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FORORD

Dette er en avsluttende masteroppgave i profesjonsstudium i fiskehelse ved Universitetet i
Bergen (UiB). Oppgaven har tatt for seg vaksinering av berggylt mot atypisk furunkulose og
har gitt innsikt i noen svaert interessante og aktuelle problemstillinger knyttet til bruken av
rensefisk i norsk oppdrettsneering. Prosjektet har i sin helhet blitt finansiert av Vaxxinova
Norway og Marine Harvest, og laboratorieanalyser og -arbeid har blitt utfert ved Vaxxinova

Norway i Bergen.

Denne masteroppgaven er meg like kjeer som et fgrstefgdt barn, og samtidig fgler jeg meg na
klar for a se den forlate redet. Jeg er stolt over det den symboliserer og arbeidet som er
nedlagt i den. De neste sidene representerer avslutningen pa fem ars studier ved UiB. Fem
leererike og givende ar jeg aldri ville veert foruten, som har styrket en interesse og lidenskap

for biologi som jeg alltid kommer til a baere med meg

Forst og fremst gnsker jeg & rette en takk av kosmiske proporsjoner til min veileder @yvind
Brune Vagnes ved Vaxxinova Norway. Jeg setter pris pa tillitten, og jeg kan med handen pa
hjerte si at jeg ikke kunne fatt en bedre veileder og leeremester. Mitt overordnede mal for

fremtiden er & fa herredsmme over noen tusentalls mal med en anselig populasjon av klovdyr.

Jeg gnsker ogsa a takke Vaxxinova Norway generelt, og Elin Sunde spesielt, for opplaering,
laboratorieanalyser, fleksibel arbeidstid, repetisjon av oppleringen og et utrettelig
pagangsmot i mgtet med min inkvisitive natur. Det var en verdifull erfaring a fa delta, og
holde innlegg, pa Rensefiskkonferansen 2016 og bevitne den kollektive kunnskapsutvekslingen

som er s karakteristisk for denne naeringen.

Min biveileder Duncan J. Colquhoun ga aldri opp hapet om at jeg kunne bli en
mgnsterstudent, og Henriette Glosvik strakte seg ogsa langt for a bista meg i arbeidet.
Hjertelig takk til dere begge. Peder Jansen ved Veteringerinstituttet fortjener ogséa en takk for

langt mer enn fem minutter med statistikkradgiving.

En stor takk rettes naturligvis ogsa til Trond Fjeldveer og resten av mannskapet, for deres
imgtekommenhet, hjelpsomhet og ikke minst talmodighet nar arbeidsdagen var over og jeg
fortsatt hadde bgttevis med fisk igjen & dissekere. Jeg har hatt noen uforglemmelige opphold

pa deres vakre gy.

Anne Vesterdal Tjessem har veert min allierte gjennom lange dager pa kontoret, og har bydd
pa kjeerkomne distraksjoner nar jeg trengte det som mest, og minst. Jeg vet ikke hvor mange
verdensproblemer vare timelange diskusjoner har lgst, men jeg tror det er trygt a anta at vi

har identifisert de fleste.



Takk til pappa, som alltid har oppmuntret meg til & prestere akademisk og mamma som

uforbeholdent tar mitt parti nar ting butter litt imot.

Ida, det gir meg stor glede & meddele at vi fra na av kan ha samtaler som ikke utelukkende

dreier seg om fisk. Eller samtaler i det hele tatt.

Victoria Alice Flggum

Bergen, juni 2016
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Oppdrettet berggylt brukt som rensefisk for laks ble vaksinert med en divalent vaksine mot
Aeromonas salmonicida A-lagstype V og VI. En uvaksinert negativ kontrollgruppe med
samme opprinnelse ble fordelt pa andre merder i det samme sjganlegget, og det var i tillegg
villfanget leppefisk (hovedsakelig bergnebb) i alle merder. Etter utsett ble fisken ble fulgt opp
med fire prgvetakinger over en periode pa fem méaneder. Ved analyse av vevsprgver fra
hodenyre med sanntid revers transkriptase PCR (RT-PCR) og bakteriedyrking fra
nyreutstryk ble det pavist sykdomsutbrudd med A. salmonicida én og en halv méaned etter
utsett av oppdrettet berggylt. A-lagstyping viste at bade A. salmonicida A-lagstype V og VI

var representert i utbruddet, men at det var hgyest insidens av A-lagstype VI.

Det var hgyere forekomst av bakterien i prgvemateriale samlet fra uvaksinert berggylt og
villfanget leppefisk, sammenlignet med vaksinert berggylt. Resultatet av vaksineforsgket er

lovende, men ingen konklusjoner er trukket med hensyn til vaksineeffekt.

Vektdata viser at oppdrettet berggylt gikk betydelig ned i vekt i lgpet av de to forste
manedene etter utsett, og indikerer at det fortsatt mangler mye kunnskap om bruk av

berggylt som rensefisk.

