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SAMMENDRAG

Lakselusbekjempelse er en av de sterste utfordringene i oppdrett av atlantisk laks og bruk av
rognkjeks som biologisk avlusning har okt betraktelig de siste drene. Dadelighet hos rognkjeks
utgjor et stort problem etter utsett i sja, og spesielt har bakterien Aderomonas salmonicida veert
arsak til store sykdomsutbrudd og hey dedelighet (Nilsen et al., 2014). A. salmonicida A-
lagstype V og VI er hyppigst pavist ved sykdomsutbrudd hos rognkjeks (Gulla, 2015, Borne et
al., 2016). Det jobbes kontinuerlig for 4 kartlegge og redusere dedelighet av rognkjeks og annen
rensefisk. Vaksinering er et viktig forebyggende tiltak mot sykdom og dedelighet. Vaksinering

av rognkjeks gker i omfang, men f4 kommersielle vaksiner er tilgjengelig.

Dette studiet tok for seg feltoppfelging av rognkjeks vaksinert mot A. salmonicida A-lagstype
V og VI og V. anguillarum O1. Vaksinert (43g) og uvaksinert (47g) rognkjeks ble sjosatt i
laksemerder i midten av september 2016. Rognkjeksen ble praovetatt to ganger for utsett i sjo,
og tre ganger etter sjoutsett. Ingen sykdom eller patogener ble pavist for utsett. En foroket
dedelighet inntradte fa uker etter utsett, og det ble pavist atypisk furunkulose hos begge
rognkjeksgruppene. 4. salmonicida ble pavist med sanntids RT-PCR av hodenyre- og gjellevev,
bakteriedyrking og histologiske undersokelser. Basert pa diagnostiske undersekelser ble det
funnet at vaksinert rognkjeks ikke presterte bedre enn uvaksinert. Rognkjeksen ble sjosatt i et
pagaende utbrudd med atypisk furunkulose hos villfanget leppefisk i anlegget, og faktorer som
heyt smittepress, vanntemperatur pa 16°C ved utsett, lav neringstilgang og sterk strom
medforte trolig et infeksjonspress som var heyere enn vaksinens evne til beskyttelse.
Hovedvekt av infeksjonen var A-lagstype VI, men det ble ogsa pavist blandingsinfeksjon med
A-lagstype V og VI hos rognkjeks i anlegget. MLV A-analyser viste at A-lagstype VI i studiet
var fordrsaket av minst tte ulike smitteisolat. Fenotypisk testing av A-lagstype V og VI isolat
fra studiet indikerte at biokjemiske tester fra API 20 NE kan differensiere mellom A-lagstype
V og VI, men trengs ytterligere testing.

Identifisering av Pasteurella sp. hos ¢én rognkjeks i anlegget indikerte at horisontal
smitteoverforing kom fra vill rognkjeks, ettersom pévisning pd settefiskanlegget var negativ.
Det ble observert histologiske lever- og muskelforandringer med ukjent opprinnelse. Studiets
udokumenterte dedelighet (svinn) utgjorde >60% av fisken i begge rognkjeksgruppene og
indikerer at behovet for kartlegging og forebygging av svinn og dedelighet ved bruk av

rognkjeks er stort.



SUMMARY

Efficient sea-lice control is still one of the most important challenges for the salmon farming
industry, and use of cleaner fish as biological delousing has increased considerably in recent
years. Mortality of lumpsucker poses a major problem after sea transfer, and the bacterium
Aeromonas salmonicida has been the cause of major disease outbreaks and high mortality. A-
layer types V and VI are most commonly detected in the diseased outbreaks of lumpsucker.
Work is ongoing to map and reduce the mortality of lumpsucker and other cleaner fishes.
Vaccination is an important preventive measure against disease and mortality, and vaccination

against bacterial diseases is becoming more widespread in lumpsucker.

This study involved field monitoring of lumpsucker vaccinated against A. salmonicida A-type
V and VI and V. anguillarum O1. Vaccinated (43g) and unvaccinated (47g) lumpsuckers were
transferred to salmon cages in mid-September 2016. Lumpsuckers were sampled twice before
sea transfer, and three times during the sea period. Both groups apparently healthy when
transferred to sea. An increased mortality occurred a few weeks after sea transfer. Atypical
furunculosis was identified in both vaccinated and unvaccinated lumpsucker, based on real-
time RT-PCR of head kidney tissue and gill tissue, bacterial cultivation and histological
examination of microcolonies consistent with A. salmonicida. 1t became apparent that
vaccinated lumpsucker did not perform better than the unvaccinated fish. The lumpsucker were
transferred to sea during an ongoing outbreak of atypical furunculosis in wild-caught wrasse in
the facility, and factors such as high infection pressure, high water temperature, poor nutritional
status and strong currents probably led to environmental conditions and an infection pressure
higher than the vaccine possibly could protect against. The infection was dominated by A-layer
type VI, but co-infections with A-layer type V and VI were seen in lumpsucker. MLVA
analyses showed that A-layer type VI infections were probably caused by at least eight different
strains. Phenotypic testing indicated that biochemical tests from API 20 NE can differentiate
between A-layer type V and VI, but further testing is needed.

Identification of Pasteurella sp. in one of the lumpsuckers in the sea facility indicated that
horizontal transmission of infection came from wild lumpsucker, as the detection of the
pathogen from the hatchery was negative. Histological liver and muscle changes of unknown
aetiology were observed during the study. The study's undocumented mortality accounted for
>60% of the fish in both groups of lumpsucker. This indicates a further need for mapping and

prevention of mortality in use of lumpsucker used as a cleaner fish.



FORKORTELSER

AGD Amoebic gill disease

A-lag Additional layer protein (virulensfaktor for A. salmonicida)
A" A-lagspositive

A A-lagsnegative

BA Blodagar (0,5% NacCl)

BAS Blodagar med salt (2,5% NaCl)

bp Basepar

CBB Coomassie Brilliant Blue agar

Ct Cycle Threshold

DNA Deoxyribonuclease syre

ILA Infeksios lakseanemi

IPN Infectious pancreas necrosis

LPS Lipopolysakkarid

MLVA Multilocus variable number tandem repeat analysis
PCR Polymerasekjedereaksjon

PD Pancreas disease

RNA Ribonuclease syre

RT-PCR Revers transkriptase polymerasekjedereaksjon
Sanntids RT-PCR  Sanntids Revers Transkriptase Polymerasekjedereaksjon
SGR % Specific growth rate %

sp. Arter (entall)

spp. Arter (flertall)

subsp. Subspeices (entall)

V/(V) Vaksinert rognkjeks

vapA Virulens protein (gen)

VNTR Variable number of tandem repeats

U/(UV) Uvaksinert rognkjeks
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1 INTRODUKSJON

1.1 NORSK OPPDRETTSNARING

Fra den spede begynnelse pd 1960-tallet, ble det 1 2015 solgt 1,3 millioner tonn atlantisk laks
fra Norge, med en verdi pa 44, 3 milliarder norske kroner (SBB, 2016). Laks utgjer den storste
akvakulturarten i Norge, men det drives ogsd oppdrett av regnbueerret, raye, kveite, torsk og
skalldyr (SBB, 2016). I tillegg har oppdrett av rognkjeks og berggylt vokst fram de senere &rene
(Borng & Lie Linaker, 2015).

Under alle former for intensiv kultivering, der en eller flere arter opptrer med unaturlig hey
tetthet, er overforing av infeksigse patogener mellom individer en storre utfordring enn i det
naturlige miljoet (Sommerset et al., 2005). P& 1980-tallet opplevde norsk laksenaring store tap
som folge av bakterielle sykdommer, hovedsakelig klassisk vibriose (Vibrio anguillarum),
kaldtvannsvibriose (Vibrio salmonicida) og furunkulose (Aeromonas salmonicida subsp.
salmonicida) (Egidius et al., 1986, Myhr et al., 1991, Johnsen & Jensen, 1994, Sommerset et
al., 2005). Store mengder antibiotika ble brukt for at neringen ikke skulle kollapse, og
vaksinering ble et viktig tiltak for videre vekst (figur 1.1) (Sommerset et al., 2005, Berg et al.,
2006).
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Figur 1.1 Forbruket av antibiotika (tonn), og biomasse slaktet fisk (1000 tonn) i tidsperioden 1981-2015
(NORM/NORM-VET, 2015).
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Utfordringer med lakselus (Lepeophtheirus salmonis) eskalerte etter oppdrettsnaringens
begynnelse (Heuch et al., 2005). Lakselus fordrsaker store velferdsproblem og ekonomiske tap,
og er regnet som det mest alvorlige patogenet for oppdrettet og vill atlantisk laks (Finstad et al.,
2000, Torrissen et al., 2013, Imsland et al., 2014). L. salmonis forekommer naturlig i sjevann,
er utbredt pd hele den nordlige halvkule, og tilpasset en livssyklus med lav vertstetthet
(Torrissen et al., 2013). Hoy vertstetthet grunnet oppdrett, har gitt gkt prevalens og utbredelse
av lakselus hos de ville og oppdrettete slektene Salmo spp. (atlantisk laks og brunerret),
Oncorhynchus (stillehavslaks) og Salvelinus (reyer) 1 sjgvann (Heuch et al., 2005, Torrissen et
al., 2013). Lakselus beiter pd vertens slim, hud og blod, og avhengig av lusens livsstadium
paferes verten fysiologiske og patologiske skader som osmotisk stress, ekt kortisolniva, og
enklere inntregningsmuligheter for mikroorganismer (Wootten et al., 1982, Finstad et al., 2000,
Torrissen et al., 2013). Salinitet og temperatur virker inn pa lusens utvikling og prevalens

(Johnson & Albright, 1991, Heuch et al., 2009).

Lakselus blir behandlet med kjemisk, biologisk eller mekanisk avlusning, eller en kombinasjon
av disse. Kjemisk avlusning kan gis innblandet i foret (flubenzuroner og emamektinbenzoat)
eller som badbehandlinger (hydrogenperioksid, organofosfater og pyretroider). Mekaniske
metoder som bersting, spyling, ferskvann, laser eller oppvarmet vann har blitt mer aktuelle de
senere arene, men er rapportert & gi betydelig dedelighet grunnet sar og skader pa laksen
(Hjeltnes et al., 2017). @kt forbruk av kjemiske lakselusmidler forte til resistensutvikling, og
bruk av rensefisk som biologisk avlusning har derfor eskalert (Folkehelseinstituttet, 2016).

1.2 RENSEFISK SOM BIOLOGISK AVLUSNING

Betegnelsen “rensefisk” brukes i norsk oppdrett om arter av leppefisk, og rognkjeks
(Cyclopterus lumpus) (Nilsen et al., 2014). Rensefisker fungerer som effektive lusebeitere
(Bjordal, 1991, Imsland et al., 2014). Av leppefiskartene brukes hovedsakelig berggylt (Labrus
bergylta), gressgylt (Centrolabrus exoletus), grenngylt (Symphodus melops) og bergnebb
(Ctenolabrus rupestris) (Johansen et al., 2016). En innblanding péa 2-15 % rensefisk/laks er
anbefalt (Lusedata.no, 2017).

Ettersporselen av rensefisk er gkende, og 12016 ble over 36 millioner oppdrettete og villfangete
rensefisk satt ut, til en verdi tilsvarende 633 millioner kroner (figur 1.2) (Fiskeridirektoratet,

2017b). All rognkjeks benyttet som rensefisk er oppdrettet, mens bare en prosentandel av all



leppefisk er oppdrettet (berggylt), resten er villfanget. Salg av oppdrettet rognkjeks var i 2016
over 15 millioner, en gkning fra 3,5 millioner 1 2014 (Fiskeridirektoratet, 2017a).
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Figur 1.2 Antall rensefisk brukt til lakselusbekjempelse i Norge fra 1998-2016 omfatter bade villfanget og
oppdrettet rensefisk (leppefisk og rognkjeks), og produksjonen av oppdrettet rognkjeks og berggylt har gkt
de siste arene (Fiskeridirektoratet, 2017a, Fiskeridirektoratet, 2017c¢)

Villfanget rensefisk kan fraktes sa langt som fra Ostersjoen til Nordland, og bestandsforvaltning
og sykdomsintroduksjon er en aktuell problematikk, siden man ikke tilstrekkelig kjenner
korrelasjonen mellom patogener hos rensefisk og laks, og introduksjon av patogener til nye

omrader kan oppstd (Borng & Gulla, 2016, Haugland et al., 2016, Johansen et al., 2016).

Hoy dedelighet av villfanget og oppdrettet rensefisk er observert etter utsett i laksemerder, og
en omfattende rapport viser et minimumstall for dokumentert dedelighet pd 33 % samlet for
rensefisk, og 48% hos rognkjeks (Nilsen et al., 2014). Rapporten antok derimot at dedeligheten
kunne vaere det dobbelte. Pa tross av hay dedelighet er det ingen tegn til reduksjon i produksjon
eller bruk av rensefisk, men statistikken viser en stadig ekende nering (figur 1.2). Bakterielle
problem syntes & vaere den sterste utfordringen for dedelighet hos rensefisk, og mangel pa
vaksiner, vaksineregimer, skjul, foringsrutiner og kunnskap om rekting er av betydning (Nilsen

etal., 2014, Borng et al., 2016, Borng & Gulla, 2017).



I oppdrett er rognkjeksen blitt aktuell som rensefisk ettersom den spiser lakselus, og viser en
storre toleranse for lave temperaturer enn leppefiskartene (Imsland et al., 2014). I tillegg kan

rognkjeksen begynne direkte pa torrfor og vokser raskt (Imsland et al., 2014).

1.3 ROGNKJEKS (CYCLOPTERUS LUMPUS)

Familien Cyclopteridae omfatter fisker i slektene rognkjekser og ringbuker, og i norske farvann
finnes ti arter, blant annet rognkjeks (C. lumpus) (Pethon & Nystrom, 1998). Rognkjeks er
naturlig utbredt i den boreale sonen pa begge sider av Nord-Atlanteren, og er observert pé et
storre antall breddegrader langs kysten av Amerika, enn i Europa (Davenport, 1985).
Rognkjeksen har en rund kropp med tykk hud, sju rekker med benknuter pa buken og sidene,
og en sugeskal med 16 fordypninger 1 ytterringen (Pethon & Nystrom, 1998). Rognkjeksen
mangler svemmeblare, men har en tetthet som er lavere enn andre sammenlignende teleoster
uten svemmeblere, feks tangkvabbe (Blennius pholis), gapeflyndre (Hippoglossoides platessa)
og radspette (Pleuronectes platessa) (Davenport & Kjersvik, 1986).

Rognkjekshannen kalles rognkall, og betegnelsen rognkjeks er egentlig kun beskrivende for
hunnen. I denne oppgaven vil rognkjeks bli brukt om begge kjonn med mindre annet er
spesifisert. Rognkjeks kan trolig bli 15 &r, og oppnad en sterrelse pd 63 cm og 8,1 kg
(Wienerroither et al., 2011, s.128). Hunnen blir sterre enn hannen, men hannen utvikler sterre
hode, sugeskél og brystfinner (Davenport, 1985, Pethon & Nystrom, 1998). Under gytetiden
blir rognkallens buk redlig, mens hunnene forblir grennaktig (Davenport, 1985, Goulet et al.,
1986, Pethon & Nystrom, 1998). Hunnen gyter porsjonsvis opptil 220 000 egg (1,6-2,7mm i
diameter), etterfulgt av ytre befruktning (Goulet et al., 1986, Wienerroither et al., 2011, s.128).
Eggene blir klebrig i kontakt med sjovann, og danner klumper som hannen vokter i 6-10 uker
(Davenport, 1985). Etter ett til to &r migrerer juvenile rognkjeks til apent hav, blir kjennsmoden
to til fire &r senere, og trekker mot grunnere farvann for & gyte (Wienerroither et al., 2011,

s.128).

Fra naturen er arten kjent & spise krepsdyr og maneter (Sale, 2017). Lite naringsrelatert
forskning er gjennomfort, men i merd er det observert at rognkjeks er opportunistisk i matveien,

og nyttiggjer seg av tilgjengelig for (Imsland et al., 2015).



1.3.1 SYKDOM HOS ROGNKIJEKS

Hovedsakelig har bakterielle infeksjoner dominert sykdomsbildet hos rognkjeks, men virus og
parasitter er ogsa pavist. Bakteriesykdommene som har gitt sterst utfordringer er atypisk
furunkulose (4. salmonicida), vibriose (V. anguillarum O1) og Pasteurellose (Pasteurella sp.)
(Karlsbakk et al., 2014, Borng & Gulla, 2017). I 2016 var pasteurellose den mest rapporterte
sykdommen etterfulgt av atypisk furunkulose (Borne & Gulla, 2017). Pseudomonas
anguilliseptica, Moritella viscosa og Tenacibaculum sp. er isolert fra rognkjeks (Johansen et

al., 2016, Borng & Gulla, 2017).

Atypisk furunkulose (4. salmonicida) har lenge veart antatt a den viktigste kjente
dedelighetsarsaken hos rognkjeks etter utsett i sjo (Nilsen et al., 2014). Sykdommen gir
sardannelse og ved systemisk infeksjon bakterieansamlinger (mikrokolonier) og granulom i
blant annet nyre, lever og milt (Nilsen et al., 2014, Borng et al., 2016). Atypisk furunkulose
opptrer bdde i settefiskanlegg og etter utsett i sjo. Basert pa typeinndeling av bakterien (se kap
1.4) er det vist at A-lagstype L, I1, III, V og VI opptrer hos rognkjeks. Type V og VI er vanligste
a finne hos rognkjeks i Norge (Borng et al., 2016, Gulla et al., 2016b). Type I identifisert i
rognkjeks er en antatt lokalstamme, og var pavist i Trendelag ved tre lokaliteter i 2016 (Borng
& Gulla, 2017). Type II har opptrddt hos rognkjeks i Norge, og type III hos rognkjeks pa
Feroyene ved ett tilfelle (Oyvind Vagnes, pers.kom.). Rognkjeks satt ut i anlegg med villfanget
leppefisk vil vere ekstra utsatt for smitteoverforing, ettersom en dokumentert lav prosentandel
av villfanget leppefisk er berer av bakterien 4. salmonicida, som kan gi hey prevalens etter

utsett i merd (Gulla et al., 2016a).

