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Sammendrag

Gjelleproblematikk er en stor utfordring i norsk lakseoppdrett, og arsakene er ofte
multifaktorielle. En del av problematikken omfatter ivaretakelse av gjellehelsen under ulike
mekaniske avlusningsmetoder. Termiske avlusninger er svart vanlige 1 dag, men har blitt
kritisert for a vaere en kilde til nye helseproblemer for laksen. Forskning viser at fisk utsatt for
termisk avlusning pa 34 °C i 30 sekunder viser tegn til smerte og stress, og det kan ta opp til en
uke fgr fisken gar tilbake til normal spiseatferd. Ferskvannsbehandlinger er ogsa mye brukt,
bade i behandling mot gjelleamgber og lakselus. Begge behandlingene krever trenging av
fisken, pumping/suging inn i brgnnbat, og transport i rgrsystemer. Handteringen i seg selv er
en stressende situasjon for laksen, og studier har pekt pa en sammenheng mellom gkt lengde pa

fisken og gkt mengde epidermale blgdinger og slagmerker.

Milet med denne studien var a kartlegge effekten av laks holdt i fire timer i kjglt ferskvann (6-
6,5 °C) fulgt av termisk avlusning (28,28,5 °C) (A 22 °C) pa gjellehelsen. Det ble gjennomfgrt
to storskala behandlinger av atlantisk laks (Salmo salar) i to kommersielle anlegg pa
Vestlandet. Gjellehelsen ble kartlagt for og etter behandling, samt hos fisk som dgde under
behandling. Fisken ble undersgkt for ytre hudskader, gjellescore pa gjellebuende pa venstre
side, antall bevegelige stadier av lakselus, forandringer i bukhulen, og i tillegg ble det foretatt
en histologisk gjellescore. Det ble ogsa tatt prgver for RNA-isolering for real time RT-PCR-
analyser med henblikk pa detektering av tilstedevearelse av kjente laksepatogener. Dgdelighet
1 forsgksmerd ble registrert 1 hele forsgksperioden. Resultatene viste at gjellehelsen ikke ble
betydelig negativt pavirket og behandlingen hadde god effekt pa lakselus, selv pa sensommeren
ved termisk avlusning pa 28-28.5 °C. Histologisk var det fa signifikante endringer fgr og etter
behandling. Man fant imidlertidig at det kan vare hensiktsmessig a vurdere
patogenbelastningen i fisken i forkant av behandlingen. Fisken fikk gkt tetthet av PMCV etter
siste behandling og utviklet etter hvert CMS.



1.Introduksjon

1.1 Norsk lakseoppdrett

Norsk lakseoppdrett har siden slutten av 1970-tallet og frem til i dag vokst seg til & bli Norges
nest stgrste eksportnaring (Gaasland, 2020). Tall fra Fiskeridirektoratet viser at Norge
produserte 1,36 millioner tonn atlantisk laks (Salmo salar) i éret, tilsvarende en verdi pa 107
milliarder norske kroner (Statistikk for Akvakultur - Publikasjon, 2019). I tillegg til verdien av
selve laksen, er det et stort verdipotensial i havbruket som produsent av arbeidsplasser,
teknologi- og industriutvikling og forskning. Den norske regjeringen har et gnske om en
femdobling av verdiskapningen frem mot dret 2050 hvor den totale verdiskapningen av norsk
havbruk vil vaere 550 milliarder kroner (Solberg et al., 2021). Tall fra Sintef viser at produksjon
av laks og grret vil utgjgre en stor del av verdiproduksjonen i scenarioet for 2050 (Olafsen et
al., 2012). Veien til dette malet kan avhenge av hvorvidt problemer og kunnskap knyttet til
fiskens helse og velferd, bioteknologiloven, norsk forvaltning, forproduksjon og
markedskrefter for & nevne noe, Igses og utvikles. Det forutsetter at man finner Igsninger pa
problemer knyttet til sykdom og velferd, rgmming og genetisk pavirkning, forurensing,
forproduksjon og bruk av arealer (Abolofia & Wilen, 2017; Asche et al., 1999; Costello, 2006;
Olafsen et al., 2012; Oldham et al., 2023a).

1.2 Lakselus (Lepeoptheirus salmonis)

Lakseslus (Lepeoptheirus salmonis) utgjgr et av de mest signifikante problemene i produksjon
av atlantisk laks (Salmo salar) i norsk fiskeoppdrett (Guragain et al., 2021; E. M. Jensen et al.,
2020a; Dvergard et al., 2018; Overton et al., 2019). Denne parasitten tilhgrer fylum arthropoda,
subfylum crustaeca, klasse hexanauplia, subklasse copepoda, orden siphonostomatoida og
familie caligidae (Hardardottir et al., 2021). Lakselusen er obligat parasittistisk og har et
naturlig tilholdssted i norske farvann. Parasitten er obligat halofil og vertsregisteret er begrenset
til laksefisk (Hardardottir et al., 2021). Lakselusens livssyklus bestar av atte stadier hvor lusen
varierer 1 mobilitet. De f@rste tre stadiene er planktoniske stadier. I nauplius 1og nauplius 2 er
lusen helt frittlevende, men i1 copepoditt-stadiet sgker den etter vert og lever parasittisk 1 de
resterende fem stadiene. Nar copepoditten har festet seg til verten, beiter den pa fisken og skifter
skall til de immobile stadiene chalimusl, etterfulgt av chalimus 2. Deretter kommer de mobile
stadiene preadult 1 og 2. Etter attende skallskifte har lusen blitt en reproduktiv adult (Samsing

et al., 2016). Livssyklusens utviklingshastighet er temperaturavhengig (Tucker et al., 2000) og



ndr en vert er infisert, kan det ved en sjgtemperatur pa 11 °C ta 2,6 dager fra nyklekket larve til
copepoditt-stadiet, stadiet hvor lusen har blitt parasittisk (Samsing et al., 2016; Tuckerl et al.,
n.d.). Fra fertilisering til adult lus tar det mellom 40 og 52 dager (Hamre et al., 2009). En
befruktet lakselus kan gi opphav til 1000 naupilusslarver (Hamre et al., 2019).

Kostnadene og tap forarsaket av lakselusen tilsvarer fem milliarder norske kroner (Heggland et
al., 2019). Storskalaoppdretten gir gode forhold for lakselusens vekst og spredning,
sammenlignet med naturlige forhold og opptrer som et reservoar for lusen (Costello, 2009;
Olaussen & Liu, 2011; Oldham et al., 2023). Villaksens migrasjon gjennom fjordene pa vei til
oppvekstomradene gjgr den utsatt for disse reservoarene (Stene et al., 2022). Laks som er
affisert med lakselus kan ses med lesjoner i hud som fglge av at lusen spiser slim, hud, blod og
muskulatur (Hamre et al., 2019a; @vergard et al., 2018). Selv moderate infestasjoner av lus kan
fore til lesjoner 1 hud, osmoregulatoriske problemer, immunsuppresjon og stress (Hamre et al.,
2009; Overton et al., 2019) Skadene kan gi grobunn for sekund@re infeksjoner av
opportunistiske virus og bakterier, samt andre parasitter (Abolofia et al., 2017; Costello, 2006).
Summen av disse pakjenningene pavirker fiskehelse og velferd, slaktevekt, filetkvalitet,
gkonomi og neringens omdgmme (Abolofia & Wilen, 2017; Asche et al., 1999; Torrissen et
al., 2013).

1.3 Gjellehelse

Laksens gjeller bestar av fire gjellebuer, dekket av operculum (gjellelokket), hvorpa hver
gjellebue barer gjellelamellene (Wilson & Laurent, 2002). De fire gjellebuene pa hver side er
beskyttet av et gjellelokk, men vannet strgmmer over for & hente ut oksygenet gjennom et
motstrgmsprinsipp (Wilson & Laurent, 2002). Gjellenes plassering kan gjgre dem utsatt for et
stort antall agens og miljgfaktorer, som gjgr at gjelleproblematikk ofte er multifaktorielt
(Gunnarsson et al., 2017; Mitchell et al., 2012; @stevik, Stormoen, Evensen, et al., 2022).
Gjellene er ikke bare et respiratorisk organ, de er ogsa viktige for fiskens osmoregulering,
ekskresjon av nitrogenholdig avfall og immunsystem (Hjeltnes et al., 2018; Nilsson et al.,
2018.; Wilson & Laurent, 2002; Yu et al., 202 0). Avhengig av alvorlighetsgrad, kan endret
funksjon virke negativt pa fiskens evne til 4 handtere lave oksygennivaer, stress og fysisk
aktivitet (Hjeltnes et al., 2018). Gjellehelse er et alvorlig problemomrade og
gjelleproblematikken kan knyttes opp mot patogener, miljgforhold og mekanisk stress (@stevik,

Stormoen, Hellberg, et al., 2022). Gjellebakteriene som kan ga pa laks i sjg omfatter blant annet,



Yersinia ruckeri, Candidatus Branchiomonas cysticola og Candidatus Piscichlamydia salmonis
(Mitchell & Rodger, 2011; A. Nylund et al., 2008; Rodger et al., 2011). Parasittene som kan ga
pa gjellene er Lepeoptheirus salmonis Paranucleospora theridion, Ichthybodo salamonis,
Parvicapsula pseudobranchicola, Tetracapsuloides bryosalmonae (PKX) og Paramoeba
perurans (Freeman & Kristmundsson, n.d.; Isaksen, 2013; Mitchell & Rodger, 2011; A. Nylund
et al., 2005, 2021; A. Nylund, Pistone, et al., 2018; Rodger et al., 2011). Innen virus kan man
finne Salmonid alfavirus (SAV), Salmonid gjellepoxvirus (SGPV), Piscine orthoreovirus
(PRV1), Piscine myokardittvirus (PMCV) og Infeksigs pankreasnekrosevirus (IPNV) (Mitchell
& Rodger, 2011; A. Nylund et al., 2008; Rodger et al., 2011; Svendsen et al., 2019a)

1.4 Behandling

Et landsomspennende overvakningsprogram av lakselus ble innfgrt i 2008 som et forebyggende
tiltak mot lakselus. Norge ble delt inn i 13 produksjonssoner, hvor oppdretterne i hver sone kan
koordinere og kommunisere behandling og tiltak. Det stilles krav til oppdretter om telling av
lus én gang i uken, med pafglgende rapportering til Mattilsynet. Grensen for nar det ma
behandles gér ved 0,5 kjgnnsmodne hunnlus i snitt per fisk (Oldham et al.,2023), og behandling
ma iverksettes innen 14 dager etter oppdagelse av grenseoverskridende gjennomsnitt. I uke 21-
26 er lusegrensen 0,2 for de sgrlige fylkene, mens Nordland, Troms og Finnmark har den
samme lusegrensen i ukene 21 til 26 (Hardardéttir et al., 2021; E. M. Jensen et al., 2020).
Fokuset pa lusegrensen og trafikklyssystemet kan ses pa som drivkrefter bak den intensive
behandlingen og oppdretterne ma gjennomfgre hyppige behandlinger mot parasitten for a vere
innenfor regelverket, ogsd nar behandlingene i seg selv kan bidra til skade, sekundere

infeksjoner, immunsuppresjon og stress (Stene et al., 2022).

Norsk oppdrett begynte med medikamentell behandling av lakselus allerede i 1974. Den gang
brukte de organofosfor forbindelsen triklorfon (Horsberg et al., 1989), og det har siden denne
gang kommet flere medikamentelle behandlinger pa markedet. Mest brukt er neurotoxiner og
skallskiftehemmere (kitinsyntesehemmere) (Hardardéttir et al., 2019; Horsberg et al., 1989) 1
perioden 2012 til 2015 var behandling med kjemoterapeutika dominerende 1 norsk oppdrett
med >81% av alle behandlinger (Overton et al., 2019). Den intensive bruken av
kjemoterapeutika har vert en drivkraft for at parasitten allerede pa 1990-tallet utviklet resistens
mot flere av midlene (E. M. Jensen et al., 2020). Lusens sensitivitet til medikamentell

behandling har sunket, og har fgrt til en gkning i bruk av rensefisk og mekanisk avlusning (E.



M. Jensen et al., 2020). Fordelene ved dette skiftet er at den ikke-medikamentelle behandlingen
ikke bidrar til resistensutvikling, gir ferre utslipp av forurensende midler til miljg og

omgivelser, samt kan vere med pa a bedre na@ringens omdgmme (Poppe et al., 2018).