Prelimnaere undersgkelser av A. salmonicida A-lagstype V og VI indikerer at det kan vzere

mulig & skille mellom isolater av disse to typene ved hjelp av biokjemisk karakterisering.



Kapittel 2

2. INNLEDNING

2.1. Leppefisker i Norge

Leppefiskfamilien (Labridae Cuvier 1816) omfatter ifplge World Register of Marine Species
(WoRMS 2016) over 500 marine arter, hvorav seks arter forekommer i norske farvann
(Skiftesvik & Nedreaas 2016). De vanligste er bergnebb (Ctenolabrus rupestris Linnaeus,
1758) og gronngylt (Symphodus melops Linnaeus, 1758), men ogséa berggylt (Labrus bergylta
Ascanius, 1767), grasgylt (Centrolabrus ezoletus Linnaeus, 1758), rgdnebb og blastal (Labrus
miztus Linnaeus, 1758) er vidt utbredt (Skiftesvik & Nedreaas 2016). Brungylt
(Acantholabrus palloni Risso, 1810) regnes som sjelden men observasjoner indikerer at den
kan veere vanligere enn man hittil har antatt (Espeland et al. 2010). De norske artene finnes i
kystneere strgk og har hovedsakelig utbredelse fra helt i sgr og nordover til Sgr-Trgndelag,
men noen finnes sa langt nord som Lofoten (Pethon 2005; Skiftesvik & Nedreaas 2016). De
fem vanligste observeres for det meste i fjseresonen og sublittoralen, tilknyttet tarebeltet,
klipper eller steinete omrader (Hilldén 1984a; Skiftesvik et al. 2014; Skiftesvik & Nedreaas
2016; Smitt 1984).

Nar temperaturen synker blir leppefiskene sjeldnere & patreffe og aktivitetsniviet synker
(Darwall et al. 1992; Dipper et al. 1977; Hilldén 1984b; Sayer et al. 1994). Det hersker noe
usikkerhet om hvorvidt leppefiskene i vare farvann migrerer til dypere vann i
vinterménedene, eller om de gar inn i en dvalelignende tilstand og holder seg skjult i
fjellsprekker, men flere undersgkelser som har blitt gjort (Costello 1991; Darwall et al. 1992;

Sayer et al. 1994) stotter den sistnevnte teorien.

Alle de fem vanligste leppefiskartene har veert benyttet til biologisk avlusing av norsk
oppdrettslaks (atlantisk laks, Salmo salar Linnaeus, 1758) og -regnbuegrret (Oncorhynchus
mykiss Walbaum, 1792) (Nilsen et al. 2014). I det fglgende vil det bli gitt en gjennomgang av
den naturlige biologien til hovedarten i det aktuelle forsgket, berggylt, for oppgaven gar
naermere inn pé artens rolle som rensefisk i norsk havbruk og den primeere tapsbringende

sykdommen knyttet til denne bruken.

2.2. Berggylt

Med sine inntil 4,4 kg og 65,9 cm (henvisning til International Game Fish Association i
Froese & Pauly 2015, ref. 40637) er berggylten den storste av de europeiske leppefiskene
(Pethon 2005). Ifglge Hilldén (1984a) er det imidlertid sjelden & patreffe berggylt over 30 cm
i svenske farvann. Arten lever lenge, og alderen ble anslatt til 29 ar for det eldste

eksemplaret som er registrert (Dipper et al. 1977).

I matveien er berggylten en oportunist, og dietten og matinntaket varier med tilgjengelighet,

vanntemperatur, kroppsstgrrelse og reproduktivt stadie (Deady & Fives 1995a; Dipper et al.



1977; Villegas-Rios et al. 2014). Vinterméanedene er karakterisert ved et lavt matinntak, som
gradvis gker mens temperaturen stiger, szerlig etter gyteperioden, og matinntaket er hgyest i
de varmeste manedene (Dipper et al. 1977; Villegas-Rios et al. 2014). Faden bestér
overveiende av bentiske evertebrater, og de primaere naeringskildene er dekapoder; i hovedsak
smé krabber, samt bivalver og gastropoder (Deady & Fives 1995a, Dipper et al. 1977; Pethon
2005). Andre Crustacea (balanider - rur, isopoder, amfipoder og polychaeter) og
echinodermer kan blant annet ogsa innga i dietten (Deady & Fives 1995a; Dipper et al. 1977;
Pethon 2005), mens det er sjeldent at berggylten spiser annen fisk eller alger (Dipper et al.
1977; Figueiredo et al. 2005).