Pasteurella sp. er pavist langs hele kysten hos rognkjeks under yngelproduksjon og etter
sjosetting (Nilsen et al., 2014, Alarcén et al., 2016, Borng & Gulla, 2017). Ved systemisk
infeksjon gir bakterien smasar pa hode og ved eynene, finnerdte, bladninger i gjeller, flekker
og sar i huden, granulomer, svullen milt, og vaskeansamling i mage og tarm (Nilsen et al.,
2014, Alarcon et al., 2016). Pasteurella sp. er isolert fra rognkjeks i Norge, Skottland og
Feroyene (Duncan Colquhoun, pers. kom.). Bakterien er beslektet til Pasteurella skyensis
(atlantisk laks, Skottland) og Pasteurella sp. hos atlantisk laks i Norge, som har fordrsaket den
systemiske sykdommen Varracalbmi ("blodeye”) ved flere tilfeller i Nord-Norge (90-tallet),
Hordaland (1999) og Sogn og Fjordane (2012) (Valheim et al., 2000, Birkbeck et al., 2002,
Alarcon et al., 2016). Det er ingen indikasjon pé at Pasteurella sp. isolert fra rognkjeks er en

trussel for atlantisk laks i Norge, eller at Pasteurella sp. isolert fra atlantisk laks i Norge utgjor



en smitterisiko for rognkjeks (Johansen et al., 2016). Pasteurella kolonier pa skal og
histologiske mikrokolonier ligner pa A. salmonicida, og er regnet som en differensialdiagnose

til atypisk furunkulose (Poppe et al., 2013).

Klassisk vibriose (V. anguillarum) har vert et betydelig helseproblem 1 settefiskfasen hos
rognkjeks, med akutt dedelighet, finnerdte og appetittsvikt (Nilsen et al., 2014). Serotype O1
og O2a er isolert fra rognkjeks, men O1 er hyppigst pavist (Johansen et al., 2016). V. ordalii er
vist & vaere patogen for rognkjeks, men andre Vibrio-bakterier er isolert fra syk rognkjeks (feks
V. splendidus, V. fisheri, V. logei, V. wodanis), og er ikke antatt & vere primare
sykdomsfremkallere, men heller opportunister i syk og stresset fisk (Nilsen et al., 2014, Borng
& Gulla, 2017).

P. anguilliseptica ble forst pavist hos rognkjeks i Norge i1 2011, og er ogsa pavist pa Fereyene
(Johansen et al., 2016). Bakterien kan gi sykdom med forelopig lav dedelighet, og antallet

rapporteringer har vert gkende de siste drene (Johansen et al., 2016, Borng & Gulla, 2017).

Det er nylig publisert en artikkel fra Irland som viser at rognkjeks kan bli infisert med bakterien
Piscirickettsia salmonis. Kliniske tegn var utpreget ascites, multifokal levernekrose, diffus
betennelse og nekrose i eksokrin pankreas og omkringliggende pankreatisk fettvev (Marcos-
Lopez et al., 2017). P. salmonis er funnet hos atlantisk laks 1 Norge, uten hegy dedelighet (Olsen
et al., 1997). Bakterien er forelopig ikke identifisert fra rognkjeks i Norge.

Fé virus er kjent & infisere rognkjeks, men VHSV (viral hemorragic syndrome virus) er pavist
hos rognkjeks pd Island (Borng & Gulla, 2016, EURL, 2016, s.25). Under kontrollerte
smitteforsegk er rognkjeks vist & kunne vere reservoar for IPNV (Infectious pancreas necrosis
virus) (Nofima, 2015). 1 2016 ble viruset nd kjent som Lumpfish Flavivirus (LFV) antatt &
forirsake dedelighet hos rognkjeks i settefiskanlegg og etter utsett i sjo (Mari Solheim,

pers.kom.). Kun en akter diagnostiserer viruset.

Rognkjeks kan vere vert for minst 59 kjente parasittarter, men fa av disse er antatt & vaere en
sykdomstrussel (Karlsbakk et al., 2014). Amegben Paramoeba perurans forérsaker
gjellesykdommen AGD (Amoebic gill disease) hos atlantisk laks (Steinum et al., 2008).
Rognkjeks kan ogsé bli infisert, men virker mer resistent og kan trolig fungere som en

asymptomatisk baerer av amegben (Haugland et al., 2016). Parasitten Nucleospora cyclopteri



kan gi svulne nyrer (grunnet uhemmet deling av leukocyttceller), eksoftalmi og anemi
(Karlsbakk et al, 2014). Mikrosporidien har fitt oppmerksomhet grunnet den
immunsupprimerende parasitten N. sa/monis hos laks, og antagelse om lignende effekt av N.
cyclopteri hos rognkjeks (Wongtavatchai et al., 1995, Henriette Glosvik, pers.kom.).
Gyrodactylus sp. kan opptre pa hud og gjeller hos rognkjeks, og kan potensielt bli et problem i
oppdrett (Borng & Gulla, 2016). Péslag med skottelus (Caligus elongatus) er blitt rapportert
hos rognkjeks, spesielt fra Nord-Norge, men betydning av lusen er ukjent (Borng & Gulla,
2017, Nodland, 2017).

Patogener som infiserer bdde rognkjeks og atlantisk laks inkluderer bakteriene 4. salmonicida
(type I og V1), V. anguillarum O1 og O2a, M. viscosa, Tenacibaculum sp. og Pasteurella sp.
(ulike typer hos rognkjeks og laks), og amegben P. perurans (Johansen et al., 2016). Med unntak
av V. anguillarum O1 og O2a og ameben P. perurans er ingen av de andre patogene regnet a
vare en sterk trussel for smitteoverforing mellom rognkjeks og laks (Haugland et al., 2016,
Johansen et al., 2016). For V. anguillarum og A. salmonicida er det antatt at vaksinering av

laks vil beskytte mot smitteoverforing mellom artene (Johansen et al., 2016).

1.4 AEROMONAS SALMONICIDA

Aeromonas salmonicida er et av de eldst beskrevne og mest kjente fiskepatogene, og tilherer
genus Aeromonas, med 14 tilhgrende arter (Abbott et al., 2003, Austin & Austin, 2007). Arten
A. salmonicida har forarsaket store gkonomiske tap hos kultivert fisk (spesielt salmonider) og
er rapportert 4 gi sykdom hos 20 oppdrettete og 30 ville fiskearter (Wiklund & Dalsgaard, 1998,
Austin & Austin, 2007). Klassisk furunkulose (4deromonas salmonicida subsp. salmonicida)
ble forst kjent i Tyskland under navnet «erretsykdommen», og fordrsaket massiv dedelighet i
oppdrettslaks i Norge pé slutten av 80- og begynnelsen av 90-tallet (Poppe & Bergh, 1999,
Sommerset et al., 2005, Austin & Austin, 2007).

A. salmonicida er gram-negative, fakultativt anaerobe, og ubevegelige stavbakterier, som
fermenterer glukose og er resistente mot vibriostaticum 0/129 (Poppe & Bergh, 1999, Beaz-
Hidalgo & Figueras, 2013). Bakteriene er oksydase- og katalase positiv, vokser ikke ved 37°C,
og utsatt for overvekst av opportunistiske bakterier (Austin & Austin, 2007). Koloniene er

sirkulaere, konvekse, og upigmenterte kolonier er gréhvite (Martin-Carnahan & Joseph, 2005).



Det finnes variasjoner innenfor arten, blant annet i produksjon av det vannleselige, brune

pigmentet synlig hos subsp. sa/monicida (Austin & Austin, 2007).

Det har tidligere veert vanlig 4 omtale bakterier av A. salmonicida som typisk eller atypisk, med
underartene (subsp.) salmonicida (typisk), achromogenes, masoucida, pectinolytica og smithia
(Evelyn, 1971, Austin & Austin, 2007). Nyere forskning viser en alternativ inndeling basert pa
en hypervariabel region i vapA-genet, tilhgrende bakteriens A-lag (Additional layer protein)
(Gulla et al., 2016b). Det ble vist pa bakgrunn av sekvensvariasjoner i vapA at isolat av 4.
salmonicida kunne deles 1 14 typer (figur 1.3) (Gulla et al., 2016b). Studiet indikerte at A-
lagstyper kan vere knyttet til fiskeart eller -familie. Upublisert materiale viser né at i alle fall
21 A-lagstyper eksisterer (Duncan Colquhoun, pers.kom.). Diagnostisk arbeid hos rensefisk
viser at A-lagstype V og VI er de hyppigst tilstedeverende (Gulla, 2015, Borne et al., 2016).

Type II: Type I:
90% of Atlantic halibut isolates typed R All (and only) ‘typical’ isolates typed

o

34% of wrasse isolates typed

L4122

73% of wolffish
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0.02

______ J------ Type III:
. 88% of Atlantic

cod isolates typed

A. salmonicida subspecies type strains:

r ® salmonicida
Type VI masoucida
66% of wrasse isolates typed achromogenes
91% of lumpsucker isolates typed e smithia

Figur 1.3 Oversikt over A-lagsinndeling av A. salmonicida, med subarter og undersekte fiskearter i storst
assosiasjon til de ulike A-lagstypene. 91% av isolatene for rognkjeks var type VI (Gulla, 2015).

1.4.1 A-LAG OG VIRULENS
A-laget er et beskyttende hydrofobt proteinlag festet til LPS (lipopolysakkarid) pa bakteriens
overflate, og viktig for bakteriens virulens (Belland, 1985, Daher et al., 2011). Det



hypervariable omradet utgjer en begrenset del av vapA-genet, som er antatt 4 kode for en
overflateksponert og immunogen del av A-laget, og er blant annet vist & beskytte mot serum-

komplement aktivert adeleggelse (Gulla et al., 2016b, Munn et al., 1982).

Dersom bakterien blir utsatt for ekt temperatur, kan
stammer av A. salmonicida miste uttrykkingen av A-laget,
gjennom innsetting (insertion) eller tap (deletion) av
nukleotider (Belland, 1987, Gustafson et al., 1994).
Virulente A. salmonicida bakterier dyrket ved 30°C, ga 90
% attenuerte celler med tapt A-lag (figur 1.4) (Ishiguro et
al., 1981). A-lagsproteinet er essensielt for immunologisk

beskyttelse ved vaksinering, og stammer som er A-

lagsnegative (A”) har nedsatt virulens og evne til 4 indusere
en beskyttende immunrespons dersom de nyttes som . our 1.4 A. salmonicida med A-

antigen i en vaksine (Lund et al., 2003). A-lagspositive (A") };ga 1(’141)9%% ;ten A-lag (B) (Ishiguro
bakterier er auto-aggregerende under vekst, mens A’

bakterier ikke aggregerer, en egenskap knyttet til A-

lagsproteinets hydrofobe karakter (Ishiguro et al., 1981, Johnson et al., 1985). P4 CBB
(Commassie Brilliant Blue Agar) blir A" bakterier merk bla , mens A” far hvite eller svakt bla

kolonier (Cipriano & Bertolini, 1988).

Bakterien har ogsa andre komponenter som fremmer virulens, blant annet et stort plasmid
(pAsas5 eller pASvirA), som er kjent for a kode for proteiner viktig for type III sekresjonssystem
(T3SS) og toksinsekresjon (Reith et al., 2008, Daher et al., 2011). Det er vist at dyrking selv
ved 25°C kan forarsake en rearrangering av plasmid pAsa5, som forer til attenuert virulens hos
bakterien (Daher et al., 2011).

1.5 IMMUNSYSTEMET HOS TELEOSTER

Lite er kjent for rognkjeksens immunsystem, og generell immunologi hos teleoster vil derfor

bli presentert i dette avsnittet, i tillegg til et avsnitt om det som er publisert for rognkjeks.

Immunsystemet er kroppens beskyttelse mot infeksjoner og fremmede stoffer, og bestar av en
medfedt (uspesifikk), og en adaptiv (spesifikk) del (Borgen & Munthe, 2007). Det medfedte

immunsystemet er et forstelinjeforsvar, og kroppens naturlige resistens mot patogener (Poppe



& Bergh, 1999, Magnadéttir, 2006). Fysiske barrierer, som intakt hud og slimlag, beskytter
fiskens utsatte omrader (gjeller, hud og tarm) for patogeninvadering (Magnadottir, 2006,
Borgen & Munthe, 2007, Angeles Esteban, 2012).

Fiskens uspesifikke immunitet baserer seg pa celler med ulike funksjoner (celluleer del), og
ulike stoffer 1 serum og vevsvasker (humoral del) som destruerer inntrengende
fremmedsubstanser (Gudding, 2010). Vevsvasker og serum inneholder for eksempel
komplement, cytokiner, lysozym, C-reaktivt protein og andre antimikrobielle stoffer (Gudding,
2010, Jorgensen, 2014). Fisken skiller egne celler og inntrengende substanser ved & bruke
reseptorene  PRR (pattern recognition receptors) som gjenkjenner PAMP er (Pathogen
assosiated molecular patterns). PAMP “er er strukturer fravarende i flercellede organismer, for
eksempel peptidoglykaner og lipopolysakkarider (LPS) i bakterieveggen eller dobbelttradet
ribonucleinsyre (RNA) fra virus (Magnadéttir, 2006, Murphy, 2012).

Immunsystemets spesialiserte celler kalles leukocytter (hvite blodceller), og deles inn i
granulocytter (eosinofile, noytrofile og basofile celler), monocytter/makrofager, dendrittiske
celler, NCC-celler (non-specific cytotoxic cells) og lymfocytter (T- og B-celler) (Poppe &
Bergh, 1999, Murphy, 2012). Makrofager, dendrittiske celler og B-celler fagocytterer og
fremviser antigen for T-cellene ved hjelp av reseptorer kalt MHC II (major histocompatibility
complex), som deretter aktiverer B-cellene til antistoffproduksjon (Jergensen, 2014, Mutoloki

et al., 2014).

Lymfocytter (T- og B-celler) tilherer det spesifikke immunsystemet og produseres i primare
lymfoide vev (thymus og hodenyre), men kan fungere ogsé i sekundere lymfoide vev (milt,
gjeller, tarm og nyre) (Secombes & Wang, 2012). B-cellene star for antistoffproduksjon
(immunoglobulin (Ig)), og fisk har antistoffene IgM, IgT og IgD (Zhang et al., 2010). IgM er
det dominerende antistoffet ved systemisk infeksjon. Immunoglobuliner (Ig) fungerer som B-
cellens reseptorer (BCR), og en antistoffproduksjon aktiveres ved stimulering av BCR’er.
Denne aktiveringen kan oppstd enten ved T-celle uavhengige (TI) antigen eller ved T-celle
avhengige (TD) antigen. TI-antigen kan direkte aktiverer B-lymfocyttene uten hjelpeceller eller
hjelpefaktorer, i motsetning til TD-antigen som bruker antigen-presenterende celler, T-
lymfocytter, og ulike interleukiner for & aktivere B-cellene (Mdller, 2001). TI-antigen er gjerne

gram-negative bakterier med LPS (lipopolysakkarider) (Méller, 2001).

Det er funnet spesialiserte T- og B-celler i mucosa-associated lymfoid tissues (MALT) i fisk,

bestdende av GALT (gut associated lymfoid tissue), SALT (skin associated), GIALT (gill
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associated) og NALT (nasopharynx associated) (Salinas, 2015). Mukosa-vaksiner er av stor
forskningsinteresse ettersom infeksjoner i mukosa-vev er vanlig hos teleost fisk, og en mulig
stimulering av MALT kan gi et bedre forsvar mot infeksjoner og apne for en langt lettere

administrering av vaksiner (Saline, 2015).

1.5.1 IMMUNSYSTEMET HOS ROGNKJEKS

Rognkjeksen er pavist & ha egenskaper som indikerer et velfungerende medfedt (uspesifikt)
immunsystem, blant annet respiratory burst (frigjering av reaktive oksygenradikaler fra
immunceller) og fagocytterende leukocytter (Haugland et al., 2012). Rognkjeksen har
fagocytterende B-celler, og IgM er vist & vare en tetramer (Reonneseth et al., 2015). Det er
funnet IgM " celler i perifert blod, i milt og hodenyre. Forelopig er lite kjent rundt MALT hos
rognkjeks, men analyser av SALT identifiserer proteiner knyttet til immun- og stressrespons
(Patel & Brinchmann, 2017). Det er ogsa pavist at rognkjeksen har MHC II (Gyri T. Haugland,
pers.kom.). Hoy prevalens av bakterielle infeksjoner hos rognkjeks viser behovet for
profylaktiske tiltak. Kunnskap om immunsystemet og vaksineforsek hos rognkjeks indikerer at
beskyttelse mot atypisk furunkulose, og sannsynligvis ytterligere bakterielle agens, forventes &

vaere mulig (Renneseth et al., 2017).

1.6 VAKSINERING AV FISK

Etter store bakterieforarsakende tap i norsk oppdrettsnaring pa 1980-tallet, er vaksinasjon i dag
det viktigste enkeltstiende forebyggende tiltaket mot bakterieinfeksjoner (Sommerset et al.,
2005, Gudding, 2010). I norsk oppdrettsnaeringen er det i dag lovpalagt & vaksinere atlantisk
laks (Salmo salar) mot klassisk vibriose, kaldtvannsvibriose og furunkulose
(Akvakulturdriftsforskriften, 2008, §63). Pa tross av at det 1 dag ikke er krav om vaksinering
av rensefisk, er det likevel antatt at bortimot all rognkjeks vaksineres for utsett i merd (Vestvik,

2017).

Malet med vaksinering er & indusere en langvarig spesifikk beskyttelse mot ett eller flere
bestemte patogener (Sommerset et al., 2005, Berg et al., 2006). Beskyttelse oppnés ved at fisken
utvikler immunologisk hukommelse mot antigen, som immuncellene senere gjenkjenner og kan
bekjempe (Berg et al., 2006, Gudding, 2010). For at en vaksine skal ha god effekt, ma fisken

vare frisk og ha et immunsystem som kan respondere pa vaksinen. Immunsystemet utvikles
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etter storrelse pa fisken, og organ, celler og responsveier ma vere tilstrekkelig utviklet for
oppnéelse av en spesifikk og varig respons (Johansen et al., 2016). Fremstilling av vaksiner er
arbeidskrevende, og forutsetter kartlegging av fiskeartens aktuelle patogener og valg av antigen

som stimulerer til beskyttelse (Johansen et al., 2016).