1.4.1 Ferskvannsbehandling
Ferskvann som behandlingsmetode ble innfgrt som et alternativ til de kostbare, kontroversielle

eller mindre effektive lakselusbehandlinger. Prinsippet om a bruke kaldt ferskvann er ikke noe
nytt. Salmonide arter, som sjggrret, har benyttet seg av muligheten til & sgke opp i elver i et
forsgk pa a fjerne parasitter (Groner et al., 2019). Halttunen et al., sa at sjggrreten oppholdt seg
ne&rmere elven og reiste tidligere tilbake i ar med hgyt infeksjonspress av lakselus
sammenlignet med ar med lavt infeksjonspress (Halttunen et al., 2018). Behandling med
ferskvann har ogsa vert mye brukt som et mildere alternativ til hydrogenperoksid mot AGD
(Hjeltnes et al., 2018). Bruk av ferskvannsbehandling mot lakselus gikk fra 275 1 2020 til 412
behandlinger 1 2021 (Veterinrinstituttet, 2022). Forskningen er delt i konklusjonen om
ferskvannets effekt pa lakselus. Ved under 29 %o salinitet har man sett at lakselusen slapp taket
og dgde (Connors et al., 2008) og at frittsvgmmende copepoditter ble kompromittert, uavhengig
av deres tilknytning til en vert (Bricknell et al., 2006). Stone et al., (2002) fant at
ferskvannsbehandling mot lakselus som vedvarte i tre timer ikke var tilstrekkelig for a forhindre
utvikling eller drepe lakselusen, men sa at fastsittende copepoditter ble redusert. Fiskens
slimlag har blitt foreslatt & vere en kilde til salter for lusen og dermed kan gke tiden lusen kan

tale det hypoosmotiske miljget (Finstad et al., 2000).

Ferskvannsbehandling kan ogséd by pa problemer med oksygenering, pH og akkumulering av
metabolitter, da behandlingen foregdr over lang tid (Powell et al., 2000, 2015).
Overflatevannets kjemi i Norge er karakterisert som mykt vann, dvs. lav bufferkapasitet
(Henriksen et al., n.d.) Den kjemiske sammensetningen i ferskvannet kan vare utslagsgivende
for effektiviteten av ferskvannsbehandlingen som fglge av akkummulering av karbondioksid
(CO,), ammoniakk, ammonium og vannets bufferkapasitet (Powell et al., 2015).
Akkummulering av CO, kan lede til lav pH (surt vann) som vil gke permeabiliteten til fiskens
gjeller pa grunn av lav mengde kalsium (Ca?*) i vannet (Evans et al., 2005). Den lave pH-en
kan igjen fgre til aluminiumpaslag pa laksens gjeller som fglge av korrosjon (Jagoe, 1988). Ved
bruk av ferskvannsbehandling i brgnnbat er det viktig & opprettholde god vannkvalitet for &

optimalisere fiskevelferden og behandlingseffektivitet.



Ferskvannsbehandlingens pavirkning pa gjellenes mikrobiota er mindre kjent. Mikrobiotaen pa
laksens gjeller i sjgfase antas & vere tilpasset sjgen, og utgjgr en kombinasjon av bakterier,
virus, archea, virus, eukaryote mikroorganismer, symbionter og opportunistiske patogener
(Lokesh & Kiron, 2016). Gjellenes mikrobiota kan vare en viktig faktor i fiskens kamp mot
infeksjoner gjennom konkurranse og produksjon av sopp- og bakteriechemmende komponenter
(Lowrey et al., 2015), og en forstyrrelse i denne symbiosen kan predisponere fisken til sykdom
forarsaket av fremmede agens (Clinton et al., 2021). Hvordan fire timer i nedkjglt ferskvann

pavirker gjellenes mikrobiota og dernest laksens gjellehelse ma undersgkes videre.

1.4.2 Termisk behandling
12016 og 2017 dominerte termiske avlusninger (>74%), etterfulgt av mekaniske avlusninger

(>40%) (Overton et al., 2019). De fleste mekaniske og termiske behandlinger foregar ved at
fisken trenges sammen i merden, pumpes/suges inn i avlusningsenheten og utsettes for en
variasjon av spyling, bgrsting og bad som kan ha ulike temperaturer (Nygaard et al., 2020).
Bakgrunnen for bruk av varmt vann er at parasitter taler hgye temperaturer darligere enn fisken,
og vil ta opp varmen raskere enn fisken, for sa a slippe taket eller Igsne fra fiskens overflate
(Dstevik, Stormoen, Evensen, et al., 2022). De mest brukte termiske avlusningsmetodene er
med Optilicer og Thermolicer (Overton et al., 2019). Optilicer fungerer ved at fisken
transporteres gjennom et vannbad, hvorpa hver fisk far lik eksponeringstid og temperatur (Roth,
2016). I en rapport av Nofima tar de for seg effekten ved bruk av Optilicer. De skriver at
temperatur bgr vektlegges over eksponeringstid, og anbefaler 28 °C om varen og 34 °C om
sensommeren. De konkluderer med at metoden er «hurtig og effektiv mate a avluse fisk,
samtidig som den ivaretar fiskevelferd», men at den dgde fisken kunne ses med lesjoner, kapp,
slag og gjelleblgdninger (Roth, 2016). Thermolicer fungerer pa samme vis, men benytter et
varmebad som utformet som et rgr med vannlas som fisken pumpes gjennom (Nygaard et al.,
2020; Grgntvedt et al., 2015). I tiltaksrapporten av Nygaard et al., har Mattilsynet presisert
fglgende om termisk avlusning «Vi vil i perioden ikke sla ned pad bruk av termisk avlusning sd
sant det foreligger gode risikovurderinger som tilsier at fisken er robust nok til dl tdle
padkjenningene de utsettes for. Dette vil bl.a. si at fisken skal vere frisk, at man reduserer
totalbelastningen til et minimum, og at man avbryter behandlingen umiddelbart ved mistanke
om at fisken ikke tdler pdkjenningene. Behandlinger med temperaturer over 34 °C skal ikke

forekomme».



Behandlingsmetoden som tas i bruk burde ogsa vurderes pa bakgrunn av effekten pa ulike
lusestadier. Behandling med Thermolicer pa 34 °C har vart rapportert a fjerne 75-100 % av
mobile lus, men hadde ingen signifikant effekt pa fastsittende lus (Grgntvedt et al., 2015). Roth,
(2016) fant at Optilicer fjernet 99 % av mobile lus ved 28 °C pa varen, med trengte 33 °C for a
oppnd samme effekt om sommeren. Selv om fisken kan tolerere hgye temperaturer i korte
perioder, ser man at velferden underveis og i ettertid av behandlingen kan pavirkes negativt
(Grgntvedt et al., 2015; @stevik, Stormoen, Evensen, et al., 2022; Poppe et al., 2018).
Temperaturer har tendens til a pavirke fiskens vekstfaktor, immunsystem og metabolisme
(Nilsson et al., 2018). Ved gkte temperaturer kan fisken reagere ved a gke oksygenopptaket og
aktivitetsnivaet, samt akklimatisering i pafglgende dager (Folkedal, Stien, et al., 2012). Fisken
kan ogsa plasserer seg dypere i merden i perioden etter behandling som fglge av stress
(Folkedal, Torgersen, et al., 2012). Behandlingen involverer temperaturer langt over det laksen
kan mgte pa i sitt naturlige habitat (Poppe et al., 2018). Behandlingen kan gi skader som kan
ha innvirkning péa helse og funksjon. Det er i ettertid av termisk avlusning sett skader som
gjelleblgdninger, skjelltap, sar i hud og i lukteepitel i nesehulen, samt gkt dgdelighet
(Gismervik et al., 2017; Hjeltnes et al., 2018; Poppe et al., 2018). I forkant av behandlingen
sultes fisken for & minimere at ekskresjonsprodukter pavirker vannkvaliteten negativt. Den
sultede fisken vil ogsa tendere til & ha et lavere energiniva og oksygenforbruk enn den mette
fisken, noe som kommer av at fisken bruker mindre oksygen for a holde metabolismen i gang

(Folkedal, Stien, et al., 2012).

1.5 Malsetting
Mialsetting med dette studiet var a klarlegge om termisk avlusing har negativ pavirkning pa

gjellehelsen til laks. Kan overfgring av laks til kjglt ferskvann fgr termisk behandling redusere
en eventuell negativ pavirkning pé laksens gjellehelse og velferd.
Hypotese Hy: Nedkjpling av laks i ferskvann i 4 timer og pdfplgende behandling med lavere

maksimal temperatur (A22 °C), har ingen effekt pa konsekvensene av termisk behandling.
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2. Material og metode

Denne masteroppgaven er en del av et stgrre FHF-prosjekt (901514). Prosjektet hadde som mal
a kartlegge «effekter av behandling mot lakselus, amgbe-gjellesykdom (AGD), og not-
rengjgring pa gjellehelse hos laks i oppdrett». Prosjektet ble avsluttet hgsten 2022.

2.1 Termiske behandling mot lakselus (Lepeophtheirus salmonis)

Innsamling av materiale i felt

I dette studiet er termisk behandling i to anlegg (anleggene GB og LB) fulgt ved prgvetaking
av fisken fgr og etter behandling, samt prgvetaking av fisk som dgde under behandling. Prgver
av fisken fgr og etter behandling ble gjennomfgrt ute pa anlegget for & sikre best mulig kvalitet
pa materialet. Fisk som dgde under behandling ble kjglt ned og transportert innen 24 timer til
laboratoriet til Fiskesykdomsgruppen (FDRG) ved UiB hvor den ble prgvetatt. Det ble registrert
sjotemperatur ved tidspunktene for prgvetaking og i tillegg ble ytterligere temperaturdata og

lakselus data fra anleggene hentet inn fra Barentswatch.

Antall bevegelige stadier av lakselus ble registrert hos alle individer, fulgt av registrering av
eventuelle ytre skader (beiteskader etter lakselus, hudsar og andre ytre endringer) hos fisken.

Det ble sa foretatt en gjellescore av begge sider av gjellebuene pa venstre side.

Etter de ytre registreringer ble det tatt vevsprgver av andre gjellebue pa venstre side for histologi
og real time RT-PCR-analyser. Etter prgvetaking av gjellene ble bukhulen og perikardialhulen
apnet, og eventuelle patologiske endringer registrert. Hjertet ble tatt ut for histologi (formalin)
og real time RT-PCR-analyser (tgrris), mens prgver av nyre ble kun tatt ut for RNA-analyser.
Det ble ikke tatt ut prgver for histologi av fisken som dgde under behandling. Vevsprgvene pa
formalin ble sendt til Veterin@rinstituttet for innleiring 1 parafin, snitting, og farging
(Hematoksilin-eosin). Vevsprgver tatt ut for real time RT-PCR ble transportert inn til

laboratoriet (FDRG — UiB) pa tgrris og senere lagret pa — 50 °C fgr ekstraksjon av RNA.
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Anlegg GB

Anlegg GB er lokalisert i Hordaland i et omrade med fullt sjgvann (salinitet ca. 34 %o). Fisken
var satt ut i anlegget i uke 36 (september) 2021. Mekanisk behandling mot lakselus ble
gjennomfgrt to ganger 1 2021 og 11 ganger 1 2022. I dette studiet ble behandling som ble
gjennomfgrt i uke 23 (juni 2022) fulgt (Tabell 2.1). Fisken hadde 1 2022 tidligere vert behandlet
mot lakselus i ukene 1, 5, og 16 (mekanisk fjerning av lakselus). Temperatur i sj@ ved termisk

behandling i uke 23 var 9,1 °C og ved uttaket 11 dager etter behandlingen var sjgtemperaturen
12,1 °C.

Tabell 2.1. Uttak av vev for histologi og real time RT-PCR (qPCR) i anlegg GB.

Dato N Gj. Histo. Gj.qPCR Hj. qPCR Nyre qPCR
08.06,2022 30 + + + +
09.06.2022 30 - + + +
20.06.2022 32 + + + +

Den termiske behandling ble gjennomfgrt etter at fisken hadde vert holdt 1 kjglt (6,5 °C)
ferskvann 1 fire timer. Temperaturen ved termisk behandling var 28,5 °C (A = 22 °C) og
behandlingstiden var 30 sekunder. Fisken ble pumpet fra merden, inn i brgnnbaten, hvor den
ble hold i nedkjglt ferskvann. Den ble sa overfgrt til et nytt kammer hvor den gjennomgikk
termisk behandling. Etter behandling ble fisken pumpet ut i merden. Prevalens og tetthet av

microparasitter 1 gjeller og nyren ble undersgkt ved hjelp av real time RT-PCR.