Anteriort i bade over- og underkjeve finnes to rader med sma kjegleformede tenner (Smitt
1894). Tennene i kjevene anvendes til a skrape lgs eller gripe foden, i kombinasjon med en
hurtig snappebevegelse der den protraktile overkjeven skytes frem og volumet i munn- og
gjellehule gkes raskt slik at fgden trekkes inn i munnen (Kryvi & Totland 1997; Smitt 1894).
I svelget er det to sméa dorsolaterale svelgbenstenner (tannplater) og et ventralt tre-lobet
svelgben, dannet ved sammenvoksning av de bakre gjellebuene, som alle er besatt med sma
konisk avrundede knusetenner (Pethon 2005; Smitt 1894). Svelgbenstennene hos leppefiskene
kan sies & utgjore en ekstra kjeve; sterke muskler trekker det nedre svelgbenet oppover mens
de gvre beveges fremover og bakover, og gir en krafig rivende eller knusende bevegelse
(Clements & Raubenheimer 2005). Lyden som produseres nar berggylt eller annen leppefisk
knuser skallet til et byttedyr vil kunne hgres av dykkere (Larsson 1975).

Den reproduktive strategien til berggylt kjennetegnes ved at den er en protogyn og
monandrisk sekvensiell hermafroditt (Dipper & Pullin 1979; Muncaster et al. 2013; Villegas-
Rios et al. 2013a). Det innebeerer at alle individer klekker som hunner og er hunner i forste

fase av livet, mens alle hanner har sin opprinnelse i hunnfisk som har skiftet kjgnn.

Det har blitt vist at alder og storrelse ved kjonnsskifte er sveert variabelt (Dipper et al. 1977;
Leclercq et al. 2013b; Muncaster et al. 2010; Villegas-Rios et al. 2013a). For berggylt i
Nordgst-Atlanteren fant Leclercq et al. (2014b) at gjennomsnittlig alder ved halvveis fullfort
kjgnnsskifte var 10,8 ar, mens Dipper et al. (1977) fant at individer som var i gang med
kjennsskifte varierte i alder fra 5 til 14 ar. Det stgrste spennet i stgrrelse ble observert av
Muncaster et al. (2013) i Norge, der individer som gjennomgikk kjgnnsskifte varierte fra 28
til 42 cm i lengde, og Leclercq et al. (2014b) fant at gjennomsnittssterrelse ved 50 %
kjgnnsskifte var 34,2 cm.

Initiering av kjgnnsskifte har blitt satt i sammenheng med arstid og kroppsstgrrelse
(Muncaster et al. 2013) og er sannsynligvis ogsé motivert av kjgnnsratio, altsé fraveer av
funksjonelle hanner (Dipper & Pullin 1979). Kjgnnsskiftet foregar etter at gytingen avsluttet,
hovedsakelig om hgsten, og det tar om lag fem maneder for hunnfisken har blitt en

funksjonell hannfisk (Muncaster et al. 2013). Hoyt innslag av hunner i forhold til hanner
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(Dipper et al. 1977; Dipper & Pullin 1979; Quignard i Dipper et al. 1977 s. 117), samt
observasjoner av hunnfisk pa inntil 24 ar (Dipper et al. 1977) kan muligens vaere en

indikasjon pa at ikke alle hunnfisk gjennomgar kjgnnsskifte.

Fra Norge og Sverige er det rapportert at gyting hos berggylt foregar i mai og juni (Hilldén
1984a; Muncaster et al. 2010; Sjolander et al. 1972). Studier av ovariene tyder pa at hunnene
har gruppe-synkron eggmodning med flere gytinger i lgpet av den relativt korte gytesesongen
(Dipper & Pullin 1979; Muncaster et al. 2010). Berggylthanner er territorielle og hevder revir
pa omtrent 300 m” som de patruljerer og hardnakket forsvarer mot inntrengere, ogsa andre
arter (Larsson 1975; Sjolander et al. 1972). Arten er generelt sveert stedbunden (Espeland
2012; Villegas-Rios et al. 2013b), og de samme individene kan bli observert i terrioteriet ar
etter ar (Larsson 1975). Larsson (1975) observerte at dominante hanner holdt hvert sitt
harem med seks til atte hunner, i tillegg til et antall mindre individer som ikke deltok i
gytingen. Dette er forenelig med funnene til Dipper et al. (1977), Dipper & Pullin (1979) og
Quignard (i Dipper et al. 1977 s. 117) som viste at hannfisk utgjorde henholdsvis 8 %, 11 %
og 12 % av de undersgkte berggyltpopulasjonene. Hunnene, som stort sett holder seg i eller
neer territoriet (Hilldén 1984a; Sjolander et al. 1972), rydder gyteplasser ved & bite av
makroalger (Sjolander et al. 1972). Sammen med hannen gyter hunnen gjentatte ganger, og
de klebrige, demersale eggene som avsettes pa gyteplassen voktes deretter av hannen frem til
klekking (Hilldén 1984a; Sjolander et al. 1972; Darwall et al. 1992).