1.6.1 VAKSINEFORMULERING OG ADMINISTRERING

Vaksiner fremstilles som inaktiverte, attenuerte, rekombinante eller DNA-vaksiner, og kan
administreres som immersjon (bad og dypp), stikkinjeksjon eller oralt i foret (Sommerset et al.,
2005, Berg et al., 2006). Inaktiverte vaksiner baserer seg pd drepte patogener (feks ved
formalin) (Berg et al., 2006). Attenuerte vaksiner er svekkete levende patogener uten mulighet
for & forarsake sykdom (Berg et al., 2006). Rekombinante vaksiner uttrykker antigener klonet i
en vektor, og i Norge er en rekombinant vaksine fremstilt for IPNV (Infectious pancreas
necrosis virus) (Sommerset et al., 2005). DNA-vaksiner inkorporer gen fra patogenet i vertens
DNA for produksjon av protein og immunstimulering (Berg et al., 2006, Shoemaker & Klesius,
2014). DNA-vaksiner er antatt 4 ha god effekt, men er ikke tillatt i Norge (Berg et al., 2006).

Intracelluleere bakterier (feks Francisella noatunensis subsp. noatunensis og Renibacterium
salmoninarum), virus og parasitter er vanskelig a vaksinere mot, grunnet patogen-egenskaper,
kostbar produksjon og behov for heye antigentiter (Sommerset et al., 2005, Berg et al., 2006,
Gudding & Goodrich, 2014). Vaksiner mot noen virussykdommer (IPN, PD og ILA) er utviklet
for laks, men det er ingen tilgjengelige vaksiner mot fiskeparasitter (Sommerset et al., 2005,

Gudding, 2010, Johansen et al., 2016).

Bad- og dyppvaksinering kan anvendes pd liten fisk, er en enkel og lite stressende
administreringsmetode, gir god effekt for enkelte bakterier (spesielt Vibrio spp.), men gir lavere
beskyttelse og mindre ngyaktig dosering (Berg et al., 2006). Intraperitoneal stikkvaksinering er
arbeidskrevende, og fisken ma oppnid en minimumsvekt, ber anesteseres, og paferes intra-
abdominale bivirkninger (Gudmundsdottir & Bjornsdottir, 2007). Fordelen er neyaktig
dosering, tilsetting av adjuvans, og god immunbeskyttelse. Adjuvans (feks ulike oljer) er en
tilleggskomponent som aktiverer det uspesifikke immunsystemet og gradvis frigir antigen

(depoteftekt) (Tafalla et al., 2014).

Oralvaksinering har antigen integrert i foret, og er regnet for & vaere den mest gunstige
vaksineringsmetoden, med en lett administrering. Metoden er derimot vanskelig
gjennomforbar, ettersom antigene ma vere loselige 1 tarmen, og samtidig beskyttet for

nedbrytning gjennom mage og fremre del av tarm (Sommerset et al., 2005, Gudding, 2010).
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1.6.2 VAKSINERING AV ROGNKJEKS

Det er flere vaksiner tilgjengelig til rognkjeks (tabell 1.1), men effekt av vaksinene er forelopig
lite dokumentert. Anbefalt stikkpunkt for vaksinering av rognkjeks er mellom bakre kant av
sugekoppen og foran gattet (figur 1.5), med 90° stikk inn i bukhulen (Pharmag, 2016). Feilstikk
eller mangelfull sulting kan medfere deponering av vaksine i muskel eller indre organ.

Intramuskular injeksjon har veert utprevd i forsek med rognkjeks (Lundberg, 2016).

Anbefalt vekt for stikkvaksinering er 8-10 gram, og ber gjennomferes minst 500 dg
(degngrader), og fire uker for utsett (Johansen et al., 2016). Immunitetsutvikling tar tid, og
upublisert materiale viser at det tar 600 dg fer rognkjeksens spesifikke antistoffrespons mot A.
salmonicida flater ut (Toni Erkinharju, pers.kom). Det er ennd ukjent hvor raskt en tilstrekkelig
immunrespons er utviklet hos rognkjeks. Sekundereksponering med antigenet for immunitet er

oppnadd, kan gi dedeligheter i likhet med uvaksinert fisk.

Figur 1.5 Anbefalt stikkpunkt (svart merke) for vaksinering av rognkjeks (Vaxxinova Norway AS).

For & uttrykke effekt av en vaksine er relativ prosentvis overlevelse (relative prosent survival =
RPS) en mye brukt metode, og estimerer vaksinens effekt ved hjelp av dedelighetsforholdet
mellom vaksinert fisk og en kontrollgruppe i formelen: RPS= (1-(% dedelighet vaksinert fisk/
% dedelighet hos uvaksinert fisk)) x 100% (Gudding, 2014). Denne metoden involverer etiske
aspekt, ettersom infeksjon, lidelse og dedelig utgang hos ubeskyttet fisk er forventet.
Smitteforsek kan gjennomferes som intraperitoneal smitte (i.p smitte) eller kohabitant smitte.
Ved i.p smitte far fisken injisert en smittedose i buken, mens kohabitant smitte involverer i.p
smitte av et fatall av fisk i1 karet, som deretter smitter resterende fisk. Kohabitant smitte

samsvarer mest med et naturlig sykdomsutbrudd.
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Tabell 1.1 Oversikt over tilgjengelige vaksiner til rognkjeks. Informasjon hentet fra bedriftenes hjemmeside
eller i kontakt med bedriftsansatte.

Vaksinetype | Bedrift Produktnavn Antigen i vaksinen
Dypp Vaxxinova Autogen vaksine mot atypisk | A. salmonicida (ett isolat) og V.
Aeromonas salmonicida og anguillarum O1

Vibrio anguillarum O1

Stikk Vaxxinova VAXX ON MARINE 3 vet Atypisk A. salmonicida (to isolater)
og V. anguillarum O1. Kan
inneholde M. viscosa

Dypp Pharmagq Alpha Marine Vibrio V. anguillarum O1, O2a og O2b

Stikk Pharmagq AMARINE micro 4-2 V. anguillarum O1, O2a og O2b og
A. salmonicida (to isolat).

1.6.3 VAKSINEBIVIRKNINGER

Vaksinering er en forutsetning for akseptabel dyrevelferd i norsk oppdrett, men
stikkvaksinering medferer ogsd negative bivirkninger for fisken (Berg et al., 2006). Ettersom
rognkjeks er en forholdsvis ny art i oppdrett, og vaksinering begynte i sméskala i slutten av
2013, er bivirkninger hos arten lite kjent (Eivind Isdal, pers.kom.). Generelle bivirkninger
observert hos stikkvaksinert fisk (hovedsakelig dokumentert hos atlantisk laks) omfatter
sammenvoksninger 1 bukhulen (adheranse), melanindeponering, vekstreduksjon og

ryggradsdeformiteter (Berg et al., 2006).

1.7 DYREVELFERD

Fisk er underlagt Dyrevelferdsloven i Norge, og i §3 papekes det at: .. Dyr skal behandles godt
og beskyttes mot fare for unodige pdakjenninger og belastninger” (Dyrevelferdsloven, 2009).
Rensefisk er regnet som akvakulturdyr, og faller derfor under gjeldende lover og regelverk. Det
knyttes etiske aspekt til bruk av rensefisk i oppdrett, pd grunn hey dedeligheten relatert til
fangst, lagring, transport, bruk i laksemerder og péfyll av rensefisk etter hoy utgang (Borne &
Lie Linaker, 2015).
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1.8 MAL MED STUDIET

Dette studiet var et FHF-prosjekt (nr 901264) delt inn i to arbeidspakker. Denne
masteroppgaven omfattet arbeidspakke nummer to i prosjektet, med tittel: Feltoppfelging av
vaksinert rognkjeks mot Aderomonas salmonicida A-lagstype V og VI. Hovedmalet med studiet
var & kartlegge prestasjon av rognkjeks vaksinert mot A. salmonicida type V og VI, og V.
anguillarum O1, som en indikator pd vaksinens prestasjon i felt. Studiet baserte seg pa
feltoppfelging av en vaksinert og en uvaksinert gruppe rognkjeks satt ut i et kommersielt

lakseproduserende anlegg.

e Delmal 1: Indikere vaksinens prestasjon ved sammenligning av dedelighet, vekst, og
pavisning av A. salmonicida ved bakteriedyrking, sanntids RT-PCR (hodenyrevev og

gjellevev) og histologi, hos vaksinert og uvaksinert rognkjeks.

e Delmal 2: A-lagstype positive funn av 4. salmonicida ved genotypisk A-lagstyping, og
underseke fenotypisk gruppering av A-lagstype V og VI gjennom biokjemiske tester i
API 20 NE.

e Delmél 3: Indikere antall smittekilder i anlegget basert pd en MLVA-analyse

(Multilocus variable number tandem repeat analysis).

e Delmaél 4: Beskrive andre dedelighetsarsaker som kan ha fordrsaket eller medvirket til

dedelighet og sykdom hos rognkjeks i studiet.

e Delmadl 5: Registrere vaksinebivirkninger hos den vaksinerte rongkjeksgruppen, for &

dokumentere vaksinens tilstedeverelse og synlige effekt hos rognkjeksen.
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2 METODE OG MATERIALE

Feltoppfelging av rognkjeks varte fra august 2016 til januar 2017, og inkluderte fem proveuttak,

to for utsett i sjo, og tre etter utsett i sjo.

2.1 FISK INKLUDERT I STUDIET

Rognkjeks ble oppdrettet pa et kommersielt settefiskanlegg i region vest. Lokal villfanget
stamfisk ga opphav til rogn (17.-19.des.16), som klekket etter 286 dg (9,5-9,8°C). Rognkjeksen
ble sortert to ganger, og etter 1650 dg (6,3-11,1 °C) ble én gruppe vaksinert (kap 2.1.1). De to
rognkjeksgruppene ble holdt i separate kar frem til utsett (temp 8,8-14,0°C). Vaksinert (n=26
415) og uvaksinert (n=20 558) rognkjeks ble transportert i separate tankbiler til et kommersielt
sjeanlegg 1 Sunnhordland (20. sep 2016). Transportlengden var ca 12 timer, og tankbilene ble
fraktet ut til anlegget ved fergetransport.

2.1.1 VAKSINEN OG VAKSINERING

Det ble brukt to vaksiner i studiet, produsert av Vaxxinova Norway AS. Dyppvaksinen var
vannbasert og inkluderte 4. salmonicida type VI og V. anguillarum O1. Stikkvaksinen var
trivalent og inneholdt 4. salmonicida type V og VI, og V. anguillarum O1 emulgert en i
vegetabilsk oljeadjuvans (tabell 2.1). Grunnet underbemanning ble kun deler av gruppen (n=20
000) dyppvaksinert. Hele gruppen (n=26 500) fikk injisert vaksine intraperitonealt ved 10 gram
(vanntemp. 9,3°C). Rognkjeksen ble ikke bedevd ved vaksinering. Den uvaksinerte
rognkjeksen forble ubehandlet og uhdndtert. Rognkjeksen ble satt ut 522 dg etter
stikkvaksinering.

Tabell 2.1 Antigenisk innhold, dose og administrering av vaksiner brukt i studiet. I overkant av 26 500

rognkjeks ble stikkvaksinert (6.aug 2016), og av disse ble ca 20 000 dyppvaksinert i forkant (28. juli 2016)
av stikkvaksineringen.

Vaksine Antigenisk innhold Dose Administrert
Dyppvaksine | Formalin-inaktiverte A. salmonicida | 1:10 fortynning Dypp
A-lagstype VI (16-00574-02) og V. (11 vaksine og 9 | sjgvann)
anguillarum O1 (16-00574-01) 30 sek eksponeringstid.
Stikkvaksine | Formalin-inaktiverte 4. salmonicida | 0,05 ml/dose Intra-
A-lagstype V (15-00643-05) og VI peritonealt
(15-00643-03), og V. anguillarum
01 (14-01066-06)
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2.2 ANLEGGET, DRIFTSRUTINER OG MILJGFORHOLD

Matfiskanlegget i Sunnhordland var et stalanlegg bestiende av atte merder (33 130 m*/merd).
Sju av merdene inneholdt laks og villfanget leppefisk (tabell 2.2). Vaksinert rognkjeks ble satt
ut i merd 2, 4, 6 og 8, og uvaksinert rognkjeks i merd 1, 3 og 7 (figur 2.1, tabell 2.2). Anlegget
hadde ikke tidligere brukt rognkjeks, men i en &rrekke hatt leppefisk. Den villfangete

leppefisken i anlegget var fanget i fire fangstsoner i Hordaland og nord-Rogaland.

Hver merd var utstyrt med omtrentlig 200 meter rensefiskskjul. Skjulene var levert av OK
Marine og NorseAqua og besto av gardintare og enkeltstrimler. Skjulene strakk seg fra
overflaten og 8-10 meter ned i sjgen. For ikke & komme i konflikt med LiftUp (dedfiskopptak),
var skjulene plassert i ene halvdel av merden. Skjulene ble terket ved behov. Maskestorrelsen
(stolpelengde/side x 2) pa netene var 40mm. Spyling av neter ble gjennomfort hver 14. dag til

slutten av november, og deretter manedlig.

25meter
. A

Merd 2 Merd 4 Merd 5 Merd 6
Forflate Vaksinert Vaksinert Vaksinert

Merd 8
Vaksinert |

1919W €5

Figur 2.1 Oversikt over stalanlegget, med fordeling av vaksinert og uvaksinert rognkjeks i de ulike
merdene 1 anlegget.

Tabell 2.2 Beholdning av rognkjeks, villfanget leppefisk og laks i anlegget ved utsett av rognkjeks i anlegget.

Merd Gruppe Antall Antall Innbland. Rensefisk/ Antall Vekt laks
rognkjeks leppefisk rensefisk meter skjul laks (gram)

1 Uvaksinert 6526 4216 9,3% 54 115474 3 309,8

2 Vaksinert 6450 4266 9,4 % 54 114230  3068,6

3 Uvaksinert 7454 5073 10,6 % 63 118387  2893,0

4 Vaksinert 6564 5001 9,9 % 58 116 514  3153,8

6 Vaksinert 6658 3735 9,0 % 52 114874  2807,1

7 Uvaksinert = 6578 5059 10,0 % 58 115835  2810,6

8 Vaksinert 6743 5591 10,5 % 62 118062  2965.,4
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Rognkjeksen ble foret med Amber Neptun fra Skretting, pelletsterrelse 1,5mm. En opptrekkbar
foringsautomat (Fiap klokkeautomat pro 3kg/12t) foret over det storste skjulet i hver merd.
Rognkjeksen ble generelt foret tre ganger per uke. Foringsmengde ble ikke registrert, men
estimert til 5-10kg for/merd/uke. Den forste méneden var vanndunker (med utkuttede apninger)

hengt i vannoverflaten for & supplere som forstasjoner, men ble fjernet grunnet lite effekt.

Daglig ble salinitet og temperatur malt pa 0,5, 5 og 10 meters dybde, og oksygen pd 5 meters
dybde. Fiskehelsetilsyn og telling av lakselus pd laksen i anlegget ble gjennomfoert i henhold til

lovgivning.

2.3 DODELIGHET

Dodelighet ble registrert daglig i anlegget, sa langt forholdene tillot det. Dedfisk ble tatt opp
ved hjelp av Lift Up (lufttrykk). Dedfisktall ble notert i bedriftens interne digitale
registreringssystem. For & kompensere for udokumentert dedelighet (svinn) ble et tillegg pa
20% lagt til manedlig. Dedelighetsresultat i denne oppgaven ble gjort pa bakgrunn av
dokumentert dedelighet, og inkluderte ikke méanedlig tillegg pé 20%. Dodelighet ble fremstilt
som akkumulert dedelighet (%) for de to rognkjeksgruppene, i tillegg til akkumulert dedelighet

av rognkjeks pa merdniva.

2.4 PROVEUTTAK

Provematerialet ble innhentet gjennom fem uttak i1 studiet (tabell 2.3). Proveuttak 1 ble
gjennomfort og analysert av fiskehelsebiolog og veileder @yvind Brune Vagnes (Vaxxinova
Norway). Ved hvert uttak var det planlagt & vektregistrere 50 rognkjeks/gruppe, ta
bakterieutstryk og vevsprever fra 20 rognkjeks/gruppe og 5 rognkjeks/gruppe til histologi.
Registrering av vaksinebivirkninger var tiltenkt for alle vaksinerte rognkjeks provetatt i studiet.

I sjo var det tiltenkt & ta prover fra leppefisk i likhet med rognkjeks.

Pa settefiskanlegget ble rognkjeks fra et vaksinert og et uvaksinert kar havet tilfeldig, og
provetatt. I sjo ble rognkjeks fra samtlige merder provetatt ved alle tre uttakene. Antallet
rognkjeks fra hver merd varierte. Bade friske individ og svimere ble provetatt. Dade individ ble

ikke inkludert, pd grunn av ujevn tilgang pd dedfisk, og mulig forurensing med miljebakterier.
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Leppefisk ble fanget i teiner, og ved proveuttak 3 og 4 ble leppefisk fra merd 1 og 6 provetatt.

For praveuttak 5 ble leppefisk fra samtlige merder provetatt, med uttak av merd 1.

Innfanget rognkjeks og leppefisk ble bedovet med Finquel MS-222 (Tricaine
Methanesulfonate), og avlivet ved transversalsnitt gjennom den forlengede marg (rognkjeks)

eller blogging av gjellebue (leppefisk).

All provetatt fisk ble undersekt for utvendige og innvendige makroskopiske kliniske tegn.
Sykdomsrelaterte eller avvikende observasjoner ble notert, og fungerte som supplerende

informasjon ved analysering av provemateriale.

Tabell 2.3 Oversikt over proveuttak i studiet. Vaksinert rognkjeks (V), uvaksinert rognkjeks (UV) og
leppefisk (L). Alle individene var levende for provetaking. Fer utsett i sjo: proveuttak 1 og 2. Etter utsett i
sjo: Proveuttak 3, 4 og 5. Proveuttak 6: tiltenkt, men ikke gjennomfert proveuttak.

