ostreid herpesvirus 1 (som beskrevet i Segarra m.fl.

2010).

Diskusjon og konklusjoner

Det er registrert hgy dgdelighet i stillehavsbestander fra Sverige (Stromstad-omradet) til
Oslofjorden, vestover til Tansberg-omradet. Dadelighetstilfellene er pafallende
sammenfallende i tid og forlgp, noe som kan tyde pa en felles arsak.

Temperaturdata fra Oslofjorden viser at skjellene har opplevd en svart hgy temperatur etter
gyteperioden, noe som kan ha fart til en svekking og gkt risiko for sykdom. Algedata fra
omradet underbygger var antakelse av at dedeligheten ikke er forarsaket av, eller pavirket av,
tilstedevarelse av kjente skadelige mikroalger. Det er dokumentert at enkelte arter av
skadelige alger vil kunne ha en negativ effekt (men ikke akutt dgdelighet) pa stillehavsgsters,
men disse artene ble ikke registrert i den aktuelle perioden i Oslofjorden. Det bemerkes ogsa
at dedeligheten var artsspesifikk; det ble ikke registrert dedelighet av blaskjell og flatgsters i
de affiserte omradene. Dette tyder pa at dgdeligheten var forarsaket av sykdom, ikke

miljeforhold.

Praver fra 20 stillehavsgsters fra Hui i Vestfold samt tre skjell fra Tvedestrand ble undersgkt
mikroskopisk. Mikroskoperingen viste sykdomstegn i én gsters fra Hui, men det kunne ikke
observeres sykdomsfremkallende organismer i prgven. Det ble gjort sanntids-PCR-analyser
av vevsprgver som ga positivt utslag pa esters herpesvirus (OsHV-1) pa 19 av 23 skjellpraver,
inklusiv to stillehavsgsters fra Tvedestrand (hvor det ikke er registrert dgdelighet).



Sekvensering av DNA fra disse bekrefter at vi har OsHV-1 pvar til stede i gstersen bade ved
Hui og Tvedestrand. OsHV-1 pvar er en variant som ser ut til & veere szrlig patogen for
stillenavsgsters (Segarra m.fl. 2010), og forbundet med hgy dadelighet i Frankrike, Irland og
Storbritannia. Funnet av denne varianten gjgr det sannsynlig at viruset var medvirkende arsak
til dedeligheten pa bestandene i Vestfold.

Funn av OsHV-1 pvar kan fa konsekvenser for skjellnaeringen. EU innfarte i 2010 en
forordning (Commission Regulation (EU) No 175/2010, senere erstattet av Commission Regulation
No 350/2011) som krever at det skal dokumenteres at stamskjellbestander av stillehavsgsters er
fri for OsHV-1 pvar for det omsettes yngel til videredyrking i andre omrader (http://eur-
lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=0J:L:2011:097:0009:0019:EN:PDF). Forordningen
inkluderer ogsa gjenutleggingsomrader og levendelagre for konsumskjell. Det er satt i gang en
prosess som viderefarer forordningen og hvor det arbeides for a fa infeksjoner med OsHV-1
pvar inkludert i OIEs liste over meldepliktige sykdommer. Det er derfor behov for en oversikt
over utbredelse, samt hvilke typer/varianter av OsHV-1 som finnes i stillehavsgstersen i hele
artens utbredelsesomrade. Det er ogsa viktig & belyse om andre skjellarter kan fungere som
baerere eller reservoarer av viruset.

Det arbeides videre for & identifisere andre forhold som kan ha hatt innvirkning pa
dadeligheten i september. Arbeidet vil bli koordinert med svenske kolleger for & oppklare
mulige arsaker til dedelighetene som ble registrert i svenske bestander, og danne et mer
fullstendig bilde av situasjonen.

Takk

Takk til Ingrid U. Fiksdal for prosessering av materiale og Stéphane Villoing og Egil
Karlsbakk for hjelp med tolking av sekvensdata.
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