2.3. Biologisk avlusing

Lakselus (Lepeophtheirus salmonis Krgyer 1837) er sma marine ektoparasitter som naturlig
infiserer salmonider (Kabata 1979). De lever av vertens hud, slimlag og blod (Kabata 1974;
Brandal et al. 1976). Ved stor lusebelastning kan fisken pafores stress og fa sardannelser som
bade gjgr den mer utsatt for sekundeere infeksjoner og forer til nedsatt osmoregulatorisk evne
(Bjern & Finstad 1998; Finstad et al. 2000; Grimnes & Jakobsen 1996; Wootten et al. 1982).
I alvorlige tilfeller kan parasitten gi dgdelighet (Finstad et al. 2000; Grimnes & Jakobsen
1996).

Selv ved lav abundans vil det hgye antallet verter i oppdrettsmerdene kunne gi spredning av
store mengder luselarver i vannmassene, noe som igjen fgrer til hgyt infeksjonspress for vill
post-smolt som passerer kystomradene pa nzringsvandring mot havet. Post-smolten migrerer
naer overflaten (Hvidsten et al. 1992; 1995) der forekomsten av det infektive
copeopodittstadiet er hgyest (Hevrgy et al. 2003; Heuch et al. 1995). Tilstedeveerelse av og
naerhet til oppdrettsanlegg gker infeksjonspresset (Gargan et al 2003; Tully et al. 1999) og
mesteparten av lusen som finnes pa villsmolten stammer fra oppdrettsanlegg (Heuck & Mo
2001; Tully & Whelan 1993). Det har blitt vist at luseinfeksjon har gitt sveert hgy dedelighet
hos nylig utvandret post-smolt av grret (Salmo trutta Linnaeus, 1758) og laks (Bjorn et al.

2001; Holst & Jakobsen 1998), og for & verne om de ville stammene er det derfor innfert



strenge lusegrenser som alle oppdrettere av laksefisk i Norge méa forholde seg til (forskrift nr.
1140/2012 om lakselusbekjempelse).

Tidligere fiskeriminister Elisabeth Aspaker (2014) uttalte i forbindelse med hgringsrunden for
en ny stortingsmeldingen (Meld. St. 16, 2014-2015) at «lakselus og nedsatt effekt av
lakselusmidler er havbruksneeringens mest akutte problem». I stortingsmeldingen fra mars
2015, «Forutsigbar og miljgmessig baerekraftig vekst i norsk lakse- og grretoppdrett», gar det
klart frem at en forutsetning for videre vekst i neeringen er at aktgrene klarer a holde
lusetallene nede. Dette, i kombinasjon med de gkonomiske tapene knyttet til a4 holde
luseinfeksjoner under kontroll (Iversen et al. 2015; Rgdseth 2016), den gkende resistensen mot
medikamentelle og kjemiske avlusingsmidler (Grgntvedt et al. 2015; Torrissen et al. 2013), og
de mulige miljgskadevirkningene av enkelte lusemidler (Fadum 2000), har motivert neeringen

til utvikle et bredt repertoar av ikke-medikamentelle bekjempelsesstategier.

Som et tiltak i bekjempelsen av lakselus benyttes ulike arter av leppefisk, samt rognkjeks
(Cyclopterus lumpus Linnaeus, 1758), som rensefisk. Rensefisken settes ut i merdene der den
spiser lakselus og utgver en konstant bekjemping av lusepaslag. Bruk av rensefisk har enkelte
fordeler over andre avlusingsalternativer ved at det er en metode som ikke krever handtering
av laksen og antas & heller ikke pafgre laksen stress. Det er ogsa vanskelig & tenke seg at en
«resistensproblematikk» vil kunne oppsté, selv om Leclercq et al. (2014a) indikerer at
selsksjonspress fra beitende leppefisk fgrte til at lusen fikk lysere farge. P4 den annen side
gjenstar det fortsatt & overvinne en del utfordringer knyttet til optimalisering av bruk av
leppefisk; at leppefisken er ved god helse og trives er en apenbar forutsetning for effektiv
lusebeiting. I tillegg er leppefisken avhengig av & se lusen, og den foretrekker lus av en viss
storrelse, slik at det kun er de storste, bevegelige stadiene som fjernes (Skiftesvik et al. 2013;
Treasurer 2013).

2.3.1. Symbiose mellom rensefisk og kunde i naturen

Det er godt kjent at en rekke fisker, seerlig i tropiske farvann, fungerer som sakalte rensefisk
eller pussefisk. Rensefiskene spiser ektoparasitter fra huden til kundene, som i hovedsak er
andre fisker. Forholdet mellom rensefisk og kunde antas & veere mutualistisk; kunden blir
kvitt irriterende og potensielt skadelige parasitter, mens parasittene utgjor en neeringskilde
for rensefisken (Feder, referert i Galeote & Otero, 1998, s. 57). For noen fa arter skjer det
primaere fodeinntaket pa denne méaten (obligate rensere), men de fleste er fakultative rensere
(Coteé, 2000).