Dato Gr. Vekt Utstryk Utstryk Vevsprove Vevsprove Vaksine- Histologi
(BA) (BAS) hodenyre gjelle bivirkn.
Antall =~ Antall Antall Antall Antall Antall Antall
(analysert)
Proveuttak 1 V 74 20 20 20 -—-- -—-- -—--
10.08.16 uv 72 20 20 20 - - -
Proveuttak 2 V 50 20 20 20 -—-- -—-- 6 (3)
19.09.16 uv 50 20 20 20 -—-- -—-- 6 (3)
Utsett av rognkjeks i sjo

Proveuttak 3 V 52 20 20 20 19 11 5(5)
17.-19.10.16 UV 56 20 20 20 20 -—-- 5(5)

L . 20 20 20 20 - 5(2)
Proveuttak 4 V 37 20 20 20 20 19 503)
7.-9.11.16 Uv 43 20 20 20 20 ——-- 503)

L * 20 20 20 20 - 5(2)
Preoveuttak 5 V 41 20 20 20 20 20 503)
6.-8.12.16 uv 22 20 20 20 20 -—-- 503)

L . 15 15 15 15 - 4(2)
Proveuttak 6 V --- ---- ---- ---- ---- ---- ----
16.-18.01.17 UV ---- === === === === === ===

L — — — — — — —
Totalt v 254 100 100 100 99 40 21 (14)

Uv 243 100 100 100 100 - 21 (14)

L * 55 55 55 55 ---- 15 (6)
* Vektregistrering ble ikke gjennomfort for leppefisk i anlegget. --- = ikke gjennomfort.
2.4.1 VEKT

Tilsynelatende friske individ ble favorisert, og bedevelse ble ikke brukt ved vektregistrering.

Pa settefiskanlegget ble tilfeldige rognkjeks havet fra hver av de to gruppene, og veiet med +/-
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1,0 grams neyaktighet. Pa sjeanlegget ble fisken hdvet inn ved & dra opp skjulene, og veiet med
+/- 2,0 grams neyaktighet. Gjennomsnittsvekt og SGR (specific growth rate) % ble brukt for a
beskrive rognkjeksens vekst i studiet.

SGR % = ((sluttvekt/startvekt) ~(1/dager)-1) x100

2.4.2 BAKTERIEUTSTRYK

Utstryk fra hodenyre (figur 2.2) ble sddd ut pa blodagarskaler (BA: blodagar med 5 % okseblod
og 0,5 % NaCl) og blodagar med salt (BAS: blodagar med 5 % okseblod og 2 % NaCl). Det
ble sddd ut to fisker per skél. Skalene ble tydelig merket, og oppbevart i kjeleskap for og under
uttak (2-3 dager), og deretter inkubert ved 15 °C (BAS) eller 20°C (BA) i en uke. Alle agarskaler
i studiet ble kjopt fra Veterinerinstituttet i Oslo.

Figur 2.2 Bakterieutstryk og uttak av hodenyrevev (PCR) ble tatt ut etter et transversalsnitt.

2.4.3 UTTAK AV PCR-PROVER

En A- og B-vevsprave (str. fyrstikkhode) fra hodenyre og gjeller ble overfort til separate ror
med 600ul RNAlater, for & hindre degradering av RNA. RNAlater-rerene ble oppbevart i
romtemperatur frem til vevsuttaket, og deretter i kjoleskap opptil en uke for de ble fryst ved -

18°C. Det ble ikke tatt ut gjellepraver for utsett i sjo (proveuttak 1 og 2).

2.4.4 UTTAK TIL HISTOLOGI
Svimere eller individ med sartrekk som sar, bleke organ eller unormalheter ble favorisert. Uttak
til histologi inkluderte gjeller, hjerte, nyre, milt, pylorus og lever. Muskel var inkludert ved

proveuttak 4 og 5. Det ble ikke tatt ut histologi fra preveuttak 1, grunnet sen beslutning om
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inkludering av histologi i studiet. Struktur antatt & veere gonade ble tatt ut hos noen individ.

Organbiter ble lagt 1 4% fosfat-bufret formalin i forholdet 1:10.

2.4.5 VAKSINEBIVIRKNINGER

Vaksinert rognkjeks ble registrert for vaksinebivirkninger ved proveuttak 3, 4 og 5 (tabell 2.3).
Registreringen ble gjort etterfolgende av bakterieutstryk og vevs-uttak fra hodenyre og
gjellevev. Adheranse (grad 0-6), melanin (grad 0-3) og vaksinerester (grad 0-3) ble registrert
ved hjelp av en modifisert Speilbergs skala (Eivind Isdal, Vaxxinova Norway AS, appendiks
1) og notert i registreringsskjema (tabell 2.4). En hovedscore for adheranse ble gitt hvert individ

og pé bakgrunn av hgyeste regionsverdi.

Tabell 2.4 Registreringsskjema for vaksinebivirkninger brukt i studiet.

Fisk nr Adheranse (grad 0-6) Melanin (grad 0-3) Vaksinerester
(grad 0-3)
Region 1 | Region 2 Region 3 Organ Bukhinne/
muskel

2.5 ANALYSERING AV PROVEMATERIALE

Bakteriologisk og molekylarbiologisk arbeid ble gjennomfoert ved laboratoriet til Vaxxinova
Norway (Kong Christian Frederiks plass 3, Bergen). Histologiprever ble snittet av
Veterinarinstituttet i Bergen (Bontelabo 8, Bergen), og mikroskopert med et Zeiss AXIO
Scope.Al (med kamera) tilhgrende Sea Lice Research Center (Thormehlensgate 55, Bergen).

2.5.1 FENOTYPISK KARAKTERISERING AV SEKUNDZRKULTURER
Primerskaler fra hodenyreutstryk pa BA og BAS fra 255 individ i studiet ble inkubert i en uke
for skéler uten vekst eller med lavt antall kolonier uforenelig med 4. salmonicida ble kastet. A.

salmonicida lignende bakterier og andre bakterier av betydelig antall ble sddd videre sekundeert.
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Morfologiske tegn som sterrelse, koloniform og -farge, pigmentering, hemolyse og skyvbarhet

ble registrert.

Basert pd morfologi ble bakterier i renkultur testet for oksydase (Merck KGaA, Damstadt,
Tyskland) og felsomhet for 0/129 150pg Vibriostaticum (Rosco Diagnostica, Taastrup,
Danmark). Vibriostatsensitive isolat ble testet for ALO: arginine dihydrolase, og lysine- og
ornithine decarboksylase (Veterin@rinstituttet, Oslo, Norge) og 5-ror sukkerforgjering:
arabinose, cellulose, laktose, mannose, sakkarose og trehalose (Veterin@rinstituttet, Oslo,

Norge) over sju dagers inkubering ved 15/20°C.

Antatte V. anguillarum O1 bakterier ble undersekt med agglutinasjonstest for V. anguillarum

01/02 (Bionor Laboratories AS, Skien, Norge), morfologiske trekk, ALO og sukkerforgjering.

2.5.1.1 Fenotypisk typing

Basert pd kolonimorfologiske egenskaper ble 4. salmonicida isolat fra 23 fisker testet med
API® 20 NE (bioM¢érieux, Marcy-1'Etoile, Frankrike). Hensikten var & se etter biokjemiske
forskjeller mellom 4. salmonicida type V og VI. To isolat fra A-lagstype V og VI ble testet ved
bruk av API 20 E (bioM¢érieux, Marcy-IEtoile, Frankrike). Testenes vedlagte prosedyrer ble
fulgt. Avvikende fra produsentens prosedyre var inkubering i 5 dagn (15°C/20°C), istedenfor
24 timer ved 36°C (API® 20 E) og 48 timer ved 29°C (API® 20 NE), og >4 kolonier i

startlgsningen.

2.5.2 SANNTIDS RT-PCR

I studiet ble det brukt en ett-stegs sanntids RT-PCR for diagnostisering av A. salmonicida.
Sanntids RT-PCR (sanntids revers transkriptase polymerasekjedereaksjon) bruker enzymet
revers transkriptase til & omdanne RNA til et enkelt-trddig DNA (cDNA) amplifisert og
detektert ved hjelp av spesifikke primere og prober. TagMan prober ble benyttet i pavisningen
av A. salmonicida, og er spesifikke for et segment lokalisert mellom de to primerne brukt i
reaksjonen. TagMan probene har et fluorescerende reportermolekyl knyttet til 5’enden og en
elektronegativ MGB quencher i 3"enden, som trekker til seg elektron fra reporteren og hindrer
fluorescens. Ved hver vellykket amplifisering, vil en Tag-polymerase treffe proben, reporteren

frigjores og avgi et lyssignal (Wilson & Walker, 2005, s.215).
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Prosedyre: Qyemalsprover pa 2 x 2 x 3 mm fra gjellevev (n=254) og hodenyrevev (n=255)
oppbevart i RNAlater ble overfort til mikrorer tilsatt 750 pl Qiazol og en stalkule (Smm).
Prevene ble homogenisert i 2 x Smin ved 25 Hz (TissueLyser II system) og oppbevart ved -18
°C inntil rensing. Personale pd Vaxxinova Norway gjennomforte resten av prosedyren. RNA
ble ekstrahert og renset ved hjelp av RNeasy 90 Universal Tissue kit pa BioRobot Universal

System renserobot (Qiagen). Renset materiale ble lagret pa - >70°C.

PCR reaksjonene ble satt opp ved hjelp av en pipetteringsrobot (QIAgility). Rer med 15 pl
mastermiks (appendiks 2) inneholdende primere for 4. salmonicida og LumpEIf 1a (tabell 2.5)
og 5 ul renset materiale ble kjort i en sanntids RT PCR (Rotor-gene Q) med tilhgrende program
(tabell 2.6). PCR fra proveuttak 5 var en duplex reaksjon (4. salmonicida + LumpEIlf 1a), mens
primere for A. salmonicida og LumpEIlf la ble kjort i separate PCR ror for uttak 1-4.
Elongeringsfaktor (husholdningsgen) for rognkjeks (LumpeEIlf 1a) ble brukt for & kartlegge
tilstedevaerelsen av rognkjeksvev i1 prevene. Det ble ikke brukt elongeringsfaktor for
leppefisken i studiet. Primerne benyttet for a pavise A. salmonicida var spesifikk for en
konservert del av bakteriens vapA. Et kjent positivt A. salmonicida isolat ble brukt som kontroll

ved PCR-kjoringene. Cut off verdi ble satt til Ct >37 (Vaxxinova prosedyre).

Tabell 2.5 Primersekvens (forward og reverse), probe og reporter-quencher benyttet i sanntids RT-PCR for
pavisning av Aeromonas salmonicida og elongeringsfaktor for rognkjeks.

A. salmonicida LumpkElIf 1a (elongeringsfaktor
for rognkjeks
Primer | Forward | CGTTGGTGCTTCTATCACTGCTA AGCTCGTCCCACCGACAA
5°-37
Reverse AACAGCTACTTCACCCTGATTGG | GACTGTTCCGATACCTCCGATT
5°-37
Probe 5°-37 CCGTCAGGCTCGC CCTGCAGGATGTCTAC
Reporter- FAM-MGB VIC-MGB
Quencher

Tabell 2.6 PCR program pa Rotor-Gene Q brukt til pavisning av 4. salmonicida og
elongeringsfaktor.

Prosess Temperatur Tid Antall sykluser
Steg 1 50 °C 30 min 1
Steg 2 95°C 15 min 1
Steg 3 95°C 15 sek 40
60 °C 60 sek
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2.5.2.1 Genotypisk A-lagstyping

Hodenyrevev og gjellevev positivt for 4. salmonicida ved sanntids RT-PCR, ble A-lagstypet
etter samme PCR-metode som beskrevet i 2.5.2. Spesifikke primere for A-lagstype V og VI,
basert pd den hypervariable delen av vapA ble benyttet (Jyvind Vagnes, Vaxxinova Norway).

Bakterieisolat morfologisk antatt & vaere A. salmonicida ble renset og A-lagstypet etter samme
prosedyre som hodenyre- og gjellevev. Fra individ bekreftet med blandingsinfeksjon av A-
lagstype V og VI i hodenyrevev, ble det fra primarskél sadd ut flere isolat som ble genotypisk
A-lagstestet. Dette ble gjort for a forseke a isolere A-lagstype V og VI fra blandingsinfeksjon.

2.5.3MLVA

MLVA analyse er en hgy-resolusjons typingsmetode som baserer seg pd PCR amplifisering av
en eller flere VNTR (Variable number of tandem repeats) loki, som visualiseres via
gelelektroforese eller kapillerelektroforese. VNTR er repeterende og forholdsvis ustabile
sekvenser, som kan vise forskjeller hos bakterieisolat pa bakgrunn av opptak eller tap av en
eller flere repeterende sekvenser, og har vert brukt i blant annet epidemiologiske studier av
patogene bakterier (van Belkum, 1999, Abayneh et al., 2014). En upublisert MLV A (multilocus
variable number tandem repeat analysis) for A. salmonicida, utarbeidet av Veterinarinstituttet
1 Oslo, ble brukt for & underseke homo- og hetrogenitet hos A-lagstype V og VI isolat i studiet.
Det ble analysert 40 isolat fra 26 rognkjeks og leppefisk i studiet, 31 isolat representerte A-
lagstype VI og resterende 9 isolat representerte A-lagstype V. Vaksinestammene for A-lagstype
V og VI ble MLV A-analysert.

For & undersoke stabiliteten av VNTR loki hos A-lagstype VI, ble et kjent smitteisolat av A-
lagstype VI passert gjennom rognkjeks og isolert fra hodenyre hos elleve individ (Henriette
Nordstrand, smitteforsek). Andre og femte passasje etter isolering fra hodenyre, ble MLV A-
analysert og sammenlignet mot hverandre og mot det opprinnelige smitteisolatet. Dette ble gjort
for & observere om antall repeterende sekvenser ble endret ved passering gjennom fisk og ved

gjentatte passeringer pa skal.

MLVA analysen baserte seg pa seks primersett (Duncan Colquhoun, Veterinarinstituttet Oslo).
En 23ul miks bestdende av Qiagen master mix (12,5ul), primer (2,5ul, 0,2uM/primer) og 8 pul
vann, ble tilsatt 2ul templat (renset bakterie-RNA) og amplifisert i en Rotor-Gene Q PCR-
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maskin (Qiagen) ved 95°C i 15 minutter, deretter 35 sykluser med 94°C i 30 sekunder, 58°C i
90 sekunder og 72°C i 90 sekunder. Til slutt ble temperaturen holdt pa 72°C i 10 minutter.

En 3 % agarose gel ble laget av 3 gram Certified™

TAE-buffer 1x (TAE buffer 50X:20ml i 980ml MiliQ vann), og varmet i mikrobelgeovn til

Molecular Biology Agarose og 100 ml

gjennomsiktig lgsning. Gellgsningen ble tilsatt 10ul GelRed (Biotium), og stept med en 20
brenners kam. For elektroforesen ble det benyttet 1x TAE buffer. 2ul sample buffer (BioRad)
og 8ul provemateriale ble blandet og tilsatt i brennene. Forste og siste brenn var 2ul sample
buffer og 6ul Ez Load™ 100 bp Molecular Ruler, (80pg/ml BioRad). Gelen ble fotografert
(ChemiDoc XRS+) etter fem og seks timer pa 40 V. Bildene ble behandlet i Image Lab™
Sofware 5.2. Isolat fra smitteforseket ble visuelt sammenlignet i ImageLab. Isolat fra studiet
ble retestet for & bekrefte antatt gruppering. Resultat fra isolat tilknyttet studiet ble fremstilt i et
eBURST-diagram (http://eburst.mlst.net). For & fremstille eBURST-diagrammet ble hvert
isolat gitt en MLV A-profil bestdende av en serie av seks tall, hvor hvert tall representerte en

unik allele og hvor 0 indikerte manglende band/loki.

2.5.4 16S RRNA-SEKVENSERING

Bakterier som var vanskelig 4 identifisere ved fenotypisk undersegkelse, ble sekvensert. Ror
med Big Dye og sekvenseringsbuffer ble levert og analysert hos sekvenseringslaboratoriet pa
Universitetet i Bergen (Thormehlens gt. 55, Bergen). Primere brukt til sekvensering av 16S er
vist 1 tabell 2.7. En mastermix (appendiks 2) tilsatt Sul templat (renset bakterie-RNA), ble
amplifisert i PCR pa 50°C i 30 min, 95°C i 15 min, og deretter 40 sykluser pa 95°C i 15 sek,
50°C i 30 sek og 72°C i 60 sek. Tilstedevearelse av produkt ble bekreftet pa en agarosegel (1%
agarose + 100ml TAE buffer 1x). Sample buffer 2ul og 8ul preve ble tilsatt i brennene, mens
forste og siste brenn var tilsatt 2ul samle buffer og 6ul Ez Load™ 100 bp Molecular Ruler,
(80pg/ml BioRad). Gelen sto i 75V 1 30 minutter, og ble fotografert og fremstilt pa Image Lab™
Software 5.2. For positive prover ble 1l ExoSAP-IT reagens og 2,5l templat renset med PCR
i 15 minutter pa 37°C, og 15 minutt i 80°C.

Big Dye mix med forward og reverse primer ble laget i separate rer med 1pl sekvensbuffer, 1l
Big Dye, 1ul primer, 1ul templat og 6ul RNasefritt vann, og kjert i PCR pa 96°C i 5 minutter,
25 sykluser med 96°C i 10 sek, 50°C i 5 sek og 60°C i 4 minutter. 10ul RNase fritt vann ble

25



tilsatt 1 hvert ror for levering til sekvenslaboratoriet. BLAST ble brukt for & bestemme

sekvensenes identitet (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Tabell 2.7 Primere brukt til 16S rRNA-sekvensering.

Sekvensering Primer

Forward 5°-3° Reverse 5°-3°

16 S sekvensering GWATTACCGCGGCKGCTG | AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

2.5.5 HISTOLOGI

Formalinfiksert vevsprevene ble stopt i parafinvoks, snittet og farget med haematoxylin og
eosin (HE) hos Veterinrinstituttet i Bergen. Analysering av snittene ble gjort i samarbeid med
fiskehelsebiolog og veileder @yvind Vagnes (Vaxxinova Norway AS). Vevsforandringer ble

dokumentert gjennom notater og fotografering av vevssnitt i mikroskop.
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3 RESULTAT

3.1 DGDELIGHET HOS ROGNKJEKS

Dokumentert dedelighet fra vaksineringstidspunkt til utsett i sjo var <0,05% i begge
rognkjeksgruppene.

Dodelighet i sjo inntraff fa uker etter utsett (figur 3.1). Rognkjeks ble ikke observert ved
dedfiskopptak fra uke 14, eller ved avlusning og i fangstteiner fra uke 16-18 1 sjo.
Feltoppfelging ble avsluttet etter 18 uker i sjo, grunnet tom beholdning av rognkjeks i anlegget.
Et siste planlagt proveuttak (nr. 6) ble derfor ikke gjennomfert. Ved studiets avslutning var den
dokumenterte dedeligheten 32% for vaksinert og 38% for uvaksinert rognkjeks, og den
udokumenterte dedeligheten (svinnet) utgjorde dermed 68% (V) og 62% (UV). Dokumentert
dedelighet pa merdniva var 23-52%, og svinnet 48-77 % (tabell 3.1).