Anlegg LB

Anlegg LB er lokalisert i Hordaland i et omrade med fullt sjgvann (salinitet ca. 34 %o). Laksen
hadde tidligere vert lokalisert 1 anlegg GB, men ble flyttet til LB i lgpet av sommeren 2022.
Fisken hadde vert gjennom en mekanisk avlusing i uke 28 (juli) f@r termisk behandling i uke
34 (august 2022). Laks ble tatt ut fgr behandlingen, 24.08.2022, og 1 tillegg ble det tatt ut fisk
14 dager etter behandling og fisk som dgde under behandlingen (Tabell 2.2). Temperatur i sj@
ved termisk behandling i1 uke 34 var 15,8 °C og ved uttaket 14 dager etter behandlingen var

sjotemperaturen 15,3 °C.

Tabell 2.2. Uttak av vev for histologi og real time rT PCR (qPCR) i1 anlegg LB.
Dato N Gj. Histo. Gj.qPCR Hj. qPCR Nyre qPCR
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24.08,2022 30 + + n T
26.08.2022 30 - + + +
08.09.2022 31 + + + +

Den termiske behandling ble gjennomfgrt etter at fisken hadde vert holdt 1 kjglt (6,0 °C)
ferskvann 1 fire timer. Temperaturen ved termisk behandling var 28,0 °C (A = 22 °C) og
behandlingstiden var 30 sekunder. Fisken ble pumpet fra merden, inn i brgnnbaten, hvor den
ble hold i nedkjglt ferskvann. Den ble sa overfgrt til et nytt kammer hvor den gjennomgikk
termisk behandling. Etter behandling ble fisken pumpet ut i merden. Prevalens og tetthet av
microparasitter i gjeller og nyren ble undersgkt ved hjelp av real time RT-PCR. I tillegg ble
hjertevev fra dgd fisk undersgkt for utvalgte virus (PRV1, PMCV, SAV og IPNV) og

Paranucleospora theridion.

2.2 Real time RT-PCR
2.2.1 RNA-isolasjon

RNA fra gjeller og nyre ble isolert ved bruk av «TRIzol® Reagent (Life Technologies)» for
videre real time RT PCR-analyse. Anbefalt protokoll fra ThermoFisher, med noen

modifikasjoner, ble benyttet for & gjennomfgre isoleringen.

Alle prgvergrene ble tilsatt 1000 pl TRIzol, inkludert rgret for negativ kontroll. Det ble tilsatt
stalkuler til nyreprgvene i forkant av homogeniseringen. Homogeniseringen av prgvene ble
foretatt 1 TissueLyser II Qiagen, hvor prgvene ble ristet i tre minutter, med tretti vendinger per
sekund. Prgvene ble sd spunnet ned i avtrekksskap og inkubert i fem minutter ved
romtemperatur. Videre ble det tilsatt 200 pl kloroform, etterfulgt av femten sekunder manuell
risting og fem minutter inkubasjon i romtemperatur. I neste steg ble det opprettet faseseparasjon
via sentrifugering i Thermo Scientific Heraeus Fresco i femten minutter pd 12 000 X Gi 4 °C.
I neste steg ble 350 ul av vannfasen ekstrahert fra proven og overfgrt til et nytt ror tilsatt 500
ul Isopropanol og inkubert i ti minutter i romtemperatur for utfelling av RNA. RNA-fasen ble
sa komprimert til en pellet gjennom sentrifugering i femten minutter pa 12000 X G i 4 °C.
Supernatanten ble sa kastet og pelleten ble vasket med 75% 1000 pl etanol, etterfulgt av noen
sekunder i Vortex V-Plus (Biosan). Prgven med pelleten ble sa sentrifugert i fem minutter pa
12000 X G 1 4 °C fgr den ble vasket med 100% 1000 pl etanol og vortexet. Etter en siste

sentrifugering ble supernatanten kastet og tuben med pelleten ble lagt til tork 1 10-15 minutter
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(fordamping av etanol). Deretter ble det tilsatt 150 pl MilliQ RNA-fritt vann som holdt en
temperatur pa 70 °C. Konsentrasjonen og renheten pa RNA-isolatene ble kontrollert ved bruk
av spektrofotometer (NanoDrop). Spektrofotometeret méaler RNA-konsentrasjonen ved 260 nm
og ved 280 nm males renheten til prgven. Deretter ble prgvene lagret ved -25 °C forut for real-

time RT-PCR-analyse.
2.2.2 Real time RT-PCR

Real-Time RT-PCR er metoden som ble benyttet for a effektivt identifisere RNA fra bestemte

mikroparasitter. Ekstrahert og isolert RNA fra gjeller og nyrer ble analysert ved bruk av
AgPath—IDTM One-Step RT-PCR Kit (ThermoFisher Scientific) og Applied Biosystems

QuantStudioTM Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific). Kitet muliggjgr a kjgre
bade revers transkripsjon og PCR-reaksjonen i samme rgret. For & gjennomfgre Real-Time RT-
PCR tilsetter man en mastermix bestdende av spesifikke prober og primere, samt templat, til et
brgnnbrett (Applied Biosystems MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate). QuantStudio
registrerer amplifikasjonen av templatet samtidig som reaksjonen foregar og forteller hvor mye
av templatet som er til stede i proven. Mekanismen som muliggjgr dette, er bruken av et
fluorescerende molekyl som proben frigjgrer nar den binder bestemte sekvenser.
Fluorescenssignalet gker med mengden replikert cDNA og kan observeres av QuantStudio,
dermed kan mengden maltemplat kvantifiseres. Gjennom flere sykluser amplifiseres prgvene
til cDNA, og jo raskere de nar terskelverdien pa 0.1, desto mer templat er det i prgvene.
Mileenheten for hvor raskt en prgve krysser terskelverdien, kalles Ct-verdi. En lav Ct-verdi

indikerer mye maltemplat og vice versa.

Mastermixen bestar av 2X RT-PCR Buffer (Applied Biosystems), forward primer (F primer),
revers primer (R primer), probe (TagMan), 25X RT-PCR enzym (Ambion) og RNase-fritt vann
(Sigma-Aldrich) (tabell 2.3). I tillegg til mastermix, tilsettes 2.0 pLL templat til brgnnene. De to
ytterste kolonnene bestod av negativ rense-kontroll (RK) og non-template kontroll (NTC) for

hvert assay.

Tabell 2.3. Komponentene i mastermixen, assosiert med volumet (uL) for assayene. Volumet
tilsvarer med mengde for & kjgre én analyse for hvert assay. Konsentrasjonen for F primer, R

primer og probe er skrevet i1 parentes.
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Komponent Ordinzer Pperu POX MCP
2X RT-PCR Buffer | 6.25 6.25 6.25

F primer 1.0 (800 nM) 1.0 (800 nM) 0.5 (800 nM)
R primer 1.0 (800 nM) 1.0 (800 nM) 0.5 (800 nM)
Probe 0.22 (175 nM) 0.28 (175 nM) 0.28 (175 nM)
25X RT-PCR enzym | 0.25 0.25 0.25
RNAse-fritt vann 1.78 1.72 1.72
RNA-templat 2 2 2

Totalt volum 12.5 12.5 12.5

Reaksjonen begynner med revers transkripsjon pa 45° C i 10 minutter. Deretter gker

temperaturen til 95 °C. Dette steget deaktiverer revers transkriptase og aktiverer DNA-

polymerasen. I siste steg amplifiseres maltemplat gjennom 45 sykluser. De 45 syklusene bestar

av to steg, 45 sekunder pa 95 °C for dissosiering av DNAet, etterfulgt av 15 sekunder pa 60 °C

for & oppna binding av primere og elongering.

Tabell 2.4. Primere og TagMan prober til assays for mikroparasitter og elongeringsfaktor fra
laks (ELA) brukt i Real-Time RT-PCR. Effektiviteten er beskrevet i referanser.

Assay Primer Sekvens Referanse
Infeksigs lakseanemivirus Probe CAC ATG ACCCCTCGTC (Plarre et al., 2005)
(Segment 7) (ISAV) Forward TGG GAT CAT GTG TTT CCT GCT A
Reverse GAA AAT CCA TGT TCT CAG ATG CAA
Salmonid alfavirus (nsP1) Probe CTG GCCACCACTTCG A (Hodneland &
(SAV) Forward CCG GCC CTG AACCAGTT Endresen, 2006)
Reverse  GTA GCC AAG TGG GAG AAA GCT
Bakteriell nyresyke (BKD)  Probe TGC AGA AAT GTA CTC CC A. Nylund, pers.
Forward CAA GGC TTG ACA TGG ATT AGA AAA kom.
Reverse CAC CTG TGA ACC AAC CCA AAA
Piscine orthoreovirus 1 Probe CTG GCT CAA CTCTC (A. Nylund, Hansen, et
(PRV1-M2) Forward CAA TCG CAA GGT CTG ATG CA al.,2018)
Reverse GGG TTC TGT GCT GGA GAT GAG
Piscine orthoreovirus 3 Probe CGA AGY ATA ATG AAG A A. Nylund, pers.
(PRV3-S1) Forward GCG ACG CCT TAG AGA CAA CA kom.
Reverse = CRA GAT CACCAGTGGTCTTT
Salmonid gjellepoxvirus Probe TTA TAC ACC ATC ACA TTT GTG (A. Nylund et al., 2021)
(POX MCP) (SGPV) Forward CAG AGG TTT TTC ATA CGC CAG AA
Reverse GAG GTC ACG GTG ATG ACA GAAC
Piscine myokardittvirus Probe TGG TGG AGC GTT CAA (A. Nylund, Hansen, et
(PMCV) Forward AGG GAA CAG GAG GAA GCA GAA al.,2018)
Reverse CGT AAT CCG ACATCA TTT TGT GA
Infeksigs Probe TCT TGG CCCCGTTCATT (A. Nylund, Hansen, et
pankreasnekrosevirus Forward ACC CCA GGG TCT CCA GTC al.,2018)
(IPNV) Reverse  GGA TGG GAG GTC GAT CTC GTA
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Candidatus Probe ACT TAG CGA AAG TTA AGC (A. Nylund, Hansen, et
Branchiomonas cysticola Forward GAG TAA TAC ATC GGA ACG TGT CTA al.,2018)
(Epit) Reverse GTG CTT TCC TCT CCC AAG CTT ATG C
Paranucleospora theridion — Probe TTG GCG AAG AAT GAA A (S. Nylund et al., 2010)
(Nuc) Forward CGG ACA GGG AGC ATG GTA TAG GGT
Reverse = CCA GGT TGG GTC TTG AG
Paramoeba perurans Probe CTG GTT CTT TCG RGA GC (A.Nylund, Pistone, et al.,
(Pperu) Forward GAT AAC CGT GGT AAA TCT AGA GCT 2018)
Reverse = AAT A TGG CAT TGG CTT TTG AAT CT
Ichthyobodo spp. (Costia) Probe TCC ACG ACT GCA AAC GATGACG ACG  (A. Nylund, Hansen, et
Forward AAC TTA TGC GAA GGC A TGA GTA TTC al., 2018)
Reverse ACT YCC GATCCAT
Parvicapsula Probe CCG TAT TGC TGT CTT TGA (A. Nylund, Hansen, et
pseudobranchicola (Parvi)  Forward TCG TAG TCG GAT GAC AAG AAC GT al., 2018)
Reverse = AAA CAC CCC GCA CTG CAT
Atlantisk laks Probe TC GGT GGT ATT GGA AC (Olsvik et al., 2020)
elongeringsfaktor (ELA) Forward CCC CTC CAG GAC GTT TAC AAA CAC
Reverse = ACG GCC CAC AGGTAC A
X-celle-liknende parasitt Probe AGC GTT GAG CGG AT A. Nylund, per.
(PER) Forward CCC TGC TAA ATA GTA TGC GGT ATA CA kom.
Reverse = ACC TTC AAA ATA AGA ACA ATC AGC
AA
Tetracapsuloides Probe TGT TGT TAG GAT ATT TTC C CAA GAT (Freeman &
bryosalmonae (PKX) Forward CGC GCC CTA TCA AT CGT CAC CCGTTA Kristmundsson, n.d.)
Reverse = CAA CCT TGT
Candidatus Piscichlamydia Probe CAA AACTGC TAG ACT AGA GT (A. Nylund, Hansen, et
salmonis (Pch) Forward TCA CCC CCA GGCTGCTT al., 2018)
Reverse GAA TTC CAT TTC CCC CTC TTG
Yersinia ruckeri Probe TAA TAG CAC TGA ACATTG AC (Keeling et al., 2012)
Forward GCG AGG AGG AAG GGT TAA GTG
Reverse CGG TGC TTC TTC TGC GAG TAA
Tenacibaculum spp. (Tb- Probe TTT CAA TAC ATA CAC CTC AGC (Frischl et al., 2018)
tuf) Forward AGT GTG ACG TCC ACCTT
Reverse = CTG TAA GCC AGG TTC TGT
Candidatus Syngnamydia  Probe TCC TTC GGG ACCTTAC (S. Nylund et al., 2015)
salmonis (SCh) Forward GGG TAG CCC GAT ATC TTC AAA GT CCC
Reverse ATG AGC CGC TCT CTCT

2.3 Histopatologi

For analyse og detektering av histologiske endringer (histopatologi) ble parafinsnitt fra

gjellevev benyttet. Provene av 2. gjellebue ble sendt til Veterin@rinstituttet 1 Bergen for

prosessering. Gjellevevet ble snittet sagitalt i 2 um tykke snitt og montert pa objektglass belagt

med poly-L-lysin (SuperfrostPlus, Thermo Scientific, Germandy) for bruk i mikroskopi.