Arter fra leppefiskfamilien utgjer flesteparten av de rensefisk man kjenner til (Galeote &
Otero 1998; Hilldén 1983), og best studert er kanskje den bla pussefisken (Labroides
dimidiatus Valenciennes, 1839) (Grutter, 2010) som hovedsakelig har sin utbredelse i
Indiahavet (Froese & Pauly, 2015). De tidligste observasjonene av renseatferd blant de
norske artene ble gjort i Storbritannia av Potts (1973) i perioden 1970 til 1971. I et offentlig
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akvarium ble det vist at bade grgnngylt og bergnebb plukket parasitter fra ulike fisk i samme
kar, og i felt ble det gjort observasjoner av grasgylt som renset berggylt. I samme artikkel

(Potts 1973) nevnes ogséa funn av typiske ektoparasitter blant mageinnhold fra vill grgnngylt.

Senere har en rekke feltobservasjoner av renseatferd blitt gjort for grasgylt (Breen 1996;
Costello 1991; Galeote & Otero 1998; Henriques & Almada 1997) og bergnebb (Breen 1996;
Collins et al 1996; Costello 1996 og henvisning til Darwall og Lysaght her s. 173; Darkov &
Mochek i Henriques & Almada 1997 s. 891; Hilldén 1983a; Larsson 1975 og henvisning til
Potts her s. 219). Tilsvarende observasjoner later ikke til & vaere gjort i felt for de resterende

tre artene.

Det hersker tilsynelatende enighet om at bergnebb og grasgylt utviser fakultativ renseatferd
under naturlige forhold (Hilldén 1983a; Galeote & Otero 1998; Henriques & Almada 1997) og
at det symbiotiske forholdet mellom renser og kunde som observeres i tempererte strgk er pa

et lavere evolusjoneert stadium jamfert med tropiske strok (Breen 1996; Potts 1973).

2.3.2. Bruk av berggylt og andre leppefisk som rensefisk

1 1976 skrev Fiskaren om en oppdretter i Sogn og Fjordane som hadde fatt kontroll over et
lusepéslag ved & sette smé berggylt ut i laksemerdene sine (gjengitt etter Qien & Kvenseth
2009, s. 184). Dette er den fgrste dokumenterte bruken av leppefisk som luseregulerende
tiltak. Artikkelen lot imidlertid til & ha gatt ubemerket hen, for det skulle ta over 10 ar for
noen plukket opp traden. Inpirert av observasjoner som var blitt gjort i felt og akvarier satte
Asmund Bjordal ved Havforskningsinstituttet i gang en rekke forsgk i perioden 1987 til 1989
for & vurdere om noen av de norske leppefiskartene kunne fungere som rensefisk i
laksemerder (Bjordal 1988; 1989; 1991). Positive resultater ble tidlig oppnadd med bergnebb
og grasgylt, og til dels med rgdnebb (Bjordal 1988). Disse artene, og senere ogsé gronngylt,
ble dermed anbefalt brukt kommersielt som rensefisk i lakseoppdrett (Bjordal 1991).

Etter ett mislykket eksperiment med berggylt slo imidlertid Bjordal (1988) fast at arten ikke
kunne fungere som rensefisk i havbruk, og denne holdningen lot til & spre seg i miljget. Som
papekt av Kvenseth & @ien (2009) var den en stund opplest og vedtatt at berggylt ikke
spiste lus (Costello 1996), og arten ble fraradet brukt fordi den kunne utvise aggressiv atferd
mot og skade laksen (Treasurer 1996). Costello et al. (1996) mente at hgyere forekomst av
ektoparasitter pa berggylt sammenlignet med andre leppefisk skyldtes at denne arten ikke

hadde naturlig renseatferd.

En rekke forsgk har i senere tid bekreftet effekten av berggylt som rensefisk (Kvenseth &
Dien 2009; Leclercq et al 2014a; Ottesen et al. 2008; Treasurer 2013), og blant leppefiskartene
er det i dag seerlig berggylt, bergnebb og grenngylt som brukes som rensefisk (Skiftesvik &
Nedreaas 2016). Man har etter hvert gatt gradvis vekk fra & benytte grasgylt og

rodnebb /blastal pa bakgrunn av usikker beiteeffekt, samt at disse artene later til & veere mer
utsatt for skader og dgdelighet i merd (Nilsen et al. 2014).



I Folge Fiskeridirektoratet (2015) ble det i 2014 satt ut 24,5 millioner rensefisk i norske

merder.