5o Sept16 | Oktober 16 |  November 16 [ Desember 16 | Januar 17

45

40

35
30

25

20 Vaksinert

Akkumulert dedelighet %

15 e Jvaksinert

10

Uke i sjo

Figur 3.1 Akkumulert dokumentert dedelighet (%) for vaksinert (V) og uvaksinert rognkjeks (UV) fra
utsett i sjo til avslutning av feltoppfelging.
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Tabell 3.1 Akkumulert dokumentert og udokumentert dedelighet av vaksinert (V) og uvaksinert (UV)
rognkjeks pa merdniva i sjo.

Akkumulert 51,8 41,8 33,4 29,4 33,6 27,9 23,0
dokumentert
dedelighet (%)
Akkumulert 48,2 58,2 66,6 70,6 66,4 72,1 77,0
udokumentert
dedelighet (svinn) (%)

3.2 VEKT

Figur 3.2 viser vektutviklingen til vaksinert og uvaksinert rognkjeks ved studiets fem
vektregistreringer. Dagen for utsett i sjo (proveuttak 2) var gjennomsnittsvekten 43 (V) og 47
(UV) gram, og tolv uker senere 54 (V) og 56 (UV) gram (preveuttak 5). I sjgperioden vokste
vaksinert rognkjeks med 26% og uvaksinert rognkjeks med 19%. For utsett i sjo var prosentvis
daglig tilvekst (SGR) 3,62% hos vaksinert og 3,61% hos uvaksinert rognkjeks (figur 3.3).
Rognkjeksens samlete SGR i sjoperioden var 0,30% (V), og 0,23 % (UV).

August 16 | September 16 Oktober 16 | November 16 | Desember 16

Proveuttak 1 Proveuttak 2 Proveuttak 3 Proveuttak 4 Proveuttak 5
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[w)

For utsetti sjo Etter utsett i sjo

Figur 3.2 Vektutvikling (g) hos vaksinert og uvaksinert rognkjeks ved fem vektregistreringer. Stiplet linje =
sjosetting. Standardavvik f.v: 11+£3,36, 10+1,38, 47+£12,41, 438,07, 48+14,81, 45+11,12, 51£12,50,
49+12,30, 56+13,84, 54+15,65.
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Figur 3.3. Daglig tilvekst % (SGR) hos vaksinert og uvaksinert rognkjeks.

3.3 KLINISK UNDERS@KELSE

Det ble ikke observert ytre sar, skader eller indre tegn til patologi feor utsett i sjo. Det var
tilsynelatende ingen klinisk forskjell mellom gruppene i studiet, annet enn vaksinebivirkninger.
Ved samtlige proveuttak etter utsett i sjo hadde et fatall individ sar pd siden, rygg eller halerot.
En rekke individ hadde ascites og vaeske i mage og tarm ved ferste proveuttak i sjo (figur 3.4).
Et fatall individ ble observert med fede. Andelen individ med ascites minsket, og mageinnhold
okte, ved proveuttak 4 og 5 (figur 3.6). Lever- og nyrefarge varierte i merkhetsgrad (figur 3.5).
Det ble ikke observert granulom i nyrevev. Bledninger i indre organ ble observert hos noen

individ. Gonader var synlig ved forste proveuttak i sjo (figur 3.7).
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Figur 3.4. Utstdende buk (A) med ascites (B). Sar pé side og halerot (C). Vaske i tarm (D).

Figur 3.5 Variasjon i leverfarge hos rognkjeks. Ingen av individene (A, B, C og D) var pavist med 4.
salmonicida ved sanntids RT-PCR eller ved dyrkning (BA og BAS).
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Figur 3.6 Mage- og tarminnhold hos rognkjeks i sjo (proveuttak 3, 4 og 5). Preveuttak 3: dominert av
vaskefylt tarm (A) og noe groe (B). Proveuttak 4: dominert av groe (B), men ogsa vaske (A) og et fatall
med pellet (D) Praveuttak 5: dominert av rekelignende strukturer (C) og groe (B), og et fatall med pellet
(D), veeske (A) eller hvitlignende substans(F). Bendelorm (E) var tilstede i ett til to rognkjeks/proveuttak.

Figur 3.7 Grennlig struktur dorsalt i bukhulen (A) identifisert som gonader ved hjelp av histologi (B).
Gonadene (A) (B) er hentet fra fisk pa 38 gram.
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3.4 DIAGNOSTISERING AV AEROMONAS SALMONICIDA

3.4.1 FENOTYPISK TYPING OG GENOTYPISK A-LAGSTYPING AV BAKTERIEISOLAT

Det var ingen dyrkningsfunn av A. salmonicida for utsett i sjo. Etter utsett i sjo ble bakterien
dyrket fra vaksinert og uvaksinert rognkjeks, og leppefisk (figur 3.8). Prevalens av A.
salmonicida fra bakterieisolat etter utsett i sjo var 18% for vaksinert rognkjeks, 10% for

uvaksinert rognkjeks og 10% for leppefisk.

Genotypisk A-lagstyping av A. salmonicida bakterieisolat i studiet viste at 85% tilhorte A-
lagstype VI, 5% A-lagstype V og 10 % blandingskultur med A-lagstype V og VI. A-lagstype
V ble kun pévist fra leppefisk. Fra individ med blandingskultur ble det sddd ut flere isolat for
mulig & isolere A-lagstype V og VI. A-lagstype V ble isolert ved noen tilfeller, men de fleste
kolonier sddd videre fra primarskal viste blandingskultur ved genotypisk A-lagstyping.

Etter to til tre dager inkubering pd BA og BAS opptradte 4. salmonicida som terre, konvekse,
skyvbare, og grahvite pinpoint-kolonier. Samtlige 4. salmonicida isolat var oksydase-positive
og negativ for 0/129. A-lagstype VI fremviste pigmentproduksjon, som ikke ble observert hos
A-lagstype V (figur 3.9). Noen enkeltkolonier hos A-lagstype VI var sterre, mer hvitaktig, og
ikke skyvbare.

Fenotypisk typing viste biokjemiske forskjeller mellom A-lagstype V og VI for NO3
(nitratreduksjon), GEL (gelatin hydrolysering) og PNPG (B-galaktosidase) i API 20 NE testen.
For API 20 E var det forskjeller i VP (acetoin produksjon), GEL (gelatin hydrolysering) og
AMY (amygdalin fermentering/ oksydering) (tabell 3.2).
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Figur 3.8 Prevalens av 4. salmonicida og A-lagstype V og VI fra hodenyreutstryk pa blodagar eller
blodagar med NaCl. Figuren viser vaksinert og uvaksinert rognkjeks og leppefisk, ved uttakene etter utsett i
sjo. Figuren utelater proveuttak 1 og 2 ettersom dyrking av A. salmonicida var negativ.

Figur 3.9 A-lagstype VI (A) produserte pigment, mens A-lagstype V var pigmentles (B) for samtlige isolat
1 studiet.

Tabell 3.2 Biokjemiske forskjeller mellom A-lagstype V og VI ved API 20 NE og API 20 E etter 48t
inkubering.

Api 20 NE API20 E
NOs; | GEL PNPG VP GEL AMY
A-lagstype V - - + A-lagstype V - - +
A-lagstype VI + + - A-lagstype VI + + -

33



3.4.2 SANNTIDS RT- PCR AV HODENYRE- OG GJELLEVEV

For utsett i sjo var undersegkt rognkjeks negativ for 4. salmonicida ved sanntids RT-PCR, med
unntak av to vaksinerte rognkjeks med Ct 36,3 og 36,7 ved proveuttak 2. Retesting av
hodenyrevevet ga negativt resultat. PCR analyser viste at A. salmonicida var tilstede i hodenyre-
og gjellevev hos rognkjeks og leppefisk ved samtlige preveuttak etter utsett i sjo (figur 310,

figur 3.11). Prevalensen i hodenyrevev var sterst ved proveuttak 3.

Prevalens av 4. salmonicida i hodenyrevev hos vaksinert og uvaksinert rognkjeks, og leppefisk
samlet for hele sjoperioden var 43% (V), 33% (UV) og 14,5% (L). For gjellevev var
prevalensen 52% (V), 50% (UV) og 51% (L).
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S 0
g 60% A
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Figur 3.10 Prevalens av 4. salmonicida fra hodenyrevev hos vaksinert og uvaksinert rognkjeks og leppefisk
ved samtlige uttak i studiet. Stiplet linje = sjosetting. Ct <25 indikerer hoy smittemengde, 25 <Ct<30 moderat
smittemengde, 30<Ct<37 lav smittemengde, og 37< Ct negativ. Rognkjeks fra preveuttak 2 var negative ved
retesting. Antall fisk n=20 for samtlige grupper, med unntak av leppefisk fra proveuttak 5 (n=15).
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Figur 3.11 Prevalens av 4. salmonicida fra gjellevev hos vaksinert og uvaksinert rognkjeks og leppefisk etter
utsett i sjo. Ct <25 indikerer hey smittemengde, 25 <Ct<30 moderat smittemengde, 30<Ct<37 lav
smittemengde, og 37< Ct negativ. Antall fisk n=20 for samtlige grupper, med unntak av vaksinert proveuttak
3 (n=19) og leppefisk proveuttak 5 (n=15).

Fra alt positivt hodenyrevev i studiet utgjorde 89% A-lagstype VI, 2% A-lagstype V og 9%
blandingsinfeksjon med A-lagstype V og VI. Fra positivt gjellevev i studiet utgjorde 90% A-
lagstype VI og 10% blandingsinfeksjon med A-lagstype V og VI. Figur 3.12 og 3.13 viser
prevalens av de to A-lagstypene for hodenyre- og gjellevev hos rognkjeks og leppefisk etter
utsett i sjo. [ det forste uttaket i sjo var 20% av A. salmonicida positiv rognkjeks pavist med

blandingsinfeksjon av A-lagstype V og VI.
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Figur 3.12 Prevalens av A. salmonicida A-lagstype V og VI fra hodenyrevev, pavist ved spesifikk PCR hos
vaksinert og uvaksinert rognkjeks, og leppefisk, etter utsett i sjo.
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Figur 3.13 Prevalens av A. salmonicida A-lagstype V og VI fra gjellevev, pavist ved spesifikk PCR hos
vaksinert og uvaksinert rognkjeks, og leppefisk, etter utsett i sjo.
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3.43 MLVA
Det ble identifisert ni ulike MLV A-profiler for A-lagstype V og VI fra rognkjeks og leppefisk
1 studiet (tabell 3.3, figur 3.14). A-lagstype V isolater fremviste kun en MLVA-profil.

Resterende étte profiler opptradte hos A-lagstype VI. Profilene varierte i ett til tre band innen
A-lagstype VI. To isolat fra samme fisk (V5/V5-3) fremviste ulike MLV A-profiler.

A-lagstype VI vaksinestammen tilherte den vanligste MLV A-gruppen i studiet (variant 2, figur
3.14). Vaksinestammen for A-lagstype V var ulik MLVA-gruppen hos A-lagstype V i studiet.
Vaksinestammene er ikke inkludert i tabell 3.3 eller figur 3.14.

Det ble ikke observert endringer i MLV A-profil for A-lagstype VI A. salmonicida passert
gjennom rognkjeks og deretter to og fem passasjer pa blodagarskal. Bakterien hadde her uendret

MLV A-profil for og etter passering.

Tabell 3.3 MLV A-profiler for A. salmonicida isolat 1 studiet. V=vaksinert, K=uvaksinert og L=leppefisk,
isolert fra proveuttak 3 (P3), preveuttak 4 (P4) og preveuttak 5 (P5). MLV A-profilene representerer band 1
til 6. Band tallgitt som 0 indikerer fravaer av bandprodukt. Fisker representert med flere isolat med identisk
MLV A-profil, ble representert ved et isolatnummer.

A-lagstype  Variant ~ MLVA-profil Antall isolat Proveuttak: isolatnummer

1-0-1-1-1-1 1 P3: K6
2 1-0-1-2-1-1 12 P3: V1, V2, V5, V13, V19, V20, K19,
K20,L1,L2
VI P4: K26, L22
3 1-0-1-3-1-1 1 P3: L20
4 2-0-1-2-1-1 1 P3:Vi2
5 1-0-2-2-1-1 1 P5: V42
6 1-0-1-4-1-1 2 P4:V24,V27
7 3-0-1-2-1-1 1 P4: V40
8 1-0-1-5-1-1 2 P3:V5-3
P4: V21
v 9 1-1-3-2-2-0 3 P3: K10, V10
P5: L45
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Figur 3.14 Et eBURST diagram for MLV A-profiler av A-lagstype V (variant 9) og VI (variant 1-8) i
studiet. Variasjon i et band pa gelen er indikert vha svarte linjer. Antallet isolat tilherende de ulike
profilene er illustrert ved sterrelsen pa sirkelen.

3.4.4 HISTOLOGI

Det ble observert histopatologiske mikrokolonier forenelig med atypisk furunkulose i begge

rognkjeksgruppene (figur 3. 15). Mikrokolonier ble ikke observert for utsett i sjo, men hos 40%

av de undersgkte rognkjeksene (n=22) etter utsett i sjo. Av positive rognkjeks var 55%

vaksinert. Mikrokolonier var synlig i hjerte, gjeller, nyre, lever og milt, men varierte i antall

organ (tabell 3.4). Omtrent halvparten av de positive individene hadde mikrokolonier kun i

gjellevev. Ingen leppefisk (n=7) ble pavist med mikrokolonier.

Tabell 3.4. Vaksinert og uvaksinert rognkjeks pavist med histologiske mikrokolonier etter utsett i sjo.

Proveuttak Gruppe Individ Mikrokoloni i vev

Proveuttak 3 Vaksinert | V13
V16

Uvaksinert | K13

K14

Proveuttak 4 Vaksinert | V27
Uvaksinert | K32

Proveuttak 5 Vaksinert | V41
V42

Uvaksinert | K49

Gjeller

Gjeller, milt, nyre

Gjeller, milt

Gjeller, milt, hjerte, nyre, lever
Gjeller, milt, hjerte, nyre, lever
Gjeller

Gjeller

Gjeller, milt, hjerte, nyre, (lite
lever pa snittet —ikke analysert)
Gjeller
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Ct-verdi
nyrevev
30,31
24,19
25,34
19,86

14,98
29,62
Neg.

20,34

35,99

Ct-verdi
gjellevev
28,89
24,49
29,10
15,93
19,11
22,49
25,05
20,52

32,40



gjelle (D) og milt (E).

lever (B), nyre (C),

B

Figur 3.15. Mikrokolonier forenelig med 4. salmonicida i hjerte (A)
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3.5 VAKSINEBIVIRKNINGER

Vaksinert rognkjeks fremviste vaksinerester og adheranse i bukhulen (figur 3.17). Med unntak
av et individ fremviste alle de undersgkte rognkjeksene vaksinerester (grad 1-2), som 14
hovedsakelig i bakre del av bukhulen. Adheranse var tilstede i samtlige individ, grad 1-3 (figur
3.16). Den mest fremtredende adheransen ble observert i ventral del av bukhulen (region 3).
Dorsal del av bukhulen (region 2) fremviste lavere grad av adheranse enn region 3. Kranial del
av bukhulen (region 1) fremviste ingen adheranse. Det var ingen tegn til melanindeponering,
verken 1 bukorgan eller muskel. Ved histologisk undersokelse ble det observert individ med

vaksinitt (vaksineindusert betennelse) og vaksinedraper (figur 3.17).

80%

70%

60% Grad 1
50% B Grad 2
40%
B Grad 3
30%
20%
10%
0% [ |
11 14 18

Uker etter stikkvaksinering

Figur 3.16 Grad av adheranse hos undersegkte vaksinert rognkjeks ved proveuttak 3, 4 og 5, henholdsvis 11,
14 og 18 uker etter stikkvaksinering.

Figur 3.17 Vaksinebivirkninger viste adheranse i1 bukhulelokalitet 3 (A) og 2, vaksinerester (B).
Betennelse (vaksinitt) (1) og vaksinedraper (2) var synlig histologisk (C).
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3.6 ANDRE FUNN

3.6.1 BAKTERIEDYRKING
Det ble identifisert Vibrio spp., V. anguillarum O1, Pasteurella sp. og Photobacterium sp. hos
rognkjeks i studiet (tabell 3.5). En leppefisk fikk identifisert Carnobacterium sp.

Pasteurella sp. vokste kun pd BAS, hadde smd, grélige til gjennomsiktige, sentvoksende

kolonier. Alfahemolyse var synlig etter en ukes inkubering ved 15°C.

Tabell 3.5 Dyrkningsfunn av andre bakterier enn 4. salmonicida pa BA og BAS fra fisk i studiet. Alle
individene var i tillegg diagnostisert med 4. salmonicida, med unntak av tre individ merket med *

Proveuttak Gruppe Vibrio V. anguil-  Pasteurella ~ Photo- Carno-
spp.- larum O1 sp. bacterium sp.  bacteirum sp.
Proveuttak 2 | Vaksinert 1% 0 0 0 0
Proveuttak 3 | Vaksinert 5% | | | 0
Kontroll 0 2 0 | 0
Proveuttak 4 | Vaksinert 0 0 0 0
Leppefisk 0 0 0 0 1*

3.6.2 HISTOLOGI

Leverforandringer opptradte i begge rognkjeksgrupper. Forandringene kunne ikke knyttes til
infeksjon med A. salmonicida (PCR). Leverforandringene opptrddte som merke
celleansamlinger lokalisert i multifokale ayer”, med betennelsesceller, eosinofile granulere
celler, og tidvis bledning og nekrose (figur 3.18). Leverforandringer var synlig bade for og etter
utsett av rognkjeks. Lumpfish Flavivirus infeksjon ble avkreftet etter PCR undersokelse av

rognkjeks (n=20) og leppefisk (n=10) hos Pharmaq Analytic (Thormehlens Gate 55, Bergen).