Vevsnittene ble farget med hematoksylin og eosin (HE) etter standardprosedyre.

Histologisnittene ble deretter sendt til UiB for videre analyse ved mikroskopi.

16



Figur 2.1. Histologi som viser de elleve patologiske endringene som inngar i scoringssystemet
for gjeller brukt i dette studiet. A: slimcellehyperplasi, B: klubbing, C: lifting, D:
epitelcellehypertrofi, E: epitelcellehyperplasi, F: fortykket distal primarlamelle, G: fersk
aneurisme, H: blgdende aneurisme, I: gammel aneurisme, J: inflammasjon, K: nekrose. Pil
viser de ulike endringene. Forstgrrelse kan ses pa hvert bilde.
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Den histologiske scoringen av gjellene tok utgangspunkt i fem primarlameller pa hvert snitt.
Analysen av gjellene hadde som formal & se pa endringer i vev og celler som avviker fra
normalhistologien til gjellene. Systemet for gjellescoringen er utviklet av Alf. S. Dalum
(Pharmaq Analytiq) i forbindelse med FHF-prosjektet. Systemet er basert pa elleve typiske
patologiske endringer man kan finne 1 gjellevev, hvor hver av disse fikk en score mellom 0 og
3. En score 0 ble beregnet pa vev hvor man fant ingen/veldig fa endringer. Score 1 ble gitt for
histologi som viste milde endringer, score 2 for moderate endringer og ved score 3 var det
omfattende endringer. Scoringen ble gjort pa bakgrunn av prosentvis forekomst i vevet, foruten
to parametere. Ved under 10 % affektert vev for hver enkelt parameter, tilsvarte det en score 1
(= 10 %). Mellom 10% og 50 % var en score 2, hvorpa en score 3 tilsvarte endringer i over 50
% (> 50 %) av gjellevevet. De to parameterne som ikke fulgte ordiner prosentscoring var
slimcellehyperplasi (A) og fortykket distal prima&rlamelle (F). Slimcellehypertrofi ble beregnet
pa bakgrunn av antall slimceller pa hver sekundere lamelle. Opp til 3 var score 1, 4 til 8 var
score 2 og over 8 var en score 3. Scoring for fortykket distal prim@rlamelle tok utgangspunkt i
alle gjellebuens primarlameller. Dersom 10 % av prim@rlamellene var pavirket var det en score
1, mellom 10 og 50 % var score 2 og hvis over 50 % av primarlamellene var affektert, tilsvarte

det score 3.

2.4 Tetthet av mikroparasitter

Tetthet er et mal pa hvor mange RNA kopier fra et spesifikt patogen som er til stede i

vevsprgven. Tetthet i denne studien males i normalisert uttrykk (NE) av RNA.

2.4.2 Normalisert uttrykk (NE)

For a regne ut normalisert uttrykk er det tatt utgangspunkt i referansegenet elongeringsfaktor
alfa fra atlantisk laks (Salmo salar). Formelen for a regne ut normalisert uttrykk er (1): Eref =
effektiviteten til elongeringsfaktoren (ELA), Ctref = Ct-verdien til elongeringsfaktoren

(ELA), Emal = effektiviteten til malpatogenet, og Ctmal = malpatogenets Ct-verdi.

E Ct
(D NEgjellevev = M

(EmaD) Ctmar
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2.4.3 NE-fold

Prgvene ble gjennom formel (2) regnet om til NE-fold. NE-fold far man ved & dele det

normaliserte uttrykket fra (1) pa den den laveste NE-verdien (NEmin) i datasettet.

NE
(2)NEfoia = tng—3

min

NE-fold gir en stor variasjonene mellom prgvene. Ved & Log"2-transformer dataene illustrerer

man bedre variasjonen mellom mengden patogen i prgvene.

2.4 4 Effektiviteten til assay

Tabell 2.5. Agens og effektiviteten til gitte agens™ (malpatogen) assays, brukt til a regne ut NE

og NE-fold.
Agens Effektiviteten til malpatogen
Atlantisk laks elongeringsfaktor (ELA) 1,987
Salmon gill pox virus (SGPV) 1,968
Piscine myokardittvirus (PMCV) 2,0958
Infeksigs lakseanemi (ISAV) 1,9461
Piscine orthoreovirus (PRV1) 1,95
Parvicapsula pseudobranchicola (Parvi) 1,972
Candidatus Branchiomonas cysticola (Epit) 1,9819
Candidatus Piscichlamydia salmonis (Pch) 2,001
Yersinia ruckeri 1,988
Ichthyobodo spp. (Costia) 1,92
Paranucleospora theridion (Nuc) 1,9697
Salmonid alfavirus (nsP1) (SAV) 1,985

2.4.5 Statistikk

For a analysere endringer i tetthet av patogener ble NE-fold fra positive individer benyttet for

statistisk analyse. For a utfgre den statistiske analysen, samt lage grafene, ble GraphPad Prism

9 for macOS, versjon 9.5.1 brukt. P-verdiene brukt i resultatet er * =P <0.05, ** =P <0.01,

k= P <0.0001, og **** =P <0.0001.




3. Resultat

To termiske behandlinger av laks holdt i fire timer 1 kjglt ferskvann er fulgt og forekomst av
mikroparasitter fgr og etter behandling er registrert. I tillegg er forekomsten av de samme
patogener hos fisk som dgde under behandlingen kartlagt. Gjellehelsen er kartlagt ved
makroskopisk gjellescore av laks fgr og etter behandling og i tillegg det foretatt en histologisk

gjellescore basert pa snitt av gjellevev.

3.1. Anlegg GB

3.1.1 Abiotiske faktorer

Sjgtemperatur i forkant, under og etter termisk behandling av laks pa lokalitet GB (figur 3.1).

°C Temperaturianlegg GB
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Figur 3.1: Oversikt over temperatur i sjg i anlegget GB i forkant av behandling, under
behandling og etter behandling. Uttak av laks fgr behandling (grgnn pil) uttak av laks etter
behandling (bla pil). Data hentet fra BarentsWatch.

Den gjennomsnittlige temperaturen i ukene fgr behandling (uke 15-22) var 8 °C. Temperaturen
i sjgen pa behandlingsdagen var 9,1 °C. Lakselus ble registrert pa fisken fgr og etter behandling
(og hos dgd fisk) og i tillegg er det hentet inn lakselusdata fra BarentsWatch (figur 3.2). Telling
av bevegelige stadier av lakselus 8.juni 2022 (fgr behandling) gav en gjennomsnittlig verdi pa

2.8 lus/fisk, mens det gjennomsnittlige antall lus hos dgd fisk (etter behandling) var 0,8 lus/fisk.
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I uttaket 11 dager etter behandling ble det registrert 1,0 lus/fisk. Hgyeste telte antall pa én fisk

i siste prgveuttak var atte lus.

Forekomst av lakselus

Anlegg GB
4=
— Mobile
= Adult hunnlus
3= = Chalimi

Gj. antall lus per fisk
N
1

=TT T T T T T T
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Uke

Figur 3.2: Antall lakselus fgr, under og etter termisk behandling. Uttak av laks fgr behandling
(grgnn pil) uttak av laks etter behandling (bla pil). Data hentet fra BarentsWatch.

Makroskopisk gjellescore ble gjennomfgrt fgr og etter termisk behandling. Begge sidene av
gjellebuene pa venstre side ble inkludert i evaluering av den makroskopiske gjellehelsen (Figur
3.2). Fgr behandling ble det observert gjellescore pa 14 av 30 (46,7 %) laks hvor maksimal
score pa en gjelleside var 2. 11 dager etter behandling ble det observert gjellescore pa 14 av 32
(43,8 %) undersgkte individer. Ogsa her var maksimal score 2 pa en gjelleflate.

Den gjennomsnittlige vekt, lengde og kondisjonsfaktor fgr og etter behandling samt hos fisk

som dgde under behandling kommer frem av figur 3.3.
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Figur 3.3. Vekt, lengde og kondisjonsfaktor hos laks i anlegg GB fgr og etter termisk
behandling, samt hos dgd fisk.

I fgrste prgveuttak var fiskens gjennomsnittlige vekt og lengde 1500 + 359 gram og 50,5 +4.,5
cm. | andre prgveuttak var fiskens gjennomsnittlige vekt og lengde 1518 + 510 gram og 50 = 5
cm. I tredje prgveuttak, 2 uker etter behandling, var fiskens gjennomsnittlige vekt og lengde
2009 + 377 gram og 54 + 3,1 cm. Dette gir en gkning i vekt pa 33,9 % fra forste prgveuttak. K-
faktor har hatt en jevn stigning gjennom de tre prgveuttakene (figur 3.3). Foring av fisken ble
gjenopptatt dagen etter gjennomfgrt behandling og stabiliserte seg til nivaet fgr behandling etter
kort tid. Utforingen dagen etter behandling var pa 55,7 % av nivaet fgr behandling.
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Figur 3.4. Daglig dgdelighet i behandlet merd pa lokalitet GB fgr og etter behandling (ferskvann —
termisk behandling). Grgnn pil = uttak av fisk for behandling (08.06.2022). Rgd pil = uttak av fisk 14
dager etter behandling (20.06.2022). N = antall individer.

Den gjennomsnittlige dedeligheten 30 dager for behandling var pa 2,5 individer (0,002 %). Det
ble registrert 8 dede fisk pa behandlingsdagen i1 den aktuelle merden. Dagene etter behandling
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dede det henholdsvis 1, 30, 14 og 10 fisk. Det utgjor i gjennomsnitt en dedelighet pa 0,01% de
pafolgende fire dagene etter behandlingen. I de resterende dagene etter behandlingen

stabiliserte dedeligheten seg til normalen for behandling med et snitt pa 2,9 individer (0,003%).

Figur 3.5. Dod fisk samlet opp etter gjennomfert behandling i anlegg GB. A: laks med sar. B:
sar og Lepeoptheirus salmonis bak pectoralfinnen.

Figur 3.6. Fisk fra proveuttak to uker etter behandling i anlegg GB. A: laks med blodutredning
i hud. B: laks med beitesar etter tre hunnlus med eggstrenger bak analfinnen.
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3.1.2 Histologi

Histologi gjeller

Anlegg GB
1.0 I Slimcellehypertrofi
E Klubbing
Il Lifting
0.8 I 3 Epitelcellehypertrofi
= Epitelcellehyperplasi
g 1 Fortykket distal filament
g 0.6
con B Fersk aneurisme
S Blzdende aneurisme
% 0.4 _ Gammel aneurisme
'6" _ Il Inflammasjon
Nekrose
0.2
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Figur 3.7. Gjennomsnittlig gjellescore pé laksen ved to prgveuttak for anlegg GB. «1» er prgveuttaket
«fgr behandling» og «2» er «etter behandling». De elleve patologiske endringene omfatter A:
slimcellehypertrofi, B: klubbing, C: lifting, D: epitelcellehypertrofi, E: epitelcellehyperplasi, F:
fortykket distalt filament, G: fersk aneurisme, H: blgdende aneurisme, I: gammel aneurisme, J:
inflammasjon, K: nekrose. Gjellescore ble gitt mellom 0-3. N = 30 for «I1». N =32 for «2».