2.3.3. Atypisk furunkulose hos leppefisk

I en omfattende kartleggingsundersgkelse viser Nilsen et al. (2014) at det er en sveert hoy
utgang av rensefisk fra merdene. Registrert dgdelighet var nadd totalt 33 % innen seks
maneder etter utsett av rensefisken, men, som papekt av forfatterne, er dette kun a regne
som dokumenterte minimumstall reell dgdeligheten kan ha veert nesten det dobbelte (Nilsen
et al. 2014). Kartlegging av dgdelighetsarsaker viste at atypiske varianter av Aeromonas
salmonicida (Euzéby 1997) var de hyppigst paviste bakteriene i dgd rensefisk, og sykdommen
atypisk furunkulose var den diagnosen som ble stilt oftest i lgpet av forspket (Nilsen et al.
2014). En rekke andre undersgkelser har tidligere ogsé vist at naturlige sykdomsutbrudd med
atypisk furunkulose kan gi hgy dgdelighet blant leppefisk i merd (Bricknell et al. 1996;
Laidler et al. 1999; Treasurer & Laidler 1994; Treasurer & Cox 1991) og atypisk A.
salmonicida er na regnet som et av de viktigste patogene for rensefisk, bade leppefisk og
rognkjeks (Borng & Lie Linaker 2015).

Undersgkelser av ville leppefiskpopulasjoner har vist at A. salmonicida forekommer naturlig
blant vill leppefisk. Gulla et al. (2015a) fant ved qPCR~analyse at om lag 4 % av de
undersgkte individene var positive for A. salmonicida, med Ct-verdier som indikerte lav
bakteriemengde. En tilsvarende andel infisert fisk ble funnet av Frerichs et al. (1992), som
undersgkte 100 ville leppefisk og ved dyrking fant at fire individer var positive for atypisk A.
salmonicida. Treasurer & Cox (1991) undersgkte pa den annen side 139 ville leppefisk, og

fant at ingen av disse ga vekst av A. salmonicida ved dyrking.

Som de nevnte undersgkelsene viser er de ville leppefiskene for det meste friske, forekomsten
av individer som er infisert med A. salmonicida er sveert lav. Det er imidlertid sannsynlig at
noen fa leppefisk som baerer med seg infeksjonen kan gi opphav til sykdomsutbrudd blant
rensefisken néar disse settes ut i oppdrettsmerdene (Gulla et al. 2015a; Johansen et al. 2016).
Laidler et al. (1999) fulgte et utsett av villfanget leppefisk, og lyktes ikke i & pavise A.
salmonicida fra 20 nylig fangede fisk (stresstest), men fikk senere pavisning av bakterien ved
alle lokaliteter der resten av fangsten var satt ut. Det ble foreslatt at en liten andel av
vilfisken hadde veert baerere av bakterien og at stress, forarsaket av blant annet transport,
utsett og manglende skjul i laksemerdene, forte til sykdomsutbrudd med atypisk furunkulose
(Laidler et al. 1999). Funn gjort av Gulla et al. (2015a) stgtter denne teorien. Som nevnt fant
Gulla et al. (2015a) lav forekomst av bakterien blant vill leppefisk, men prgver hentet ut i
forbindelse med forgket dgdelighet hos rensefisk ved flere ulike anlegg ga pavisning av A.

salmomnicida i 68 % av tilfellene.

Gulla et al. (2015a) undersgkte ogsa oppdrettet berggylt og rognkjeks i pavekstfasen (for

utsett i merd) men kunne ikke pavise A. salmonicida ved qPCR. Ytterligere erfaringer
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indikerer at atypisk furunkulose aldri har gitt sykdom i pavekstanlegg med oppdrettet
berggylt (. Vagnes pers. medd.), noe som ytterligere stgtter teorien om at villfanget
leppefisk er en primeer smittekilde for sykdomsutbrudd med atypisk furunkulose blant

rensefisk.

2.4. Aeromonas salmonicida

Aeromonas salmonicida ble forste gang isolert fra grret i et klekkeri i Tyskland, og ble da
kalt Bacillus der Forellenseuche; grretsykdombakterien (Emmerich & Weibel 1894, gjengitt
etter Austin & Austin 2007 s. 85). Bakterien har veert offer for taksonomisk revisjon en rekke
ganger siden (se Austin & Austin 2007) og er na klassifisert i slekten Aeromonas og familien
Aeromonadaceae (Griffin et al. 1953; Snieszko 1957).

Artsnavnet salmonicida kan oversettes til «laksens myrder» eller «laksedreper» (av latin, s.
salmonis, laksens; og v. caedo, myrder eller dreper). Som navnet indikerer ble det lenge
antatt at bakterien kun ga sykdom hos salmonider (Bernoth 1997), men det er na kjent at en
rekke arter rammes, bade i saltvann, ferskvann og brakkvann (gjennomgatt av Bernoth 1997
og Wiklund & Dalsgaard 1998).