Det ble observert muskelforandringer i rognkjeks fra proveuttak 4 og 5, med degenerert
skjelettmuskulatur og sentralisering av cellekjerner i muskelfibrene (figur 3.19). Individene var
bade positiv og negativ for A. salmonicida (PCR). En berggylt ble observert med lignende
strukturer 1 muskel. Ett individ fremviste betennelse mellom bindevevslaget og

skjelettmuskulaturen (figur 3.19)

Parasitter ble observert fra saroverflate fra en rognkjeks (figur 3.20).
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Figur 3.18 Leverforandringer med multifokale celleansamlinger (A) (B), betennelse, nekrose, bledning, og
eosinofile granulaere celler (C).

Figur 3.19 Muskelforandringer (A) (B) hos rognkjeks ble sett i samtlige proveuttak etter utsett i sjo.

Betennelse mellom bindevev og skjelettmuskulatur (C) var synlig i et individ.
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Figur 3.20. Sarvev hos rognkjeks infisert med parasitter (1) i hudoverflaten (A) og i dermis (B). En
betennelsesreaksjon i bindevevslaget med tilstremning av betennelsesceller (2).

3.7 MILJ@- OG DRIFTSOBSERVASJONER

Ved sjoutsett var vanntemperaturen i anlegget 16°C og saliniteten varierte fra 11-29%o (0,5-10
meter dybde) (appendiks 3). Lokaliteten var stramsterk, og oppdrettere rapporterte at dod og
levende rognkjeks ble presset mot notveggen i perioder med sterk strom. Foéring var

utfordrende, hovedsakelig grunnet overflateforing i kombinasjon med sterk strom.

3.8 VILLFANGET LEPPEFISK

Villfanget leppefisk i anlegget ble diagnostisert med atypisk furunkulose (histologi) en maned

for rognkjeksen ble sjosatt.
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4 DISKUSJON

Rognkjeks brukes som biologisk avlusning av oppdrettslaks, men bakterielle problem har
forarsaket hoy dedelighet etter utsett i sjo (Borne & Gulla, 2017). Behovet for vaksiner er stort,
men ogsa ern&ring og miljo er antatt 4 veere avgjorende faktorer for dedelighetsbildet (Borng
& Gulla, 2017). Mélet med studiet var a kartlegge prestasjonen til rognkjeks vaksinert mot 4.
salmonicida type V og VI, og V. anguillarum O1. Dette ble gjort ved feltoppfolging av en

vaksinert og en uvaksinert gruppe rognkjeks satt ut i et kommersielt lakseproduserende anlegg.

Generelt er feltstudier utsatt for en rekke uforutsette og ukontrollerbare forhold som kan pavirke
resultatene i varierende, og ofte ukjent, grad. Arsak til sykdom og dedelighet i felt er gjerne
multifaktorielle, og det er sannsynlig at bdde biotiske og abiotiske faktorer bidro til det totale
sykdoms- og dedelighetsbildet i studiet.

4.1 ATYPISK FURUNKULOSE OG DIAGNOSTISERING AV AEROMONAS SALMONICIDA
Ved hjelp av sanntids RT-PCR, bakteriedyrking (BA/BAS) og histologi ble 4. salmonicida

diagnostisert hos begge rognkjeksgruppene i studiet. Prevalensen av atypisk furunkulose var
storst fem uker etter utsett 1 sjo og indikerer at rognkjeksen ble infisert like etter utsett. Dette
sammenfaller med dedelighetstrenden i studiet. Dobbelt s& mange individ var positive ved PCR
analysering sammenlignet med bakteriedyrking. Dette viser at sanntids RT-PCR er mer sensitiv
enn dyrking, og kan fange opp infeksjon og smitte pa et tidlig stadium (Gulla et al., 2016). PCR-
metoden 1 arbeidet ikke var optimalisert med hensyn pé & vare kvantitativ, og Ct-verdiene ga

kun indikasjoner pd infeksjonsgrad hos fisken.

Sanntids RT-PCR av A. salmonicida 1 hodenyrevev viste at prevalensen var heyere hos
vaksinert rognkjeks (43%) enn uvaksinert rognkjeks (33%) i sjo. Bakteriedyrking viste samme
trend, med en samlet prevalens pa 18% hos vaksinert rognkjeks og 10 % hos uvaksinert
rognkjeks. Dette kan indikere at vaksinert rognkjeks ble infisert i storre grad enn uvaksinert.
Arsak til dette er ukjent. Vaksinerelatert 4. salmonicida kan potensielt gi en hoyere prevalens i
hodenyrevev, ettersom PCR kan fange opp formalindrepte bakterier fra vaksinen. Fra
settefiskanlegget var to vaksinerte rognkjeks svakt positiv for bakterien. Dette var et
overraskende lavt antall ettersom vaksinerelatert pavisning er vanlig etter vaksinering, og vist
hos oppdrettet berggylt ved bruk av samme vaksine (Flogum, 2016). PCR péviser

nukleinsyremateriale, mens bakteriedyrking krever levende bakterier. Vaksinerelatert A.
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salmonicida kan derfor ikke forklare en heyere dyrkningsprevalens hos vaksinert rognkjeks.
Proveuttakene indikerte prevalensen ved gitte tidspunkt i sjefasen. Dette kan vaere en mulig
forklaring pa variasjonene mellom vaksinert og uvaksinert rognkjeks, som kan ha vert
annerledes ved andre tidspunkt i studiet. Pa tross av heyere prevalens av atypisk furunkulose
hos vaksinert rognkjeks, presterte fisken noe bedre med hensyn til akkumulert dedelighet og
prosent daglig tilvekst i sjo. Det er likevel liten grunn til & tro at prevalensforskjell mellom de
to gruppene er av betydning, ettersom all rognkjeks i anlegget dede og at det prevalens kan ha

vert varierende pd merdniva.

PCR analyser utfort med primere spesifikke for A-lagstype V og VI viste at samtlige rognkjeks
var infisert med A-lagstype VI. Dette er den vanligste A-lagstypen diagnostisert hos rognkjeks
(Gulla, 2015, Borng et al., 2016). For rognkjeks positiv med A. salmonicida 1 hodenyrevev fem
uker etter utsett i sjo, var 20% infisert bade med A-lagstype V og VI. En blandingsinfeksjon pa
19% er funnet hos berggylt i et annet anlegg (Qyvind Vagnes, pers.kom.). Dette er en pafallende
likhet, og ytterligere arbeid méd bekrefte om blandingsinfeksjoner er vanlig, og evt

vertstilknyttet.

PCR undersgkelser av bakterieisolat viste at det var vanskelig a isolere rene A-lagstyper fra
agarskéler med blandingsinfeksjon. Dette kan mulig knyttes til autoaggregering av bakterier
med A-lag (Johnson et al., 1985). A-lagstyping som ikke er basert pa typespesifikk PCR vil
vanligvis vise type VI da denne vil dominere over type V i kultur pad grunn av heyere
veksthastighet (Qyvind Végnes, pers.kom.). Fenotypiske analyser i studiet basert pdA AP120 NE
viste at type V og VI kunne skilles fenotypisk, basert pa testene NO3;, GEL og PNPG. Det er
likevel behov for & teste dette ved et storre antall stammer. API 20 E fremviste ogsa
differensiering av A-lagstype V og VI med testene VP, GEL og AMY. Disse resultatene er

usikre pa grunn av et lavt antall isolat.

Genotypisk A-lagstyping differensierer A-lagstyper basert pa variasjoner i et enkelt gen, vapA-
genet. Fullgenomsekvensering av en rekke isolat, viser en lik gruppering som ved genotypisk
A-lagstyping (Duncan Colquhoun, pers.kom). Dette underbygger at fenotypiske forskjeller kan
differensiere A-lagstyper. Siden A. salmonicida er autoaggregerende og blandingsinfeksjoner
kan oppsté, er genotypisk testing ved PCR eller sekvensering en sikrere, men mer omfattende

diagnostisk metode.

En MLVA ble anvendt for & undersoke slektskapet mellom A4. sa/monicida isolatene dyrket i

studiet. Det ble vist at atte varianter av A-lagstype VI og én variant av type V fordrsaket sykdom
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hos rognkjeks og leppefisk i studiet. Et individ fremviste to ulike MLVA-profiler. Dette
indikerte at variasjonene i VNTR enten oppsto i1 lepet av bakteriedyrkingen, eller at to ulike
varianter av type VI fordrsaket sykdom hos et og samme individ. Ved hjelp av et kjent A-
lagstype VI isolat ble det vist at VNTR ikke endret seg ved passering gjennom fisk, og deretter
flere passasjer pa blodskal. Dette indikerte at de observerte VNTR variasjonene hos type VI i
studiet sannsynligvis var reelle, og at A-lagstype VI infeksjonen i anlegget hadde bakgrunn i
minst atte forskjellige smittekilder. Vaksinestammen til A-lagstype VI var identisk til den
vanligste MLVA-profilen i studiet. Dette indikerte at vaksineisolatet var aktuelt for
sykdomsutbruddet pa anlegget. Det kan ikke dras konklusjoner rundt sammenhengen mellom
MLV A-analyser og vaksinebeskyttelse, ettersom dette ikke er kjent, men det underbygger at
vaksineantigenet var tilpasset utbruddet i studiet. Den villfangete leppefisken i anlegget
representerte ulike fangstomrdder i Hordaland og nord-Rogaland. Det var ikke mulig & knytte

MLV A-profiler til merder fra ulike fangstomrader.

Det var vanskelig & differensiere sma forskjeller i VNTR band pa gelelekroforese. Sma avvik i
agarosekonsentrasjonen kan ha vaert medvirkende til sma bandvariasjoner. Ettersom primerne
ikke hadde gjenkjennbare markerer, kunne ikke bdndproduktene pa gelen uten videre knyttes
til bestemte loki. Dette hadde vaert mulig ved bruk av en fluorescerende PCR etterfulgt av
kapillaerelektroforese (Duodu et al., 2013). Testen inneholdt seks primersett, men kun fem viste
produkt pa gel. Dette er vist hos en rekke andre isolat testet, og kan indikere at en eller ulike
primersekvenser ikke er tilstede hos alle isolat av A. salmonicida (Duncan Colquhoun,

pers.kom.).

Smitteoverforing med A. salmonicida skjer ved fysisk kontakt eller shedding av bakterier i
vannet (Cipriano & Bullock, 2001). Det er ukjent hvordan 4. salmonicida infiserer en vert, men
sanntids RT-PCR fra studiet viste at en storre andel rognkjeks og leppefisk var positiv for A.
salmonicida i gjellevev enn hodenyrevev. Dette kan indikere at gjellevev er en potensiell
innfallsport for infeksjon, som vist hos salmoniden Oncorhynchus rhodurus macrostomus i
Japan (Miyazaki & Kubota, 1975). Dette ble underbygget av histologiske mikrokolonier funnet
kun 1 gjellevev hos nermere halvparten av individene med mikrokolonier forenelig med A.

salmonicida.
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4.2 DODELIGHET OG SMITTEPRESS

En korrelerende dedelighetstrend for begge rognkjeksgruppene viste at gruppene responderte
tilsynelatende likt etter utsett i sjo. Akkumulert dedelighet p&d merdniva varierte fra 23-52%.
Merdene med heyest dedelighetsdifferanse var lokalisert med sterst avstand fra hverandre i
anlegget (merd 1 og 8). Miljeforhold og smittepress kan ha vert arsak til dedelighetsforskjeller
pa merdniva. Det er ikke utenkelig at smittepresset og prevalensen av atypisk furunkulose var
hayest 1 ene enden av anlegget. P4 grunn av et ujevnt og lite antall prever fra hver merd, var
det ikke mulig & knytte prevalens av A. salmonicida til merdniva. Det ble ikke inkludert
statistiske analyser for datamaterialet i studiet. Studiets oppsett var ikke egnet for statistisk
analysering, ettersom datagrunnlaget pa merdnivd var begrenset og varierende, og
dedelighetstallene bdde pa merdniva og gruppeniva var usikre pa grunn av 100 % dedelighet i

anlegget.

Overgangen fra et stabilt karmiljo til en laksemerd, er betydelig. Rognkjeksen i1 anlegget fikk
ikke akklimatisert seg ved utsett i sjo, men ble sjosatt i et pdgaende utbrudd med atypisk
furunkulose og suboptimale forhold. Vanntemperaturen ved utsett av rognkjeks var 16°C, og
fra felt er det sett en sammenheng mellom forgket dedelighet av rognkjeks og vanntemperaturer
>14°C (Dahl, 2017). Utbrudd med atypisk furunkulose opptrer hyppigere i méneder med hoy
vanntemperatur, og sammenfaller med utbruddet i studiet (Borne et al., 2016). En
temperaturgkning fra 12 til 16°C i et smitteforsek med en lav-virulent 4. salmonicida ga hey
dedelighet hos rognkjeks (Renneseth et al., 2017). Dette kan indikere at rognkjeksen har
temperaturpreferanser som man ennd ikke kjenner betydningen av. Temperatur pévirker
metabolismen og immunologiske responser hos fisk, abiotiske faktorer (feks O,), og
veksthastighet av patogener (Snieszko, 1974), og har trolig vert en viktig pavirkende faktor
ved sykdomsutbruddet og dedeligheten i anlegget.

Béde vektregistreringer og undersokelse av mageinnhold indikerte at rognkjeksen tok til seg
lite naring etter utsett i sjo. Rognkjeksens prosentvise daglige tilvekst sank fra 3,6% i
settefiskanlegget til 0,08% (UV) og 0,16% (V) ved forste vektregistrering etter sjoutsett. En
veksttabell utgitt av Skretting forventet en SGR pa 1,9% (11°C og 50 gram) (Martin Davidsen,
pers. kom.). Havforskningsinstituttet dokumenterte en individvekst hos rognkjeks pa 100-600%
over to vinterméneder i1 en forskningsstasjon (Bjelland, 2017). Rognkjeks i feltstudiet vokste
med 26 % (V) og 19 % (UV) i lgpet av 12 uker i sjo. Ascites og tykt hudlag kan ha kamuflert
for avmagring, og temming av bukvaeske i forkant av vektregistrering ville potensielt gitt en

enda lavere vekst etter utsett i sjo enn det resultatene viser.

47



Fra felt er en vanlig observasjon at 70 % av rognkjeks har fode i mage og tarm, og at ca
halvparten av disse har lakse- eller rognkjekspellet (Unni Austefjord, pers.kom.). I
settefiskanlegg er det observert at sulting over to dager ofte gir vaeskefylt tarm (Kjartan Wiik,
pers.kom.). I dette feltstudiet ble det observert et hoyt antall individ med vaeskefylt tarm etter
fem uker i sjo. Redusert appetitt er normalt ved sykdomsutbrudd, men i kontrollerte
smitteforsek med atypisk furunkulose, er det observert at rognkjeks spiser til den der (Henriette
Nordstrand, pers.kom., Gyri T. Haugland, pers.kom.). Dersom dette er overforbart til felt,
indikerer det at rognkjeksen ville tatt til seg naering, pd tross av utbrudd med atypisk

furunkulose.

Rognkjeksen ble foret tre ganger per uke, men formengden ble ikke registrert. Forprodusenten
Skretting anbefaler 2-3% daglig utforing av biomassen de forste seks ukene rognkjeksen stér i
sjeen. Dette hadde tilsvart ca 35-40 kg/uke per merd (2%). Rognkjeksen fikk trolig et langt
lavere antall kilo enn dette. Rognkjeksen er beskrevet som en opportunist i matveien, men en
hey andel spiser laksepellet om det er tilgjengelig (Imsland et al., 2015). Laksepelleten (10mm)
kan i dette studiet ha veart for stor for konsumering. Overflateforing var en lite egnet
foringsstrategi, ettersom lokaliteten var stromsterk. Sterk strom pdvirket trolig rognkjeksens

mulighet for a fange for, og rognkjeksen ble rapportert & vere presset mot notveggen.

Et tidligere feltstudium med oppdrettet berggylt viste at foring av rensefisk var mangelfull, og
at berggyltens vekt ble kraftig redusert etter utsett i sjo (Flegum, 2016). Mange
fiskehelsetjenester angir foring & vare den sterste utfordringen etter sjosetting, og er rangert
som nummer to (etter vaksinering) ved speorsmal om forbedring av overlevelse i sjo (Borng et
al., 2016). Sammen med observasjoner fra dette studiet, indikerer det at foring er ytterst viktig

for dedelighet og velferd av rensefisk.

Etter all sannsynlighet medferte utfordrende miljo- og foringsforhold etter utsett i sjo at
rognkjeksen fikk en svekket helsetilstand, som i kombinasjon med et pagéende utbrudd av
atypisk furunkulose raskt forte til dedelighet og sykdom hos bade vaksinert og uvaksinert
rognkjeks.

4.3 EFFEKT AV VAKSINE

Kun 33% av rensefisken i anlegget var vaksinert, og suboptimale forhold og hayt smittepress

kan ha medforte at vaksinens beskyttelsesevne ble oversteget. Det kan derimot ikke utelukkes
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at immunitet aldri ble oppnddd gjennom vaksinering. Et kontrollert vaksineforsek med en
tilsvarende vaksine til feltstudiet, ga ogsd heoy dedelighet av vaksinert rognkjeks smittet med
A-lagstype VI (15°C) (Henriette Nordstrand, pers.kom.). Dette kan antyde at vaksinen ikke
stimulerte til en beskyttende immunitet mot A-lagstype VI, eller at forhold som temperatur kan
ha pavirket dedeligheten, som mulig indikert i smitteforseket med den lav-virulente A.

salmonicida (Renneseth et al., 2017).

Antigensammensettingen i vaksinen overensstemte med A-lagstyper funnet i studiet og fra
andre rapporter (Gulla, 2015, Borng and Gulla, 2017). A-laget er viktig for stimulering av
immunitet mot 4. salmonicida, og mutasjoner i vapA kan gi redusert eller tapt A-lag, feks ved
dyrking pa heye temperaturer (Ishiguro et al., 1981, Lund et al., 2003, Arnesen et al., 2010,
Daher et al., 2011, Gulla et al., 2016b). A-lagstype VI er ustabil, og mutasjoner i vapA-genet
oppsto oftere enn hos andre undersegkte A-lagstyper (Gulla et al., 2016b). Ved tap av A-lag i
vaksinen ville beskyttelse mot A-lagstype VI trolig vere redusert. Det kan ikke utelukkes at
titermengden (antigenmengden) i1 vaksinen var for lav til & indusere en tilstrekkelig immunitet

hos rognkjeks mot A-lagstype VI.