Histologiske undersgkelser av gjellene viste at disse var mest preget av slimcellehypertrofi,
klubbing og fortykket distalt filament (figur 3.7 og 3.8). For disse parameterne ble det ogsa gitt
enkelte score 2. Det ble ikke gitt noen score 3. Det eneste parameteret med gkt gjennomsnitt
etter gjennomfgrt behandling var «slimcellehypertrofi». For de andre patologiske endringene

ser man at den gjennomsnittlige scoren har sunket for prgveuttaket «etter behandling».
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Figur 3.7. Histologit;ilder av fisk fra anlegg GB. A: Fortykket distal primarlamelle. B: Sekundare
lameller med slimcellehypertrofi, klubbing og epitelcellehypertrofi. C: Sekundare lameller med
klubbing og lifting.

3.1.3 RT-PCR

Real time RT PCR analyser av gjeller og nyre.

Prevalens av utvalgte patogener fgr og etter behandling, samt prevalens hos laks som dgde

under behandling (tabell 3.1).

Tabell 3.1. Oversikt over real-time RT-PCR resultater av gjeller fra anlegg GB. Tabellen
inneholder resultater for tre prgveuttak, fgr og to uker etter behandling, samt dgdfisk. Viser
gjennomsnittlig Ct-verdi, rangen for de positive prgvene og prevalensen. N = 30, 30 og 32 for

de respektive uttakene.
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Ct- verdi % Ct- verdi % Ct- verdi
Gj.snitt Range Prevalens Gj.snitt Range Prevalens Gj.snitt Range
For Dgd
Virus
Sav Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
ISAV Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
PRV1 24,7 22,2-29,0 100 25,6 20,9-28,9 100 25,3 21,2-29,7
PMCV 31,54 24,7-38,4 6,7 34 25,2-36,5 33,3 36,8 36,8
SGPV Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
IPNV 35,31 35,3 3,3 35,42 32,8-38,1 6,7 Neg Neg
Parasitter
P. therdion 22 17,6 -27,5 100 21,5 15,3-27,7 100 22,2 16,4 - 28,2
P. perurans 31,1 31,1 3,3 Neg Neg Neg Neg Neg
Costia 16,3 9,7-20,0 100 16,7 7,3-22,7 100 15,5 10,9-19,9
P. Pseudobr. 34,17 34,17 3,3 34,35 33,1-36,5 13,3 34,2 30,7-37,3
Bakterier
Ca. B. cysticola 15,5 10,1-20,3 100 15,6 9,9-20,1 100 18,2 14,6 - 20,6
Ca. P. salmonis 27,9 24,3-34,1 100 33,6 31,8-35,1 100 30,8 16,9- 36,4
Y. ruckeri 35,73 34,1-37,3 30,0 33,1 31,2-35,3 13,3 35 35

%
Prevalens

Etter

Neg
Neg
100
3,3
Neg
Neg

100
Neg
100
13,3

100
23,3
3,3

Analyse av de 92 prgvene viste negativt resultat for Salmonid alfavirus (SAV), Salmonid

gjellepoxvirus (SGPV), infeksigs lakseanemivirus (ISAV) og PKX.

Blant de analyserte nyre- og gjelleprgvene var det positive resultater for Piscine orthoreovirus
(PRV-M2), Piscine myokardittvirus (PMCV), Paranucleospora theridion (Nuc), Candidatus
Piscichlamydia salmonis (Pch) og Candidatus Branchiomonas cysticola (Epit) og Ichthyobodo
spp- (Costia) og, Paramoeba perurans, infeksigs pankreasnekrosevirus (IPNV). De to

sistnevnte hadde fa positive resultater og hgye Ct-verdier.

Piscine orthoreovirus (PRV1)
Prevalensen for PRV1 var 100 % i bade gjelle- og nyrevev. Tettheten i analysert gjellevev var

hgyest fgr behandling (P < 0.05) (figur 3.9). Det var ingen signifikant forskjell i tetthet mellom
uttakene «dgd under behandling» og «to uker etter behandling». Analyse av nyrevev viser en

signifikant minskning i tetthet mellom de tre uttakene (P < 0.001) (Figur 3.10).
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Figur 3.9 Tetthet av PRV1 pa gjellene hos laks fra anlegg GB. Hvert punk representerer en
individuell fisk. Dataene er presentert som reversert Ct-verdi (40 — Ct-verdien) og Log NE-
fold. Den sorte linjen er gjennomsnittet for hver gruppe. N = 30 for gruppene «fgr behandling»
og «dgd under behandling». N = 32 for «etter behandling». * P < 0.05, ns = no significance.
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Figur 3.10 Tetthet av PRV1 i nyrene hos laks fra anlegg GB. Hvert punk representerer en
individuell fisk. Dataene er presentert som reversert Ct-verdi (40 — Ct-verdien) og Log NE-
fold. Den sorte linjen er gjennomsnittet for hver gruppe. N = 30 for gruppene «fgr
behandling» og «dgd under behandling». N = 32 for «etter behandling». *** P <0.001, ns =
no significance.

Paranucleospora theridion
Prevalensen for Paranucleospora theridion var 100 % for alle tre uttakene. Det er lite forskjeller

i tettheten mellom gruppene. I gjellene er det i ingen signifikante forskjeller (figur 3.11). Det

samme gjaldt for analysene av nyrevevet (3.12).
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Figur 3.11 Tetthet av Paranucleospora theridion i gjelle hos laks fra anlegg GB. Hvert punkt
representerer en individuell fisk. Dataene er presentert som reversert Ct-verdi (40 — Ct-verdien)
og Log NE-fold. Den sorte linjen er gjennomsnittet for hver gruppe. N = 30 for gruppene «fgr
behandling» og «dgd under behandling». N = 32 for «etter behandling». Ns = no significance.
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Figur 3.12 Tetthet av Paranucleospora theridion i nyre hos laks fra anlegg GB. Hvert punkt
representerer en individuell fisk. Dataene er presentert som reversert Ct-verdi (40 — Ct-verdien)
og Log NE-fold. Den sorte linjen er gjennomsnittet for hver gruppe. N = 30 for gruppene «fgr
behandling» og «dgd under behandling». N = 32 for «etter behandling». Ns = no significance.

Ichthyobodo spp.
Prevalensen for Ichthybodo spp. pa gjellene var 100 % for alle gruppene. Det var ingen

signifikante forskjeller 1 tetthet mellom uttakene (figur 3.13).
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Figur 3.13 Tetthet av Ichthybodo spp. i gjellevev hos laks fra anlegg GB. Hvert punkt
representerer en individuell fisk. Dataene er presentert som reversert Ct-verdi (40 — Ct-verdien)
og Log NE-fold. Den sorte linjen er gjennomsnittet for hver gruppe. N = 30 for gruppene «fgr
behandling» og «dgd under behandling». N = 32 for «etter behandling». Ns = no significance.

Prevalensen for Candidatus Branchiomonas cysticola var 100 % i gjellevev. Tettheten i

analysert gjellevev var hgyest fgr behandling (Figur 3.14). Tettheten for B. cysticola har en

signifikant minskning mellom fgrste og siste uttak.
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Figur 3.14 Tetthet av Candidatus Branchiomonas cysticola i gjellevev hos laks fra anlegg GB.
Hvert punkt representerer en individuell fisk. Dataene er presentert som reversert Ct-verdi (40
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— Ct-verdien) og Log NE-fold. Den sorte linjen er gjennomsnittet for hver gruppe. N = 30 for
gruppene «for behandling» og «ded under behandling». N = 31 for «etter behandling». *** P
<0.001 og **** P <0.0001.

30



3.2 Anlegg LB

3.2.1 Abiotiske faktorer

Sjetemperatur i forkant, under og etter termisk behandling av laks p4 lokalitet LB (figur 3.15).

1;C Temperatur i anlegg LB
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| |
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Uke

Figur 3.15: Oversikt over temperatur i sjo i1 anlegget LB 1 2022 i forkant av behandling, under
behandling og etter behandling. Uttak av laks fer behandling (grenn pil) uttak av laks etter
behandling (bl pil). Data hentet fra Barents Watch.

Lakselus ble registrert pa fisken for og etter behandling (og hos ded fisk) og i tillegg er det
hentet inn lakselusdata fra BarentsWatch (figur 3.16). Telling av bevegelige stadier av lakselus
uke 34 2022 (for behandling) gav en gjennomsnittlig verdi pd 2,3 lus/fisk, mens det
gjennomsnittlige antall lus hos ded fisk (etter behandling) va 0,15 lus/fisk. I uttaket 11 dager
etter behandling ble det registrert 0,95 lus/fisk.
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Figur 3.16 Antall lakselus for, under og etter termisk behandling. Uttak av laks for behandling
i uke 33 (grenn pil), uttak av laks etter behandling i uke 35 (bld pil). Data hentet fra
BarentsWatch.

Makroskopisk gjellescore ble gjennomfort for og etter termisk behandling. Begge sidene av
gjellebuene pa venstre side ble inkludert i evaluering av den makroskopiske gjellehelsen. For
behandling ble det observert gjellescore pd 5 av 30 (16,6 %) laks hvor maksimal score pa en
gjelleside var 2. 14 dager etter behandling ble det observert gjellescore pa 12 av 32 (37,5 %)

undersekte individer. Her var maksimal score 2 pa to gjelleflater.

Den gjennomsnittlige vekt, lengde og kondisjonsfaktor for og etter behandling samt hos fisk
som dede under behandling kommer frem av figur 3.17. Ded fisk etter behandling hadde
gjennomsnittlig lavere vekt og lengde. Fisken hadde likevel en signifikant ekning i vekt og

lengde mellom behandling og siste proveuttak 14 dager senere.
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Figur 3.17. Vekt, lengde og kondisjonsfaktor hos laks i anlegg LB for og etter termisk
behandling, samt hos ded fisk.

I fgrste prgveuttak var fiskens gjennomsnittlige vekt og lengde 2822 + 602 gram og 60 + 4,25
cm. | andre prgveuttak var fiskens gjennomsnittlige vekt og lengde 2543 + 763 gram og 57 + 6
cm. I tredje prgveuttak, 2 uker etter behandling, var fiskens gjennomsnittlige vekt og lengde
3669 + 819 gram og 61 + 5,3 cm. Dette gir en gkning i vekt pa 30,0 % fra forste prgveuttak.
Foring av fisken ble gjenopptatt dagen etter gjennomfgrt behandling og stabiliserte seg til nivaet
fgr behandling etter kort tid. Utforingen dagen etter behandling var pa 40,5 % av nivaet fgr

behandling.
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Figur 3.18. Daglig dedelighet i behandlet merd pé lokalitet LB for og etter behandling (ferskvann —
termisk behandling). Grenn pil = uttak av fisk fer behandling (24.08.2022). Red pil = uttak av fisk 14
dager etter behandling (08.09.2022). N = antall individer.

Den gjennomsnittlige dedeligheten 31 dager for behandling var 10,9 individer (0,02 %). Pa
behandlingsdagen og de pédfelgende tre dagene dede det i gjennomsnitt 44,3 individer. Det
utgjorde 0,08 % av det totale antallet fisk i merden. I perioden frem til siste preveuttak
(08.09.22) 1a dedeligheten 1 gjennomsnitt pa 6,5 individer (0,01 %). Behandlingen forte ikke til
betydelig dedelighet (figur 3.18)

3.2.2 Histologi
Histologi gjeller
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Figur 3.19. Gjennomsnittlig gjellescore pa laksen ved to prgveuttak for anlegg LB. «1» er
prgveuttaket «fgr behandling» og «2» er «etter behandling». De elleve patologiske endringene
omfatter A: slimcellehypertrofi, B: klubbing, C: lifting, D: epitelcellehypertrofi, E:
epitelcellehyperplasi, F: fortykket distalt filament, G: fersk aneurisme, H: blgdende aneurisme,
I: gammel aneurisme, J: inflammasjon, K: nekrose. Gjellescore ble gitt mellom 0-3. N = 30 for
«1». N =31 for «2».

Histologiske undersokelser av gjellene viste at gjellene var mest preget av slimcellehypertrofi,

klubbing og lifting (figur 3.19). For disse parameterne ble det gitt enkelte score 2. Funn av
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lifting gav to score 3. Parameterne som hadde okt gjennomsnitt etter behandling er
slimcellehypertrofi, epitelcellehypertrofi og epitelcellehyperplasi. Undersokelsene viste fa fisk
med aneurismer, men ¢én fisk hadde ferske aneurismer tilsvarende score 2, og to fisk hadde
bledende aneurismer tilsvarende score 1. Fiskene med aneurismer tilhorte proveuttaket «etter
behandling». For de andre patologiske endringene ser man at den gjennomsnittlige scoren har

sunket for proveuttaket «etter behandlingy.