A. salmonicida ssp. (subspecies; underart) salmonicida (Lehmann & Neumann 1896;
Schubert 1967) forarsaker sykdommen furunkulose hos salmonider (Austin & Austin 2007). I
Norge ble furunkulose fgrste gang introdusert ved import av regnbuegrret fra Danmark i
1964 (Lunder & Héastein i Johansen et al. 1993 s. 9), men den gang lyktes man i & sanere ut
sykdommen (Hastein i Johnsen et al. 1993 s. 9). I 1985 ga imidlertid import av infisert
laksesmolt fra Skottland opphav til flere nye utbrudd i Nord-Trgndelag (Egidius 1987), et
omrade med hgy tetthet av oppdrettsanlegg, og herfra har sykdommen siden spredt seg langs
kysten og opp vassdrag. Etter dette har furunkulose veert ansett som enzootisk i Norge
(Gudding et al. 2010).

I en periode fra slutten av 1980-tallet frem til ca. 1992 var furunkulose-situasjonen sveert
alvorlig for norsk oppdrettsnaering, med hyppige utbrudd, store tap og hgyt forbruk av
antibiotiske midler (Eggset & Gudmundsdottir 1999). Smittehygieniske tiltak, men forst og
fremst vaksinasjonsprogrammer, og serlig introduksjonen av adjuvans, har seren for at man
omsider fikk sykdommen under kontroll (Eggset & Gudmundsdottir 1999; Gudding 2010). T
lgpet av de neste tre arene ble produksjonen av laks og regnbuegrret mer enn doblet
(Statistisk sentralbyré, 2015), og det skjedde en nesten 90 % reduksjon i forbruket av
antibiotiske midler (Grave et al. 1999; Kruse & Simonsen 2005). A. salmonicida forer ikke
lenger til klinisk sykdom i oppdrett av laksefisk, men behovet for & opprettholde en
gjennomvaksinert populasjon gjgr at furunkulose stadig representerer en kostnad i oppdrett
av laksefisk (Gudding et al. 2010).



I nyere tid har A. salmonicida pa nytt gjort seg gjeldende i norsk havbruksnsering, denne

gangen som patogen for rensefisk.

2.4.1. Atypisk Aeromonas salmonicida og A-lagstyper

I 1960-arene begynte det & dukke opp isolater som skilte seg fra det som senere skulle bli
kjent som typiske varianter av A. salmonicida. De stammene av bakterien som var
karakterisert frem til da var blitt beskrevet som homogene i biokjemiske og serologiske
egenskaper (Eddy 1960; Griffin 1954). Smith (1963) kunne imidlertid rapportere om stammer
som manglet pigmentproduksjon, og Kimura (1969; referert i Austin & Austin 2007 s. 90)
beskrev stammer som, i tillegg til a ikke produsere pigment, skilte seg fra tidligere kjente
varianter i biokjemiske reaksjoner. Begrepet «avvikende» (aberrant) stammer av A.
salmonicida ble forst innfert av Evelyn (1971), og har i ettertid ofte blitt refert til som

atypiske stammer.

Fra rundt siste halvdel av 1980-tallet og utover gkte antall publikasjoner om utbrudd med
atypiske stammer drastisk, og det ble rapportert om atypiske isolater fra stadig flere ulike
fiskearter og geografiske omrader (Bernoth 1997; Wiklund & Dalsgaard 1998). Bernoth
(1997) spekulerer i om dette gjenspeiler bevisstgjgring og mer sofistikerte diagnostiske

verktgy, snarere enn en faktisk gkende insidens og spredning.

Foruten A. salmonicida ssp. salmonicida er det pa naveerende tidspunkt ytterligere fire
godkjente underarter av A. salmonicida; ssp. achromogenes (Smith 1963; Schubert 1967), ssp.
masoucida (Kimura 1969), ssp. smithia (Austin et al. 1989) og ssp. pectinolytica (Pavan et al.
2000). I tillegg er det identifisert en rekke stammer som ikke tilhgrer noen av de beskrevne
underartene (Wiklund & Dalsgaard 1998). Alle stammer som ikke er underart salmonicida
refereres kollektivt til som atypiske A. salmonicida, og sykdommen kalles gjerne atypisk
furunkulose (Wiklund & Dalsgaard 1998 og referanser her s. 50) nar denne ikke har en egen
betegnelse. Folgelig er A. salmonicida ssp. salmonicida ogsa kjent som typisk A. salmonicida,
og sykdommen kalles typisk eller klassisk furunkulose (Wiklund & Dalsgaard 1998) nar det er

ngdvendig for & unngé forvirring om kausalt agens.