Et vaksineforsgk og et feltstudium hos vaksinert berggylt viste en positiv effekt av vaksinen
gjennom lavere dedelighet og prevalens av 4. salmonicida (Biering et al., 2016, Flogum, 2016).
Dette kan indikere at berggylt naturlig er mer robust for 4. salmonicida enn rognkjeks, at
vaksinens batch 1 studiet hadde et redusert A-lag, at en hoyere titermengde er pdkrevd for &
oppnd immunitet hos rognkjeksen, eller at smittepresset og suboptimale forhold i

rognkjeksstudiet var hoyere enn vaksinen kunne beskytte mot.

Vaksinebivirkninger var synlig hos samtlige vaksinerte rognkjeks, og indikerte at samtlige
undersekte individ var vaksinert og at vaksinen stimulerer til en bukhuleeffekt. Et lavt antall
undersekte individ og manglende erfaring med avlesning av bivirkninger gjor kvaliteten av
registreringene usikre. Et transversalsnitt gjennom region 1 ved avliving, medforte
vanskeligheter med & registrere bivirkningsgrad i denne regionen. Melaninflekker er forelopig

ikke beskrevet fra rognkjeks, og ble heller ikke observert i dette studiet.

4.4 ANDRE FUNN

I tillegg til atypisk furunkulose, ble én rognkjeks pavist med Pasteurella sp. Dette antyder at

Pasteurella sp. 1 studiet ble overfort fra villfanget rognkjeks i sjo, ettersom bakterien aldri har
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vert diagnostisert fra fisk pa settefiskanlegget (Henriette Glosvik, pers.kom.). Denne type
Pasteurella sp. er heller ikke pévist hos leppefisk eller laks (Johansen et al., 2016, Borng &
Gulla, 2017). Det kan ikke utelukkes at smitteoverforing kan ha skjedd under transport. V.
anguillarum O1 ble identifisert hos tre rognkjekser, og selv om bakterien opptrer patogent, var
samtlige individ positiv for A. salmonicida (sanntids RT-PCR). Histologiske funn av parasitter
hos en rognkjeks ble antatt & vaere scuticociliater (Uronema eller Miamiensis), som er kjent for

a vaere atseletere som angriper dedfisk eller sarfisk (Egil Karlsbakk, pers.kom.).

Muskelforandringer ble observert hos rognkjeks med og uten A. salmonicida infeksjon. Arsak
til disse funnene er ukjent. Utvikling av muskulatur hos rognkjeks er lite kjent, men hoyt
vanninnhold og lav tetthet i muskulaturen er rapportert hos rognkjekshunnen (Davenport &
Kjersvik, 1986). Utilstrekkelig inntrenging av formalin kan ha medfert autolyse, og
vevsforandringer som skrumping, kontraksjoner og over- eller underfarging kan ha opptradt i
muskulaturen (Kryvi & Poppe, 2016, s.19). Enkelte observasjoner kan mulig knyttes til dette,

men sentralisering av cellekjerner er antatt ikke & skyldes vevsbehandlingen.

Histologisk ble det observert leverforandringer hos individ positive og negative for A.
salmonicida. Lumpfish Flavivirus infeksjon ble avkreftet ved PCR-diagnostikk. Rognkjeks er
fra naturen kjent & spise lavenergimat (maneter og krepsdyr), i motsetning til pellet som
inneholder langt mer energi (Sale, 2017). Leverforandringer med bakgrunn i naringsinntak

eller agens kan ikke utelukkes, men krever ytterligere forskning.

4.5 UDOKUMENTERT SVINN

Udokumentert svinn i studiet var betydelig, og utgjorde 68% og 62 % hos henholdsvis vaksinert
og uvaksinert rognkjeks i anlegget. Forratnelse, predasjon og remming er blant rapporterte
arsaker til svinn av rensefisk i laksemerder (Nilsen et al., 2014). Hoy temperatur medforer
hurtigere forritnelse av ded fisk, og kan ha vert arsak til udokumentert dedelighet. Strom kan
ha forhindret og forsinket opptak av dedfisk, som har ratnet og ikke blitt registrert. F& individ
ble observert med sar forenelig med predatorskade, men det kan ikke utelukkes at udokumentert
svinn kan skyldes at laksen 1 anlegget har spist rognkjeks. Det ble observert én rognkjeks under
minstemdl for maskestorrelser pa 40 mm. Remming kan derfor utgjere noe av det
udokumenterte svinnet. Det er et alvorlig tegn for naringen at et akvakulturdyr kan opptre med
et udokumentert svinn som observert i dette studiet, og viser behovet for ekt kunnskap og bedre

oppfoelging av rognkjeks i sjo.

50



5 KONKLUSJON

Hovedmalet med studiet var & folge opp en gruppe vaksinert og uvaksinert rognkjeks i felt, og
pa bakgrunn av dette indikere prestasjon av en vaksine mot A. salmonicida A-lagstype V og VI

og V. anguillarum O1.

e Basert pa diagnostiske undersekelser av A. salmonicida presterte ikke den vaksinerte
rognkjeksen bedre enn den uvaksinerte. Det kan likevel ikke konkluderes rundt
vaksinens effekt. Arsak til dette var at rognkjeksen ble sjosatt i et pAgaende utbrudd med
atypisk furunkulose under suboptimale forhold som hey vanntemperatur, sterk strem og

lav fortilgang.

e A-lagstype VI var det dominerende smitteagenset i studiet, og MLVA analyser indikerte
at minst dtte smittekilder forarsaket sykdom i anlegget. Blandingsinfeksjon med A-
lagstype V og VI ble pavist i studiet, og indikerer at A-lagstypene er relevant som

vaksineantigen.

e Det ble indikert at A-lagstype V og VI kan bli fenotypisk differensiert ved enkeltstdende
biokjemiske tester fra API 20 NE (NOs, GEL og PNPG).

e Pasteurella sp. ble diagnostisert fra et individ, og indikerte at smitteoverforing var

skjedd fra vill rognkjeks, ettersom bakterien ikke har vaert pavist i settefiskanlegget.

o Feltstudiet i sin helhet viser at bruk og hold av rognkjeks i laksemerder er utfordrende,
og at det er behov for mer kunnskap om artens biologi, og om rekting i sjo. Basert pa
resultat og observasjoner fra studiet kan det indikeres at lokaliteter med sterk strom kan
vare uegnet for bruk av rognkjeks, og at utsett av rognkjeks ikke ber skje i perioder
med hey vanntemperatur eller pdgdende sykdomsutbrudd. Ettersom utbrudd med
atypisk furunkulose hyppig opptrer hos villfanget leppefisk 1 laksemerder, kan det vise

seg nadvendig & unngé utsett av rognkjeks i1 anlegg med villfanget leppefisk.
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6 FREMTIDSPERSPEKTIVER

Basert pa resultat og observasjoner fra studiet, er det fremdeles et stort behov for
kunnskap om bruk og hold av rognkjeks i laksemerder. Kartlegging av rognkjeksens
toleranseomrader for temperatur og stremforhold i felt er aktuelle forskningsomrader. I
tillegg kan utarbeiding av foringsstrategier for lokaliteter med ulik utforming og

miljeforhold trolig bedre rognkjeksens liv i laksemerden.
Det er behov for ytterligere utvikling og uttesting av vaksiner til rognkjeks, og A-
lagsstabilitet og titermengde er relevante aspekt for stimulering av immunitet mot A.

salmonicida.

Udokumentert dedelighet (svinn) utgjorde over 60% av rognkjeksen i studiet. Dette

utgjor et stort omréde for forskning og forbedring i naeringen.
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APPENDIKS



Vaksinerester

Grad Beskrivelse

Ingen synlige vaksinerester

Sma mengder vaksinerester innkapslet i depot/draper og i begrenset antall depot
Fritflytende vaksine og eller stgrre depot/draper pd/i organ

APPENDIKS 1: VAKSINEBIVIRKNINGER

Adheranser (sammenvoksinger) Rognkjeks (Cyclopterus lumpus)

WiN= O

Stgrre mengder fritflytende vaksine, som nar fisken er nyvaksinert

Grad | Beskrivelse

0 Ingen synlige forandringer i bukhulen

Melanin organ
1 Svake sammenvoksinger i et begrenset omrade, ofte som bindevevstrader rundt injeksjonssted. ’

Lett 3 Igsne Grad Beskrivelse

2 | Moderate sammenvoksinger mellom organ og/eller mellom organ og bukvegg. Stgrre utbredelse Ingen synlig melanin pa indre organ

og/eller sitter fastere enn grad 1. Lett d Igsne Synlig melanin i sm& mengder og i avgrenset omrade

3 | Tydelige sammenvoksinger mellom organ og/eller mellom organ og bukvegg. Lever og/eller Mye melanin i avgrenset omrade eller moderat melanin over stgrre omrade

WN= O

svpmmeblare kan vaere festet til organ. Sammenvoksinger sitter faster og/eller har stgrre Mye melanin p3 eller i organ, over store omrader/alle organ

utbredelse enn grad 2

4 | Til dels kraftige sammenvoksinger mellom organ og/eller mellom organ og bukvegg. Involverer Lokalisering av adheranser

store deler av bukhulen. Sammenvoksinger er vanskelig & Igsne uten a skade organ og/eller Lokalisering | Beskriveise

bukhinne. Organ kan fremsta som en pakke og granulom kan finnes i avgrensete omréader Lok. 1 Kraniale deler av bukhulen, inkludert svelg, dorsal del av lever samt fremre del (halvdel) av

5 | Som for grad 4, men med st@rre utbredelse. Bukhinne skades ved fjerning av organ. svgmmeblare avgrenset av bakre kant av lever

Tilstedevaerelse av granulom i organ og/eller mellom organ og bukvegg Lok. 2 Dorsale deler av bukhulen fra bakkant av lever mot svgmmeblzere inkludert baktarm

6 | Som forgrad 5, men involverer alle organer i bukhulen. Tilstedevarelse av store granulom i Lok. 3 Ventrale deler av bukhule, deler av bukhulen som ikke dekkes av lokalisering 1 og 2

organ, eller mellom organ og bukvegg. Organpakke lar seg ikke fierne uten tydelige skader pa
bukhinne og filet

Melanin bukhinne/muskel

Grad Beskrivelse

Ingen synlig melanin pa bukhinne

Synlig melanin i sma mengder og i avgrenset omrade, lar seg enkelt fijerne

N = O

Mye melanin i avgrenset omrade eller moderat melanin over stgrre omrade, vanskelig a
fierne uten a skade bukhinne

3 Mye melanin pa eller i filet, over store omrader. Lar seg ikke fjerne uten a skade
bukhinne/muskel

Figur I: Oversikt over skala brukt for & bestemme vaksinebivirkninger. Modifisert av
Eivind Isdalste (Vaxxinova Norway AS).
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APPENDIKS 2: MASTERMIKS

Tabell I: Mastermiks sanntids RT-PCR for 4. salmonicida

Antall reaksjoner (volum i pl) 1
RNasefritt vann 3,30
QuantiTect Probe RT-PCR master mix 10,0
QuantiTect RT mix 0,20
A.salm TagMan Assay Mix 20x 1,00
Elfla FWD (54 uM) 0,17
Elfla REV (54 uM) 0,17
Elfla VIC MGB (15 uM) 0,17

Tabell II: Mastermiks for sanntids RT-PCR for A-lagstype V og VL.

Antall reaksjoner (volum i pl) 1

RNasefritt vann 4,20
QuantiTect Probe RT-PCR master mix 10,0
QuantiTect RT mix 0,20
Primer FWD (40 uM) 0,20
Primer REV (40 uM) 0,20
Probe FAM MGB (20 uM) 0,20

Tabell III: Mastermiks til sekvensering

Antall reaksjoner (volum i pl) 1
RNasefritt vann 5,25
QuantiTect Probe RT-PCR master mix 12,50
QuantiTect RT mix 0,25
Primer FWD (9 uM) 1,0
Primer REV (9 uM) 1,0

61



APPENDIKS 3: MILIOGMALINGER

18
16
14
12

10

Vanntepmeratur (°C)

0

Uke Uke Uke Uke Uke Uke Uke Uke Uke Uke Uke Uke Uke Uke Uke Uke Uke
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

—05m =—5m ——10m

Figur I. Temperaturmalinger etter utsett i sjg ved 0,5meter, 5 meter og 10 meters dybde
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O,-metning %
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Figur II. O;-metning pé 5 meters dybde etter utsett i sjo.
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Figur II1. Salinitet %o etter utsett i sjo ved 0,5 meter, 5 meter og 10 meters dybde
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APPENDIKS 4: Vekr

Tabell I: Vektregistrering oppgitt i gram (g) for uvaksinert rognkjeks gjennom studiet.

Proveuttak Proveuttak 1 Proveuttak 2 Proveuttak 3 Proveuttak 4 Proveuttak 5
Dato 10.aug 2016 19.sept 2016 17. okt 2016 7.nov 2016 6.des 2016
Gruppe Uvaksinert (g) Uvaksinert (g) Uvaksinert (g) Uvaksinert (g) Uvaksinert (g)

12 17 14 28 38 61 42 50 12 54 46 64

10 12 10 68 37 68 72 42 68 34 42 70

11 8 8 47 44 60 56 60 44 46 44

14 7 7 53 51 52 50 46 38 42 54

9 17 12 38 32 60 42 48 72 44 42

9 14 12 74 51 46 44 40 60 60 74

13 6 10 63 39 32 56 38 48 42 58

19 12 11 43 40 80 38 52 40 42 62

13 12 8 32 57 58 54 22 42 72

11 19 4 46 40 46 58 60 34 46

15 8 9 33 46 68 50 80 52 58

14 12 7 32 29 46 54 38 54 42

11 13 10 26 36 48 42 38 66 76

16 11 9 44 35 34 52 54 58 56

12 13 13 63 62 42 36 42 50 38

12 6 8 49 51 50 54 38 58 56

11 9 12 57 47 48 36 68 58 54

14 9 9 48 40 44 54 68 56 90

6 8 12 44 53 52 34 52 38

13 13 12 39 34 34 46 52 50

12 15 20 68 54 50 26 54 40

10 7 7 79 55 80 26 64 58

16 12 6 42 49 48 38 50

15 6 13 40 45 46 20 80
Antall 72 50 56 42 22
Gjennomsnitt 11 47 48 51 56

64



Tabell II: Vektregistrering oppgitt i gram (g) for vaksinert rognkjeks gjennom studiet.

Proveuttak Proveuttak 1 Proveuttak 2 Proveuttak 3 Proveuttak 4 Proveuttak 5
Dato 10.aug 2016 19.sept 2016 17. okt 2016 9.nov 2016 7.des 2016
Gruppe Vaksinert (g) Vaksinert (g) Vaksinert (g) Vaksinert (g) Vaksinert (g)
10 10 9 10 60 39 50 46 66 54 50 48 52 68
13 11 9 11 40 40 38 48 44 36 56 54 98 52
9 11 9 40 54 34 40 42 70 62 64 64
11 8 11 50 41 60 44 46 40 40 50 80
8 10 9 28 42 50 42 48 38 70 60
12 8 12 61 28 54 48 40 22 38 62
9 9 11 38 46 46 40 56 62 40
7 13 10 45 39 34 32 42 46 50
11 10 11 38 52 46 40 44 52 62
9 11 8 52 46 52 64 56 20 70
10 10 11 27 44 36 72 48 34 48
11 8 8 45 48 34 62 50 64 36
9 9 11 33 44 34 50 54 76 66
11 9 10 34 44 64 58 48 38 54
10 11 9 37 44 54 42 38 38 58
10 11 12 34 40 46 44 46 22 38
13 12 9 47 42 58 42 50 38
11 12 10 41 51 32 38 80 44
10 10 9 51 46 38 34 54 50
9 11 9 46 41 32 32 52 50
11 9 10 58 27 28 24 18 64
9 7 10 33 38 60 26 60 62
12 9 9 43 50 58 52 60 66
8 11 8 30 45 44 48 58 44
Antall 74 50 52 30 40
Gjennomsnitt 10 43 45 49 54
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APPENDIKS 5: PROVEUTTAK 1 810

Tabell I: Proveuttak 3, uke fem i sjo. Dato for uttak, art (R= rognkjeks, GG=grenngylt, BG=berggylt), gruppe (V=vaksinert, UV=Uvaksinert, L=leppefisk),
merdnummer (1,2,3,4,6,7, og 8), tilstedevarelse av Aeromonas salmonicida og A-lagstype (V og VI) fra nyre og gjellevev, elongeringsfaktor for rognkjeksvev
(LumpEIf 1a = Elfla), fiskens vekt (g) og status (ded, frisk, svimer), funn pa bakterieskaler (vha fenotypisk typing, A-lagstyping og 16-S rRNA sekvensering) og
tilleggskommentar med merknad om histologiuttak for enkeltindivid.

17. okt. 16 K1 RK UV 1 14,43 15,53 | 28 F
17. okt. 16 K2 RK UV 1 39,76 14,23 | 32,31 27,66 14,93 | 20 F
17.o0kt. 16 K3 RK UV 1 14,75 | 27,31 22,61 14,79 | 26 F
17.0kt.16 K4 RK UV 1 32,69 14,63 | 37,36 14,94 | 12 F Photobacterium
sp.
18.0kt. 16 KI1 RK UV 1 32,60 14,88 | 23,14 18,72 14,56 | 40 F
19.0kt. 16 K12 RK UV 1 20,10 16,64 15,51 | 23,86 19,62 14,88 | 58 F/S V. anguillarum  Notvegg. To sar pa
Ol, Vibrio sp. siden. Ascites
19.0kt. 16 K13 RK UV 1 25,34 21,65 15,37 | 29,10 2487 1525 | 56 F/S V. anguillarum  Notvegg. Stor buk,
01 massiv ascites.
Histologi
19.0kt. 16 KIli4 RK UV 1 19,86 16,32 16,79 | 15,93 12,36 15,67 | 54 F/S A. salmonicida  Notvegg. Ascites.
(ikke A- Bendelorm i tarm.
lagstypet) Histologi.
19.0kt. 16 KI5 RK UV 1 28,58 25,33 14,96 | 27,33 23,55 14,97 | 44 F/S Notvegg. Ascites.
Bendelorm i tarm
Histologi.
19.0kt. 16 K16 RK UV 1 15,13 14,23 | 76 F Noe ascites.
Histologi
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17.
17.

17.
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17.
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okt.
okt.
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okt.