- e

Figur 3.20. A: Sekundere lameller med kraftig slimcellehypertrofi, klubbing og
epitelcellehyperplasi. B: Sekundere lameller med lifting, slimcellehypertrofi og
epitelcellehyperplasi.
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Figur 3.21. Primerlameller kraftig affisert med aneurismer og klubbing to uker etter

behandling.

323 RT-PCR

Prevalens av utvalgte patogener fgr og etter behandling, samt prevalens hos laks som dgde
under behandling (figur 3.22). Det var 100% prevalens i de tre uttakene for PRV, Candidatus

Branchiomonas cysticola, Candidatus Piscichlamydia salmonis og Paranucleospora theridion.
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Tabell 3.2. Oversikt over real-time RT-PCR resultater av gjeller fra anlegg LB. Tabellen
inneholder resultater for tre prgveuttak, for og to uker etter behandling, samt dgdfisk. Viser
gjennomsnittlig Ct-verdi, rangen for de positive prgvene og prevalensen. N = 30 for de

respektive uttakene.

Ct- verdi % Ct- verdi % Ct- verdi
Gj.snitt Range Prevalens Gj.snitt Range Prevalens Gj.snitt Range
For Dgd
Virus
Sav Neg Neg 0 Neg Neg 0 Neg Neg
ISAV Neg Neg 3,3 Neg Neg 0 Neg Neg
PRV1 27,3 23,5-30,1 100 25 20,9-29,3 100 24,4 20,4-314
PMCV 26,9 20,6-34,9 100 27,2 19,7-36,4 100 27,1 22,4-36,4
SGPV Neg Neg 0 29,2 22,3-36,1 16,7 Neg Neg
IPNV 36 36 3,3 neg neg 0 36,5 36,5
Parasitter
P. therdion 23,3 18,2-29,8 100 22 11,4-30,0 100 23,3 17,5-28,2
P. perurans 30,5 21,0-34,5 70 29,6 26,1 -33,7 13,3 Neg Neg
Costia 24,3 19,6-32,6 100 20,7 If6,7 - 29,5 100 28,5 19,8 - 33,7
P. Pseudobr. 29,2 17,0-33,5 76,7 29,7 25,5-33,3 76,7 32,9 27,9-36,9
Bakterier
Ca. B. cysticola 17,5 13,2-21,3 100 16,1 7,3-22,9 100 19,1 13,3-23,9
Ca.P.salmonis 20,4 17,9-23,2 100 21 18,0-30,7 100,0 19 15,5-23,2
Y. ruckeri neg neg 0,0 26,6 20,4 -30,5 23,3 34,7 34,7

%
Prevalens
Etter

100
93,5

3,2

100

74,4
64,5

100
100
3,2

Analyse av de 90 prgvene viste negativt resultat for Salmonid alfavirus (SAV), Salmonid
gjellepoxvirus (SGPV) og parasitten Tetracapsuloides bryosalmonae (PKX). Det var én positiv
prgve for Infeksigs lakseanemi virus (ISAV) hos fisk fgr behandling (Ct 38.9). Analyse av
gjellevev for bakterien Yersinia gav syv positive resultater i uttaket «ded under behandling» og
én positiv 1 gruppen «etter behandling». Analyse for SGPV ga fem positive utslag i gruppen

«under behandlingy i gjellevev.

Analyse av gjellevev for Infeksios pankreasnekrosevirus (IPNV) viste to positive individer i
proveuttaket «for behandlingy, én i «under behandling» og fire i «etter behandling». Resultatet
fra analyse av nyrevev ga to positive resultater i «for behandling», og atte i «under behandling»
og «etter behandling». Alle positive resultater for IPNV i nyrevev hadde en Ct-verdi mellom

34,0 0og 37,4.
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Resultatene av analyse for Tenacibaculum spp. (Tb-tuf) ga ett positivt resultat i gruppen «under

behandling» i nyrevev (Ct-verdi 36,0).

Blant de analyserte nyre- og gjelleprgvene var det positive resultater for Piscine orthoreovirus
(PRV-M2), Piscine myokardittvirus (PMCV), Paranucleospora theridion (Nuc), Candidatus
Piscichlamydia salmonis (Pch) og Candidatus Branchiomonas cysticola (Epit), Ichthyobodo
spp. (Costia) og Paramoeba perurans. Sistnevnte hadde en prevalens pa gjellene pa 70 % i
uttaket «f@gr behandling», 13 % prevalens i uttaket «dgd etter behandling» og ingen positive

analyser i uttaket «to uker etter behandling» (tabell 3.2).

Piscine orthoreovirus

Prevalensen for Piscine orthoreovirus (PRV1) var 100 % i bade gjelle- og nyrevev. Tettheten i
analysert gjellevev var hgyest to uker etter behandling (P < 0.0001) (Figur 3.22). Tettheten for
PRYV har en signifikant gkning mellom fgrste og siste uttak. I nyrevevet var det totalt sett ingen
signifikant forskjell i densitet for PRV1 mellom de tre uttakene. Analysene viser gkt tetthet
mellom uttaket «fgr behandling» og «dgd under behandling» (P < 0.0001) (Figur 3.23).
Tettheten mellom uttakene «dgd under behandling» og «etter behandling» viser en signifikant

minskning (P <0.0001).
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Figur 1.22. Tetthet av PRV1 pa gjellene hos laks fra anlegg LB. Hvert punkt representerer en
individuell fisk. Dataene er presentert som reversert Ct-verdi (40 — Ct-verdien) og Log NE-
fold. Den sorte linjen er gjennomsnittet for hver gruppe. N = 30 for gruppene «fgr behandling»
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og «dgd under behandling». N = 31 for «etter behandling». *** P < 0.001 og **** P <(0.0001,
ns = no significance.
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Figur 3.23. Tetthet av PRV i nyre hos laks fra anlegg LB. Hvert punkt representerer en
individuell fisk. Dataene er presentert som reversert Ct-verdi (40 — Ct-verdien) og Log NE-
fold. Den sorte linjen er gjennomsnittet for hver gruppe. N = 30 for gruppene «fgr behandling»
og «dgd under behandling». N = 31 for «etter behandling». **** P < 0.0001, ns = no
significance.

Piscine myokarditt virus (PMCV)

Prevalensen for PMCV var 100 % i uttakene «fgr behandling» og «under behandling».
Prevalensen for uttaket «etter behandling» var pa 93,5 %. Det er ingen signifikante forskjeller
1 tettheten mellom de tre uttakene for PRV 1 verken gjelle- eller nyrevev. I nyrene er den laveste
tettheten 1 uttaket «fgr behandling» (figur 3.25). Man kan se en gkning 1 tetthet for gruppen
«under behandling», etterfulgt av en minskning i uttaket to uker senere, «etter behandling». Det
ble ogsa gjort prgveuttak av hjertet fra fisken i uttaket «dgd under behandling». Analyse av
hjertevevet ga 28 positive individer for PMCV (figur 3.26). Den gjennomsnittlige Ct-verdien
for PMCV i hjertet var 24,1. Rangen for PMCV i hjertet 14 pa 14,8-37,7.
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Figur 3.24. Tetthet av PMCV 1 gjelle hos laks fra anlegg LB. Hvert punkt representerer en
individuell fisk. Dataene er presentert som reversert Ct-verdi (40 — Ct-verdien) og Log NE-
fold. Den sorte linjen er gjennomsnittet for hver gruppe. N = 30 for gruppene «for behandling»
og «ded under behandling». N = 31 for «etter behandling». Ns = no significance.
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Figur 3.25. Tetthet av PMCV i nyre hos laks fra anlegg LB. Hvert punkt representerer en
individuell fisk. Dataene er presentert som reversert Ct-verdi (40 — Ct-verdien) og Log NE-
fold. Den sorte linjen er gjennomsnittet for hver gruppe. N = 30 for gruppene «for behandling»
og «ded under behandling». N = 31 for «etter behandling». Ns = no significance
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Figur 3.26. Tetthet av PMCV 1 hjertet hos laks fra anlegg LB i prgveuttaket «dgd under
behandling». Hvert punkt representerer en individuell fisk. Dataene er presentert som reversert
Ct-verdi (40 — Ct-verdien) og Log NE-fold. Den sorte linjen er gjennomsnittet. N = 30.

Paranucleospora theridion (Nuc)
Prevalensen for Paranucleospora theridion var 100 % for alle tre uttakene. Det er lite forskjeller

i tettheten mellom gruppene. I gjellene er det i ingen signifikante forskjeller (figur 3.27).

Tettheten avtar litt for gruppen «etter behandling». I nyrene kan man se sterst tetthet i gruppen

«under behandlingy (Figur 3.28).
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Figur 3.27 Tetthet av Paranucleospora theridion i gjelle hos laks fra anlegg LB. Hvert punkt
representerer en individuell fisk. Dataene er presentert som reversert Ct-verdi (40 — Ct-verdien)
og Log NE-fold. Den sorte linjen er gjennomsnittet for hver gruppe. N = 30 for gruppene «fgr
behandling» og «dgd under behandling». N = 31 for «etter behandling». Ns = no significance.
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Figur 3.28. Tetthet av Paranuclospora theridion i nyrene hos laks fra anlegg LB. Hvert punkt
representerer en individuell fisk. Dataene er presentert som reversert Ct-verdi (40 — Ct-verdien)
og Log NE-fold. Den sorte linjen er gjennomsnittet for hver gruppe. N = 30 for gruppene «fgr
behandling» og «dgd under behandling». N = 31 for «etter behandling». ** P <0.01, Ns = no
significance.

Ichthyobodo spp. (Costia)

Prevalensen for Ichthybodo spp. (Costia) pa gjellene var 100 % for gruppene «fgr behandling»
og «dgd under behandling». Prevalensen i gruppen «etter behandling» var 74,2 %. Det er en
signifikant forskjell i tetthet mellom «etter behandling» og de to foregaende gruppene (Figur

3.29). Noen individer i gruppen «dgd under behandling» kan ses med signifikant hgye reverse

Ct-verdier og NE-fold-verdier.
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Figur 3.29. Tetthet av Ichthybodo spp.
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1 gjellevev hos laks fra anlegg LB. Hvert punkt

representerer en individuell fisk. Dataene er presentert som reversert Ct-verdi (40 — Ct-verdien)
og Log NE-fold. Den sorte linjen er gjennomsnittet for hver gruppe. N = 30 for gruppene «fgr
behandling» og «dgd under behandling». N = 31 for «etter behandling». ** P <0.01 og **** P

<0.0001.

Paramoeba perurans

Prevalensen for P. perurans var lav. Det var ingen positive individer i gruppen «etter

behandling».
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Figur 3.30. Tetthet av P. perurans i gjellevev hos laks fra anlegg LB. Hvert punkt representerer
en individuell fisk. Dataene er presentert som reversert Ct-verdi (40 — Ct-verdien) og Log NE-
fold. Den sorte linjen er gjennomsnittet for hver gruppe. N = 30 for gruppene «fgr behandling»
og «dgd under behandling». N = 31 for «etter behandling».

Parvicapsula pseudobranchicola

Prevalensen av Parvicapsula pseudobranchicola 1a pa henholdsvis 73,3 %, 76,7 % og 61,3 %
for uttakene «fgr behandling», «under behandling» og «etter behandling». Den laveste Ct-
verdien for alle analysene for Parvicapsula pseudobranchicola var pa 17,0 i gjellevev i gruppen
«fgr behandling» (figur 3.31). Gruppen med den laveste tettheten var «etter behandling» i
gjellevev. Resultatet for nyrevevet viser signifikante forskjeller mellom uttakene «fgr
behandling» og «etter behandling» sammenlignet med «dgd under behandling». Tettheten er

hgyest for uttaket «dgd under behandling» (figur 3.32).
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Figur 3.31. Tetthet av Parvicapsula pseudobranchicola i gjellevev hos laks fra anlegg LB.
Hvert punkt representerer en individuell fisk. Dataene er presentert som reversert Ct-verdi (40
— Ct-verdien) og Log NE-fold. Den sorte linjen er gjennomsnittet for hver gruppe. N = 30 for
gruppene «fgr behandling» og «dgd under behandling». N = 31 for «etter behandling». ** P <
00.1 og *** P <0.001, ns = no significance.
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Figur 3.32. Tetthet av Parvicapsula pseudobranchicola i nyrevev hos laks fra anlegg LB. Hvert
punkt representerer en individuell fisk. Dataene er presentert som reversert Ct-verdi (40 — Ct-
verdien) og Log NE-fold. Den sorte linjen er gjennomsnittet for hver gruppe. N = 30 for
gruppene «fgr behandling» og «dgd under behandling». N = 31 for «etter behandling». * P <
0.05 og ** P <0.01, ns = no significance.

Candidatus Piscichlamydia salmonis Pch
Prevalensen av Cand. Piscichlamydia salmonis er 100 % i gjellevev for de tre prgveuttakene.
Det er lite endringer 1 tetthet mellom fgr, under og etter behandling. Tettheten er litt hgyere for

gruppen «etter behandling», sammenlignet med de to foregdende prgveuttakene (figur 3.33).
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Figur 3.33. Tetthet av Candidatus Piscichlamydia salmonis i gjellevev hos laks fra anlegg LB.
Hvert punkt representerer en individuell fisk. Dataene er presentert som reversert Ct-verdi (40
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— Ct-verdien) og Log NE-fold. Den sorte linjen er gjennomsnittet for hver gruppe. N = 30 for
gruppene «for behandling» og «ded under behandling». N = 31 for «etter behandling». * P <
0.05 og ** P <0.01.

Candidatus Branchiomonas cysticola
Prevalensen av Cand. Piscichlamydia salmonis er 100 % i gjellevev for de tre prgveuttakene.
Tettheten er litt hgyere for gruppen «dgd under behandling», sammenlignet med de to andre

prgveuttakene (figur 3.34). Tettheten er lavest «etter behandling».
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Figur 3.34. Tetthet av Candidatus Branchiomonas cysticola i gjellevev hos laks fra anlegg LB.
Hvert punkt representerer en individuell fisk. Dataene er presentert som reversert Ct-verdi (40
— Ct-verdien) og Log NE-fold. Den sorte linjen er gjennomsnittet for hver gruppe. N = 30 for
gruppene «for behandling» og «ded under behandling». N = 31 for «etter behandling». * P <
0.05 og ** P <0.01, ns = no significance.
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4. Diskusjon

Lakselus, og bekjempelsen av den, utgjgr i dag en del av den stadig gkende produksjonskostnad
1 norsk oppdrett (Ruggesaeter et al., n.d.). I tillegg til den direkte kostnaden ved behandlingen,
er sulting av fisken, behandlingsdgdelighet og nedklassing av filetkvalitet indirekte kostnader
knyttet til lakselus-behandling (Sandvaer et al., 2018). Det er mange ulike behandlingsmetoder
mot lakselus, og oppdretter ma ta en vurdering med bakgrunn pa effektivitet, fiskevelferd,
arstid, fiskens stgrrelse og infeksjonspress (Grefsrud et al., n.d.; Nilsson et al., 2023; Overton
et al., 2019; Poppe et al., 2018). I dette studiet ble effekten termisk behandling av laks holdt i
fire timer i kjglt ferskvann, i storskala produksjon, vurdert med fokus pa gjellehelse.

Studier som har sett pa termisk avlusning har konkludert forskjellig og det er behov for mer
kunnskap om denne typen behandling. Vurderingene av de to avlusningene som ble
gjennomfgrt i dette studiet er basert pa vurdering av ytre skader pd fisk, makroskopisk
gjellescore, histo-score av gjeller, patogenbelastning (basert pa uttrykking av RNA fra utvalgte
mikroparasitter), appetitt etter behandling, og vekst i en kort periode etter behandling.

Milet med oppgaven er a dokumentere effekten av denne type mekanisk avlusing (av laks fra
kjglt ferskvann) for a se om den har mindre negativ innvirkning pa gjellehelse og dermed
fiskevelferd 1 forhold tidligere tiln@rminger til termisk behandling. Det ble gjennomfgrt to
behandlinger, en 1 juni og en 1 august. Fisken som ble behandlet i anlegg GB ble senere flyttet

til LB. Det er med andre ord den sammen fisken som ble behandlet i begge anleggene.

I en risikorapport fra Havforskningsinstituttet vises det til resultater som tyder pa at termiske
behandlinger bgr unngas ved temperaturer over 13°C (Grefsrud et al., 2018.). I en
tiltaksveileder publisert av Sjgmat Norge pa Lusedata.no anbefales det a veksle mellom
avlusningsmetoder etter arstid og temperatur. I tiltaksveilederen anbefales annen mekanisk
avlusning som behandlingsmetode ved hgye sjdtemperaturer, mens termiske
avlusningsmetoder er a foretrekke om vinter/var/tidlig sommer. Det behov for mer forskning
pa bruk av termisk behandling av laks ifglge Nygaard et al. (2020). Nygaard et al. peker pa at
det har vaert hgyere dgdelighet som fglge av medisinfrie behandlingsmetoder enn ved bruk av
legemidler og skriver at konsekvensene blant annet er stress og ytre skader. Folkedal et al.,

(2021) utfgrte en studie hvor de sa pa effekten av bedgvelse av fisken fgr termisk avlusning, og
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fant at fisken hadde lite atferd som indikerte ubehag, fa skader som fglge av stress og
kollisjoner, god appetitt og lav dgdelighet.

I mitt studium ble behandlingen i anlegg GB ble gjennomfgrt tidlig i1 juni ved en temperatur i
havet pa 9 °C og med en behandlingstemperatur 28,5 °C etter at laksen ble holdt i kjglt
ferskvann ved 6.5 °C, mens behandlingen i anlegg LB (ved en sjgtemperatur pa 15 °C) ble
gjennomfgrt i slutten av august med en behandlingstemperatur pa 28 °C etter at fisk fgrst ble
holdt i kjglt ferskvann (6 °C). I kontrast til tidligere studier var dgdeligheten 1 mitt studium ikke
hgyere enn forventet dgdelighet etter medikamentell behandling. Det ble heller ikke oppdaget
betydelige mekaniske skader, men histologien avdekket mange ferske aneurismer pa noen
individer etter behandlingen (se del om histologi). Til tross for anbefalingene om a ikke
behandle ved hgye temperaturer, ble denne studien gjennomfgrt med gode resultater i
september ved relativt hgye sjgtemperaturer. Dgdeligheten som fglge av den termiske
avlusningen var lav (figur 3.4 og 3.18), selv med hgye sjgtemperaturer (figur 3.1 og 3.15) og
en relativ hgy tetthet av enkelte makro- og mikroparasitter (PRV1, PMCV, P. theridion, Cand.

B. cysticola) i og pa fisken.

En studie om sar og skader etter termisk behandling peker pa en sammenheng mellom fiskens
lengde og blgdninger, sannsynlig fordi en stgrre fisk trolig vil kunne skade seg selv ved stress
og trenging (Winger, 2020). En annen studie kom frem til samme korrelasjon, men fant i tillegg
epidermal erosjon, gjelleblgdninger og gjellenekroser etter termisk behandling (Jergensen &
Red, 2019) Studien til Moltumyr et al., (2021) fant at laks eksponert for sjgvann som holdt 34
°C 130 sekunder hadde fa signifikante lesjoner foruten finneskader, og konkluderte med at disse
sannsynligvis var forarsaket av stress og kollisjoner ved eksponering for varmt vann. Det er
ikke foretatt en inngdende evaluering av status til hud, men det er registrert lakselus og
sarproblematikk bade fgr og etter behandling, samt hos laks som dgde under behandlingen. I
dette studiet ble det observert enkelte fisk med sar etter lakselus og mekaniske sér, epidermale
blgdninger (figur 3.5 og 3.6). De siste er sannsynligvis et resultat av trenging og handtering i

forbindelse med behandlingen.

Grgntvedt et al., (2015) utfgrte en studie for & dokumentere og vurderer effekten av termisk
avlusning. Studiens mal var & male effekten av avlusningen opp mot fiskevelferden. De fant at
termisk avlusning fjernet 75-100 % av mobile lus. De sa ogsa betydelig dgdelighetsrate i anlegg

hvor det var pavist gjellesykdom. De lave dgdelighetstallene i begge anlegg i mitt studium kan
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sannsynligvis delvis forklares av god gjellehelse basert pa histologiske undersgkelser av
gjellene. Kartlegging og evaluering av gjellestatus og sykdom i forkant av behandling vil derfor
vare viktig fgr behandling startes opp. I en studie av Nilsson et al., (2023) fant de at termisk
avlusning ved 28-30 °C ikke fjernet 100% av alle preadulte og adulte lus, selv ikke ved
eksponering i 120 sekunder, men de fant at de fleste lus slapp taket innen 30 sekunder. De peker

ogsa pa at lavere behandlingstemperaturer burde kompenseres med lengre eksponeringstid.

Lakselusens infeksjonstrykk varierer med energitilgjengeligheten, alder og temperatur (Dalvin
et al., 2020; Hamre et al., 2019b; Samsing et al., 2016). Skern-Mauritzen et al., (2020) sa i sin
studie at infeksjonsraten gkte med temperaturen nar sjgtemperaturen er mellom 6 og 15 °C.
Ved 15 °C var infeksjonsraten nesten tre ganger sa hgy som ved 5 °C. Samsing et al., (2016)
viste at klekkeraten for lakselusegg var 87 % + 3 % i vann som holder 10 °C og 100 % ved 15-
20 °C. I mitt studium var det reduksjon av lakselus etter begge behandlingene. Lusetallet for
anlegg GB viste reduksjon i antall bevegelige stadier etter behandling og vedvarende lavt
lusetall i ukene etterpa (Figur 3.2). For anlegg LB var det en kraftig reduksjon rett etter
behandling, men lusetallet gikk deretter, i lgpet av 14 dager, tilbake til nivaet fgr behandling.
Ved begge behandlingene ses en signifikant minking 1 antall bevegelige lus etter behandling.
Sjetemperaturer kan forklare gkningen i antall bevegelige stadier av lakselus etter behandling i
anlegg LB. Behandlingen dreper ikke lus som er 1 fastsittende stadier og disse vil ved hgy
sjgtemperatur raskt na preadulte stadier. Behandlingen foregikk ogsa merd for merd, noe som
kan forklare deler av lusepaslaget. Lusen som falt av fisken under behandling, og som ikke ble
fanget opp under avlusing, kan ha blitt overfgrt til nabomerder. Behandlingsvannet ble filtrert
og handtert for a hindre at lusen ble gjeninnfgrt til anleggene, men det er uvisst hvor effektiv

slik filtrering er.

I dette prosjektet ble et forenklet scoringssystem brukt til histologisk analyse. Metoden tar for
seg fem primare lameller pa andre gjellebue. Metoden omfatter en liten del av gjellene, og dette
kan vere med pa a gi et forenklet bilde av gjellenes tilstand. Ved a score hele gjellen kunne
resultatet blitt et annet, men pa grunn av begrenset tid ble kun fem prim@rlameller undersgkt.
Hvilke fem lameller som ble analysert ble valgt pa bakgrunn av tilstand og snittkvalitet, men
burde vert randomisert for a sikre en mest mulig objektiv vurdering av gjelletilstanden. Valg
av primarlameller for histo-score er derfor til en viss grad subjektive. For a minske grad av
uoverensstemmelse 1 vurderingene, er det samme person som vurderte de 120 snittene.

Scoringen kunne og vert utfgrt over et kortere tidsrom med tilfeldig valg av slides for sikrere
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en mer objektiv vurdering (dette ble ikke gjort). Gjellesnitt kan vere vanskelig & score pa grunn
av prepareringen. Det var i noen tilfeller vanskeligheter med a skille patologi og artefakter.
Dette kan pavirke hvorvidt man kan finne endringer fgr og etter behandling. Enkelte snitt var
svart preget av artefakter, noe som gjorde scoringen utfordrende. I disse tilfellene ble de fem
minst pregede lamellene valgt.

Basert pa histologisk analyse kan det se ut til at behandlingen ikke pévirket gjellescoren
negativt. Resultatet av histologisk analyse viser at de fleste parameterne har lavere
gjennomsnittsscore etter behandling. I anlegg GB kan man se at den gjennomsnittlige scoren
for parameterne «klubbing», «lifting», «epitelcellehypertrofi», «epitelcellehyperplasi» og
«fortykket distal filament» er lavere. Det eneste parameteret som har en hgyere score etter
gjennomfgrt behandling er «slimcellehyperplasi».

Basert pa den histologiske analysen av fisken i LB kan det se ut som om behandlingen ha
pavirket gjellene i noen grad. Noen av parameterne har en hgyere score etter behandlingen.
Dette gjelder parameterne «slimcellehypertrofi, «lifting», «epitelcellehypertrofi» og
«epitelcellehyperplasi». Den gjennomsnittlige scoringen for alle parametere er hgyere i anlegg

LB enn i anlegg GB.