16
16

16

16
16

16
16
16
16

16

16

16

16

16

16

16
16
16

K17

K18
K19

K20
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V2

V16

V17

VI8

V19

V20
V3
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uv

uv

uv
uv

uv
uv
uv
uv
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[OSRERUS)

~N 99w
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16,48

28,13

32,12
22,66

27,91
20,79
23,99

24,19

19,94

14,76
39,43

27,32

25,30
13,08

24,65

29,39
19,48

29,68
18,64
22,13

20,91

17,12

12,12

14,85

14,36
15,45

15,86

14,46
16,41

14,71
15,54
14,74
15,06

15,41
14,59

15,17

15,29

15,14

15,09

17,49
14,30
14,92

33,28

33,49
27,31

21,04

30,79
20,68

25,50
24,99
24,88

24,49

31,47

22,97

16,96

tom
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23,89

30,76

29,02

29,35
23,11

16,85

26,44
15,69

26,68
20,02
20,03

19,69

26,63

18,49

11,66

15,32

14,06
14,75

14,59

14,34
16,09

15,61
14,98
16,06
14,48

15,45
14,06

15,65

15,38

15,25

14,47

13,89
15,72
29,92

68
38

50

32
78

34
54
28
32

36

48
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4

50

24

58
24
22

w2

m T T

F/S

F/S

F/S

F/S

A. salmonicida
(Type VI)
A. salmonicida
(Type VI)

A. salmonicida
(Type VI)

A. salmonicida
(Type V og VI)
A. salmonicida
(Type VI)
A. salmonicida
(Type VD)
Vibrio sp.

A. salmonicida
(Type VI)
Pasteurella sp.

Tap av hale + sar
siden. Histologi.

Notvegg. Ascites.
Histologi

Notvegg. Sar.
Ascites. Histologi
Notvegg. Utstaende
oye

Notegg

Notvegg. Ascites

Gijelle til PCR ikke
tatt ut.



19.0kt.16 V14 RK @V 23,80 22,73 | 28,62 1542 | 23,52 22,62 29,16 15,59 Vibrio sp. Notvegg
Antatt 4.
salmonicida

19.0kt.16 V15 RK V 37,65 15,38 15,41 | 44 F/S Notvegg. Histologi

17.0kt. 16 V5 RK V 6 25,37 25,30 25,00 14,70 | 23,17 24,06 18,96 14,80 | 40 F A. salmonicida
(Type VI)

17.okt. 16 V6 RK V 14,44 16,27 | 32 F Vibrio sp.

17.0kt. 16 V7 RK V 6 29,18 29,87 28,35 14,62 | 32,65 32,68 3228 15,83 | 38 F

19.0kt.16 V12 RK V 20,65 17,06 14,88 | 26,86 22,54 14,87 | 42 F/S A. salmonicida Notvegg
(Type VI)

19.0kt.16 V13 RK |V 6 30,31 27,17 15,58 | 28,89 2427 1440 | 50 F/S Vibrio sp. Notvegg. Ascites.

Histologi

17. okt. 16 V8 RK V 14,35 17,82 | 32 F

17.0kt. 16 V9 RK V 35,84 31,15 14,53 | 33,84 29,09 1741 | 24 F

19.0kt. 16 V10O RK V 15,35 21,88 11,95 15,01 | 16,52 18,81 12,75 14,56 | 48 F/S A. salmonicida Notvegg
(Type V og VI)
Vibrio sp.

19.0kt.16 V11 RK |V 8 32,13 28,58 15,02 | 37,10 14,61 | 62 F/S V. anguillarum  Notvegg. Ascites.
Ol Histologi

18.okt. 16 L1 GG L 1 19,13 16,88 30,52 | 18,21 14,23 30,60 | 44 F A. salmonicida
(Type VI)

18.okt. 16 L2 GG L 1 25,34 23,22 30,58 | 23,29 19,02 | 30,68 | 50 F A. salmonicida Sar ryggfinne
(Type VI)

18. okt. 16 L3 GG L 1 31,56 28,66 30,82 | 30,88 26,75 30,84 | 40 F

18.okt. 16 L4 GG L 1 30,56 | 31,68 28,06 27,83 | 60 F

18. okt. 16 L5 GG L 1 31,33 | 33,44 28,88 30,36 | 48 F

18.0kt. 16 L6 GG L 1 3244 | 34,87 29,53 30,53 | 48 F

18.okt.16 L7 GG L 1 31,33 | 35,32 30,03 30,31 | 58 F Histologi

18.0kt. 16 L8 GG L 1 30,80 | 33,48 28,75 30,17 | 54 F Histologi

18. okt. 16 L9 BG L 1 31,59 31,31 | 82 F

18.0kt.16 L10 BG L 6 32,21 30,45 | 106 F

18.0kt.16 L11 BG L 6 31,53 31,05 | 118 F
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18.0kt. 16 L12 BG

L 6 32,45 31,76 | 54 F
18.0kt. 16 L13 BG L 6 32,29 31,14 | 122 F
18.0kt. 16 L14 BG L 6 33,24 27,10 | 100 F
18.0kt. 16 L15 BG L 6 32,67 31,56 | 70 F
18.0kt. 16 L16 GG L 6 31,65 30,15 | 64 S
18.0kt. 16 L17 BB L 6 32,75 31,97 | 100 F
18.0kt. 16 L18 GG L 6 32,33 30,76 | 92 F Sar halerot
18.0kt. 16 L19 GG L 6 32,05 30,64 | 36 F
18.0kt. 16 L[20 GG L 6 29,02 25,85 33,72 | 21,87 17,82 31,76 | 52 F A. salmonicida

Type VI
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7.nov 16
7.nov 16
7.nov 16
7.nov 16
7.nov 16
7.nov 16

7.nov 16
7.nov 16

7.nov 16

7.nov 16
7.nov 16
7.nov 16
7.nov 16

7.nov 16
7.nov 16
7.nov 16
7.nov 16
7.nov 16
7.nov 16
7.nov 16
9.nov 16

Tabell I1. Praveuttak 4, uke atte i sjo. Tabellen viser dato for uttak, art (R=rognkjeks, GG=grenngylt, BG=berggylt), gruppe (V=vaksinert, K=kontroll, L=leppefisk)

og merdnummer, tilstedevarelse av Aderomonas salmonicida og A-lagstype (V og VI) fra nyre og gjellevev, elongeringsfaktor for rognkjeksvev (LumpEIlf 1a = Elfla),

fiskens vekt (g) og status (ded, frisk, svimer), for i mage/tarm (0-3) funn pa bakterieskal (vha fenotypisk typing, A-lagstyping og 16-S sekvensering) og

tilleggskommentar med merknad om histologiuttak for enkeltindivid.
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16,45

17,45

28,34
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33,75

36,05
33,81

14,65

37,21

33,36

22,49
28,91

33,61
31,81

33,98
37,74
36,06
17,94
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19,85
26,66

30,36
28,65

31,83

14,67
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34
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72
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60
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1 (groe)
0 (veeske)

0 (vaeske)
0 (vaeske)
0 (vaeske)
0 (vaeske)
2 (groe)
1 (groe)
2 (groe)
1 (groe)
0 (veeske)
1 (groe)
2 (groe)
2 (groe)

A. salmonicida
(Type VI)

A. salmonicida
(Type VI)

Histologi
Histologi

Utstaende h.oyet

Histologi

Histologi

Histologi

Ujevn farge nyre

Stor tarm
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9.nov16 V22 35,19 34,99 0 (veeske) Store nyrer.
Histologi
9.nov16 V23 RK 'V 8 38,83 32,62 29,02 54 F 1 (for)
9.nov16 V24 RK V 8 23,65 22,56 18,23 15,93 48 F 1 (for) A. salmonicida
(Type VI)
9.nov16 V25 RK 'V 8 37,27 38 F 0 (vaeske)
9.nov16 V37 RK V 8 46 F/S 1 (groe)
9.nov16 V26 RK 'V 6 35,68 34,10 50 F 2 (groe)
9.nov16 V27 RK V 6 14,98 13,31 19,11 15,57 54 F/S 0 (vaeske) 4. salmonicida  Histologi. Stor buk.
(Type VI)
9.nov16 V28 RK 'V 6 36,00 33,85 37,80 52 F 1 (groe)
9.nov16 V29 RK V 6 33,93 32,60 32,01 28,50 18 F 1 (groe)
9.nov16 V30 RK V 6 36,89 35,04 35,10 31,32 60 F 0 (vaeske)
9.nov16 V31 RK V 6 38,31 60 F/S 1 (groe) Histologi
9.novl16 V32 RK V 6 38,20 36,52 33,16 58 F 2 (groet
bendelor
m)
9.nov16 V33 RK V 6 33,00 30,81 36,13 33,04 48 F 3 (groet
for
9.novl16 V34 RK 'V 6 54 F/S 1 (;);roe) La pa gangfeltet
T.nov16 V40 RK V 6 22,44 21,23 34,62 26,49 102 F - A. salmonicida
(Type VI)
9.nov16 V35 RK 'V 2 37,29 22 F 0 (vaeske)
9.nov16 V36 RK V 2 38,14 38 F 0 (vaeske) Histologi
9.nov16 V38 RK V 4 30,30 28,08 28,98 25,06 40 F 1 (groe) Histologi
9.nov16 V39 RK V 4 62 F 2 (groe) Krell pa tarm.
8nov16 L21 GG L 1 31,18 29,03 62 F 0
8nov16 L22 GG L 1 21,53 20,79 24,90 31,11 22,16 46 F 0 A. salmonicida  Histologi. Sar
(Type VI) ryggfinne
8.nov16 123 GG L 1 44 F 0
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8.nov 16
8.nov 16
8.nov 16
8.nov 16
8.nov 16

8.nov 16
8.nov 16

8.nov 16

8.nov 16
8.nov 16
8.nov 16

8.nov 16

L25
L26
L27
L28
L29
L30
L31
L32
L33

L34
L35

L36

L37
L38
L39

L40

GG
GG
GG
BG
BG
BG
GG
GG
GG

BG
BG

GG

BG
BG
GG

BG

il el olNell ol ol el ol ol ol el e

o

o

[=X N NNe e Yo Nie NiNe) Nile NNe NN o i s

[o)}

34,98

35,88

39,19

34,53

33,90

36,48

34,91

36,04

37,87

36,17

39,87

34,74

72

34,55

32,41

32,13

32,97

31,61

48
90
60
82
60
78
62
36
40

88
154

78

50
136
76

174

s e R Rl s Rl s Rlle s B s Mo Rl s Rille o Rille 5 Rl o

oo

oo

3 (groe +
skjell)
0

3 (for)

3 (for)

1 (skjell) = Carnibacterium
sp.

3 (for +

fiske-

skjell)

Mye bendelorm
Mye bendelorm

Bendelorm

Bendelorm

Granulom nyrer.
Bendelorm
Histologi.

Bendelorm

Bendelorm



Tabell III. Preveuttak 5, 12 uke i sjo. Tabellen viser dato for uttak, art (R=rognkjeks, GG=grenngylt, BG=berggylt), gruppe (V=vaksinert, K=kontroll, L=leppefisk)
og merdnummer, tilstedevarelse av Aderomonas salmonicida og A-lagstype (V og VI) fra nyre og gjellevev, elongeringsfaktor for rognkjeksvev (LumpEIlf 1a = Elfla),
fiskens vekt (g) og status (ded, frisk, svimer), for i mage/tarm (0-3) funn pa bakterieskal (vha fenotypisk typing, A-lagstyping og 16-S sekvensering) og

tilleggskommentar med merknad om histologiuttak for enkeltindivid.

6.des16 K49 RK UV 1 35,99 33,18 13,02 | 32,40 30,16 15,10 64 F/S 3 (reke?) Litt blek kropps-
farge. Histologi
6.des16 K50 RK UV 1 13,30 15,60 70 F 2 (groe +
reke?)
6.des16 K51 RK UV 1 13,42 14,26 44 F 1 (vaeske + V.gye bledning +
groe) katarakt
6.des16 K52 RK UV 1 13,49 14,63 54 F/S 1 (groe) Bleke gjeller.
6.des16 K45 RK UV 3 13,47 | 37,10 14,43 42 F 2 (for +
reke?)
6.des16 K46 RK UV 3 14,41 | 3595 32,48 13,85 72 F 3 (groe + Bleke gjeller.
reke?)
6.des16 K47 RK UV 3 13,88 14,62 58 F 2 (groe) Sar over gyne og
langs siden. Stor
milt, og bleke
nyrer. Histologi
6.des16 K48 RK UV 3 12,46 14,76 62 F 1 (groe + Sar pa siden
reke?)
6.des16 K53 RK UV 3 13,51 14,31 72 F 1 (reke?)
6.des16 K54 RK UV 3 13,03 14,58 46 F 2 (groe + Utspilt buk.
reke?) Fargeend. oyne.
Bledning i nyre.
6.des16 K55 RK UV 3 13,44 14,66 58 F 0 (vaeske) Katarakt
6.des16 K56 RK UV 3 13,50 | 36,10 34,14 15,36 42 F 2 (reke?) Katarakt (-).
Bladning musk.
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6.des 16 K57 13,52 | 35,44 34,27 16,09 2 (manter?
+ reke?)
6.des16 K58 RK UV 3 13,13 31,52 13,93 56 F 1 (reke?)
6.des16 K59 RK UV 3 12,85 14,10 38 F 1 (reke?) Bledning lever.
6.des16 K60 RK UV 3 14,04 | 33,16 31,33 15,25 56 F 3 (reke?)
6.des16 K41 RK UV 7 15,31 14,82 38 F 0 (litt
vaeske)
6.des16 K42 RK UV 7 12,87 | 36,92 35,59 14,01 50 F 1 (reke?) Smasar pa ryggen
6.des16 K43 RK UV 7 32,48 30,42 13,83 | 35,35 32,28 14,01 40 F 0 (litt Katarakt. Bleke
vaeske) nyrer. Histologi
6.des16 K44 RK UV 7 13,68 15,16 58 F 0 (litt Blek lever.
vaeske)
7.des16 V43 RK V 2 36,50 30,42 13,97 | 34,35 32,86 15,80 62 F 1 (groe +
reke?)
7.des16 V44 RK V 2 38,17 13,63 | 38,88 15,75 46 F 0 (veeske/ Katarak
gelé)
7.des16 V45 RK V 2 13,82 | 37,92 16,16 52 F 2 (for + Katarak
reke?)
7.des16 V46 RK V 2 16,63 | 34,05 32,86 15,64 20 F 1 (vaeske + Katarak. Blek
noe hvitt) lever
7.des16 V47 RK V 2 14,16 | 33,72 32,98 14,85 34 F 2 (groe +
reke?)
7.des16 V48 RK V 2 15,28 | 32,60 30,58 14,85 64 F 1 (groe +
reke?)
7.des16 V49 RK V 2 13,53 33,62 32,38 14,47 76 F 3(bendelor Mye bendelorm
m)
7.des16 V50 RK V 2 14,38 | 37,31 16,79 38 F 3 (for) Histologi
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APPENDIKS 6: DODELIGHET

Tabell I. Akkumulert dedelighet (%) pa merdniva fra utsett til prosjektets avslutning. UV = uvaksinert
rognkjeks, V = vaksinert rognkjeks.

Akkumulert Merd 1 Merd 2 Merd 3 Merd 4 Merd 6 Merd 7 Merd 8
Deadelighet (%) (UV) V) (Uv) V) V) (UVv) V)
Uke 1 0 0 0 0 0 0 0
Uke 2 1,7 2,5 1,4 1,0 1,6 1,0 1,0
Uke 3 7,0 6,5 3,4 3,6 4,5 2,1 2,2
Uke 4 17,9 11,7 6.1 6,3 6,7 4,0 4,0
Uke 5 35,7 29,2 23,0 19,3 26,2 18,6 14,4
Uke 6 453 35,3 28.4 23,9 28,2 22,1 17,0
Uke 7 46,5 36,2 28,9 25,0 29,1 22,9 18,0
Uke 8 46,9 36,5 29.6 25,9 30,0 23,7 18,6
Uke 9 49,3 39,3 31,2 27,3 31,7 25,8 20,4
Uke 10 49,7 39,9 31,5 27,5 32,3 26,3 21,2
Uke 11 50,5 40,9 31,9 28,3 33,1 27,2 22,0
Uke 12 51,5 41,4 33,2 29,1 33,5 27,6 22,6
Uke 13 51,8 41,8 33,4 29,4 33,6 27,9 23,0
Uke 14 51,8 41,8 33,4 29,4 33,6 27,9 23,0
Uke 15 51,8 41,8 33,4 29,4 33,6 27,9 23,0
Uke 16 51,8 41,8 33,4 29,4 33,6 27,9 23,0
Uke 17 51,8 41,8 33,4 29,4 33,6 27,9 23,0
Uke 18 51,8 41,8 33,4 29,4 33,6 27,9 23,0
Sum (%) 51,8 41,8 33,4 29,4 33,6 27,9 23,0
Svinn (%) 48,2 58,2 66,6 70,6 66,4 72,1 77,0
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APPENDIKS 7: API 20 NE oG API 20 E

Tabell 1. Resultat fra API 20 NE og API 20 E basert pa isolat fra studiet. Differensierende resultat fra A-
lagstype V og VI er inkludert i tabellen. API 20 E var kun representert med to isolat.

Proveuttak V1 C. lumpus VI + + - + -
1 (okt. 17) V2 C. lumpus VI + + - + -
V5 C. lumpus VI + + - + -
V10  C. lumpus \" + - - | - - 4
V12 | C. lumpus VI + + - + -
V13  C. lumpus VI + + = + -
V19  C. lumpus VI + + - + -
V20  C. lumpus VI + + = + -
K6 C. lumpus VI + + - + -
K10 C. lumpus Vv I - - |+ = + = = + +/-*
K19 | C. lumpus VI + + - + -
K20  C. lumpus VI s + = + -
L1 S. melops VI + + - + -
L2 S. melops VI + + - + -
L20  S. melops VI + + - + -
Proveuttak V21  C. lumpus VI  + 1 - + = + o+ - -
2(mov.17)  y24 C lumpus VI + + - + -
V27  C. lumpus VI + + = + -
V40 | C. lumpus VI + + - + -
K26  C. lumpus VI s + = + -
L22 S melops VI + + - + -
Proveuttak V42  C. lumpus VI  + + - + -
3 (des. 16) [ 45 S. melops \% + - -+ - +

*SOR ble svakt positiv etter 48 timer, men gikk tilbake til negativ etter 3-4 dogn.
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