Den hgye prevalensen for gjellepatogener, kombinert med mangelen pa tilsvarende
gjellepatologi, samsvarer ikke med tidligere funn (Lyng, 2021; Mitchell et al., 2013; S. Nylund
et al.,2011; Steinum et al., 2010). En forklaring kan vare at patologien var flekkvis pa gjellene
og derfor ikke har blitt observert. Oppsummert var det lite samsvar/korrelasjon mellom
dgdelighet, makroskopisk gjellescore og prevalens for patogener. Ved histologiske analyse fant
man enkelte fisk med mange ferske aneurismer to uker etter behandling. Disse kan vare et
resultat av mekanisk stress, dvs. kanskje et resultat av pumping/heving av fisken ved hjelp av
undertrykk. Brgnnbater har ulike prosedyrer, pumpesystem og brgnnforhold. Det kan vere
vanskelig a skille mellom hvilke skader og sar som er forarsaket av trenging og pumping versus
termisk behandling. I en rapport fra SINTEEF sa de pa effekten undertrykksendringer hadde pa
laksens atferd, oppdrift og luftslipp i forbindelse med rgrtransport under handtering. I forsgket
utsatte de fisken for undertrykk som tilsvarer et 1gft pa 7-8 meter pa 2,5-3,5 sekunder og utfgrte
deretter obduksjon. Ved makroskopisk obduksjon av fiskens svgmmeblare fant de ingen tegn
til skade (Schrgder et al., 2022). I et annet studium med ferskvannsbehandling mot P. perurans
ble det observert alvorlige blgdninger og aneurismer etter pumping av fisken til ferskvann og

tilbake til sjo (Gjerde, 2023). Her ble fisken ikke utsatt for termisk behandling, kun trenging og
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pumping. Fremtidige studier bgr se pa effekten av undertrykk pa laksens gjeller i forbindelse

med transport av fisk i rgrsystemer.

Det kan antas at fisken opplever stress som fglge av handtering, trenging og eksponering for
varmt vann (Poppe et al., 2018). Intensiteten av behandling og handtering i norsk oppdrett
stresser fisken og pavirker dens immunsystem (Nardocci et al., 2014) Stress over en lang
periode kan forarsake en tilstand av kronisk stress, som kan inhibere immunsystemet til
beinfisker (Nardocci et al., 2014). I en studie av Fast et al., (2008), sa de pa korttids- (15
sekunder handtering én gang) og langtidseffekten (15 sekunder handtering hver dag over 4
uker) av stress hos atlantisk laks. Stresset ble kvantifisert gjennom maéling av kortison.
Resultatene viste at det var ingen signifikant endring hos fisken i noen av gruppene. Fisken som
ble utsatt for stress over fire uker hadde nivaer tilsvarende kontrollgruppen. I mitt studium ble
ikke stressresponsen til fisken malt, men man kan anta at appetitt og vekst gir en indikasjon.
Ved kronisk stress ville man kanskje kunne observert en stagnering i vekst, men 1 kontrast til
dette sa man at fisken raskt gjenopptok appetitt i begge anleggene. Dette kan vare et resultat
av nedkjgling i ferskvann fulgt av en lavere makstemperatur (A22 °C) i forbindelse med termisk
behandling. I videre studier burde stress tas med som en faktor for & vurdere fiskevelferden i

forbindelse med termisk avlusning.

Termisk avlusning har som mal a varmesjokke lakselusen slik at den paralyseres og mister
grepet om verten. Dette gjgres ved eksponering i vann som holder en temperatur verken lusen
eller laksen er vant til eller tilpasset. Laksens preferanse er vanntemperaturer under 18 °C
(Oppedal et al., 2011). Poppe et al., (2018) skrev i Norsk Veterin@rtidsskrift at det hjelper lite
a gjgre det man kan for 4 minske stresset og trengingen ved behandling dersom fisken likevel
utsettes for smerte ved varmtvannsbehandling. Laksen eksponeres for vann som er sa varmt at
det kan stimulere nosiseptive nervefibre og det oppleves som smerte (Poppe et al., 2018). En
studie av Nilsson et al., (2019) konkluderte de med at laks som ble holdt i vann over 28 °C var
tydelig aversive til eksponeringen innen noen sekunder. Studien baserte seg pa
adferdsendringer, og de sa at laksen viste atferd som samsvarer med smerterespons. I mangel
pa ansiktsuttrykk og lyder, ble svgmmeatferd brukt som et mal pa ubehag og fisken som ble
utsatt for temperaturer over 28 °C opprettholdt hgy svemmeatferd, og kolliderte med vegger og
vannoverflaten fgr de mistet bevisstheten, likevekten og dgde.

Dgdeligheten kan vare en indikator pa den generelle fiskevelferden i et anlegg. I 2018 dgde
16,8 % av atlantisk laks i norsk oppdrett (B. B. Jensen et al., 2020). Veterin@rinstituttets
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statistikk viser at 8,4 % av den totale lakseproduksjonen i 2022 dgde i forbindelse med
héndtering og sykdomsbekjempelse. 1 en artikkel publisert 08. juli 2022 skriver
Veterin®rinsituttet at 20 % av dgdeligheten blant laks i oppdrett er et direkte resultat av
avlusning (MortMonitor - Veterineerinstituttet, n.d.). De peker spesielt pa metoder innen
medikamentfri behandling som benytter hgy grad av handtering, spyling og varmt vann
(termisk avlusning). I kontrast til denne statistikken var det lav dgdelighet pa begge anlegg i
forbindelse med behandlingen med henholdsvis 0,01 % og 0,08 % for anlegg GB og LB. En
faktor som delvis kan forklare dette er at fisken som ble behandlet hadde generelt en god
gjellehelse. Makroskopisk gjellescoring av begge anlegg i felt viste enkelte score 1 og 2, men

de fleste fisk ble scoret til O pa alle gjellebuer.

Det antas at spiseadferd reflekterer den indre tilstanden til laksen og er en viktig parameter for
a male stressresponsen etter behandling (Folkedal, Stien, et al., 2012). Ved tradisjonell termisk
behandling (34 °C) har man sett at fisken har avstatt fra a spise opp til en uke etter behandlingen
(Are Nylund pers. kom). I en studie av Walde et al., (2022) sammenlignet de ulike behandlinger
med hensyn til spiseatferd og vektgkning, og fant at termisk behandling hadde darligst vekst i
pafglgende syv dager etter behandling. I mitt studium ble dgdelighetsdata og oversikt over
utforing i perioden fgr og etter behandling tilsendt fra oppdretter for a kunne gi en generell
indikasjon pa fiskevelferden i tiden etter behandlingen. Foringen av anlegg LB og GB startet
opp igjen dagen etter behandlingsdagen. De etter behandling foret de ut henholdsvis 55,7 % og
40,5 % av nivaet fgr behandling. Fiskens K-faktor ble ikke nevneverdig pavirket av
behandlingen. En forklaring pa dette kan vere et resultat av at oppholdet i nedkjglt ferskvann
fulgt av termisk avlusning 1 28 °C ikke stresser fisken 1 lik grad som det er konkludert med i
andre studier omhandlende termisk avlusning (Gismervik et al., 2019; Sviland Walde et al.,

2021; Walde et al., 2022).

@kt dgdelighet under og etter behandlingen kan vere et resultat av en patogenbelastning. Det
ble funnet en rekke patogener i nyre- og gjellevev pa laks ved begge lokalitetene. Patogenene
som ble funnet med hgy prevalens i gjellene var Piscine orthoreovirus (PRVI1), Piscine
myocarditis virus (PMCYV), Paranucleospora theridion, Ichtyhybodo salmonis, Candidatus

Branchiomonas cysticola og Candidatus Piscichlamydia salmonis (tabell 3.1 og 3.2).
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Figur 4.1. Tettheten av paviste gjellepatogener fra de to anleggene. Grafen viser tettheten av
gitte patogener fgr og etter behandling, samt hos dgdfisk. Dataene er Log-transformert og vises
som Log NE-fold med standardavvik (SD). N = 30 for alle uttak unntatt LB og GB «etter
behandling», med henholdsvis N =31 og N = 32.

Kvéle, 2020 fant i sin studie ingen signifikante endringer i patogenbelastning eller
histopatologiske endringer som et resultat av termisk avlusning, men knytter dgdeligheten etter
behandlingen til status pa gjellehelsen og patogenbelastningen. Dstevik et al., (2022) observerte
1 sin studie en gkning i gjellelesjoner og prevalens av gjellepatogener etter termisk behandling,
samt gkt gen uttrykking av gener assosiert med cellestress, inflammasjon og proliferasjon av
gjellevev. Gjellepatogenene som @kte 1 prevalens var Paramoeba perurans,
Candidatus Branchiomonas cysticola, Paranucleospora theridion og SGPV. I en studie av
Gunnarsson et al., (2017) konkluderte de med at hgy tetthet av P. theridion sammenfaller med
gjellesykdom. De hevder parasitten kan vare et hovedagens innen gjellesykdom. Trenden for
fisken i anlegg GB er lavere patogenbelastning i etterkant av behandling. En forklaring pa dette
kan vare at god gjellehelse gjor fisken mer robust i mgte med fire timer 1 kjglt ferskvann fulgt

av termisk avlusning.

PRV1 ses med gkt tetthet i anlegg LB hos dgdfisk og etter behandling, sammenlignet med fgr
behandlingen (Figur 4.1). Veterin@rinstituttet skriver at HSMB ofte pavises ved funn av store
mengde PRV1 1 hjertet, samt histologiske funn av betennelse i1 hjertet (Hjarte Og
Skjelettmuskelbetennelse (HSMB), n.d.). Hjertet ble ikke analysert med real time RT-PCR for
PRV1. Ved histologisk analyse av hjertet ble det observert fokale nekroser og betennelse i atriet
hos dgdfisken i anlegg LB, men det var ikke mistanke om HSMB. I en studie av Oliveira et al.,

(2021) peker de pa at oppdrettsanlegg i sone 2-4 gjennomgar flere avlusninger og har hgyere
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dgdelighet pa fisk som fglge av CMS. Studien til Bang Jensen et al., (2020) konkluderer med
at patogenbelastet fisk som gjennomgar termisk avlusning har gkt dgdelighet og fare for
utvikling av CMS. Anlegg med utbrudd av CMS har hgy prevalens av PMCV sammenlignet
med anlegg som ikke utviklet CMS (Svendsen et al., 2019). Det var signifikante endringer i
mellom anlegg BG og LB 1 tetthet av PMCV. Det er vist at infeksjon med PMCV kan utvikle
seg til CMS i Igpet av 6,5 maneder (Fritsvold et al., 2021; Garseth et al., 2018; Wiik-Nielsen et
al., 2016). Det samsvarer med resultatene i mitt studium, hvor en ser at fisken mellom uttakene
1 juni og august fikk gkt tetthet og prevalens for PMCV, og utviklet CMS 1 Igpet av hgsten
2022. Fisken som dgde i anlegg LB hadde mye virusarvestoff i hjertet (figur 3.26), samt
histopatologiske funn av betennelse og nekrose i atriet, sa en forklaring pa dgdeligheten kan
veare at fisken som dgde hadde et affisert hjerte og dermed ikke talte behandlingen og stresset
det pafgrte fisken. Derfor kan tilstedeveresle av PMCV og dets potensiale for utvikling til

CMS vare noe a ta i betraktning ved gjennomfgring av behandling.

5. Konklusjon og videre arbeid

Studiumet mitt viste at hvis det foreligger god gjellehelse, vil laks holdt i fire timer 1 nedkjglt
ferskvann (6-6,5 °C) fulgt av termisk avlusning (28-28.5 °C), ha fa endringer i gjellevev og
patogenbelastning og lav ha dgdelighet. Behandlingen hadde god effekt pa fastsittende lus og
det var fa histopatologiske endringer pa gjellene mellom fisken som ble behandlet i anlegg GB
og LB. Fisken som dgde i anlegg LB hadde hgyere tetthet av PMCV. Fiskens K-faktor ble ikke
negativt pavirket som fglge av behandlingene og det var kun enkelte fisk med epidermale

blgdninger.

Basert pa funn i denne studien kan det vere lurt a vurdere fiskens gjellehelse og
patogenbelastning i forkant av behandlingen. PMCV-belastet fisk som gjennomgér termisk
behandling, kan basert pd denne studien og andre studier, fa gkt dgdelighet som fglge av
utvikling av CMS ved et senere tidspunkt. Studier tyder pa at termisk behandling kan fgre til
en gkning i CMS dedelighet. Det kan derfor vare hensiktsmessig a belastningsbegrense fisken

sa godt det lar seg gjore for & unngd at sykdom utvikler seg.
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