Infeksjon med atypisk A. salmonicida fremtrer ofte med et systemisk og/eller ulsergst
sykdomsbilde (Cipriano & Austin 2011; Wiklund & Dalsgaard 1998). Sykdom forarsaket av
atypisk A. salmonicida kalles erytrodermatitt hos karpe (Cyprinus carpio Linnaeus, 1758)
(carp erythrodermatitis; Fijan 1972), sarsyke hos gullfisk (Carassius auratus Linnaeus, 1758)
(goldfish ulcer disease; Elliott & Shotts 1980; Whittington et al. 1987) og skrubbe
(Platichthys flesus Linnaeus, 1758) (ulcer disease of flounder; Wiklund & Dalsgaard 1998), og
head ulcer disease hos europeisk, japansk og amerikansk al (Anguilla anguilla Linnaeus 1758;
A. japonica Temminck & Schlegel, 1846; A. rostrata Lesueur, 1817) (Hidaka et al., referert i
Gulla 2015 s. 12; Ohtsuka, referert i Wiklund & Dalsgaard 1998 s. 56). Foruten disse relativt
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innarbeidede navnene blir tilstanden, som nevnt, oftest betegnet som atypisk furunkulose hos

andre arter.

Taksonomien for atypisk A. salmonicida har lenge fremstatt som mildt sagt uklar, ikke minst
pa grunn av den heterogene samlingen av stammer som oppfyller de grunnleggende
kjenntegnene for arten, men hvis fenotypi avviker fra de navngitte underartene. Nylig har
imidlertid sekvensering av en rekke typiske og atypiske isolater vist at det eksisterer en klar
sammenheng mellom variasjon i genet vapA, som koder for det sakalte A-laget (additional
layer), og vertsspesifisitet hos A. salmonicida (Gulla et al. 2015b). Undersgkelsene viste at
atypiske stammer dannet flere veldefinerte grupper, heretter kalt A-lagstyper, og isolatene
som tilhgrte samme A-lagstype ofte ogsa var isolert fra samme fiskeart eller neert beslektede
arter. Seerlig ngye undersgkt ble leppefisk, der sekvensering av 106 isolater viste at disse
utelukkende tilhgrte A-lagstype V og VI. Av supplementet (Gulla et al. 2015b-i) fremgér det
at A-lagstype V utgjorde en noe stgrre andel av berggyltisolatene enn type VI, med en
tilnsermet ratio pa 3:2, mens en motsatt tendens kan observeres for de gvrige leppefiskartene
der det var relativt flere isolater som grupperte seg i A-lagstype VI. Biering et al. (2016)
viste ogsa i kohabitant-smitteforsgk at type V ga mye hgyere dgdelighet hos berggylt enn
type VL

A-lagstype V utviser tilsynelatende en strengere vertstilhgrighet enn type VI. Mens det ble
vist at type V (n = 35) uten unntak var isolert fra leppefisk, var 85 % av type VI-stammene
isolert fra leppefisk, og de gvrige fra rognkjeks, kveite (Hippoglossus hippoglossus Linnaeus,
1758) og laks (Gulla et al. 2015b). T ettertid har ogsa A-lagstype V blitt identifisert fra
rognkjeks ved en anledning, i form av isolatet VX1010 (synonym NVI-9926, se Tabell 3.4).

2.4.2. A-lag og vaksinering mot Aeromonas salmonicida

I vaksinesammenheng er funnene til Gulla et al. (2015b) av stor verdi, i og med at behovet er
til stede for en effektiv vaksine til leppefisk mot atypisk furunkulose. A-laget, som genet
vapA koder for (Chu et al. 1991), bestar av proteiner som dekker overflaten til bakterien A.
salmonicida (Udey & Fryer 1978). Disse ekstracellulaere proteinene har blitt foreslatt & veere
avgjerende for bakteriens sykdomsfremkallende evne (Austin & Austin 2007), og forsgk utfert
av blant annet Ishiguro et al. (1981) har vist at A. salmonicida som mangler A-lag vanligvis

er avirulente.

Som gjennomgatt av Austin & Austin (2007) har det blitt fremmet teorier om at A-laget
beskytter bakterien mot en rekke av fiskens immunforsvar-funksjoner. Deriblant at A-laget
hindrer komplement-mediert dreping, beskytter mot protease-aktivitet, og gjgr bakterien i
stand til & overleve fagocytose og replikere inni fagocytter. I tillegg er det antatt at A-laget
spiller en rolle i adhesjon til fiskens vev, samt at bakteriens auto-aggregerende egenskaper og

hydrofobe natur skyldes tilstedeveerelse av A-laget (Austin & Austin 2007).



Lund et al. (2003) viste at furunkulosevaksiner til laks basert pa bakterier som manglet A-lag
ikke var i stand til & gi fullgod beskyttelse, sammenlignet med vaksiner som inneholdt
bakterier med A-lag, og mente at tilstedevaerelse av A-lag var essensielt for
vaksinebeskyttelse. Tilsvarende undersgkelser ble gjort for torsk (Gadus morhua Linnaeus,
1758) med samme resultat (Lund et al. 2009).

Som papekt av Gulla et al. (2015b) koder den analyserte hypervariable delen av vapA for et
overflateeksponert og immunogent omrade av A-laget (henvisning til Doig et al. og Lund &
Mikkelsen s. 10), og det er dermed sannsynlig at det finnes en sammenheng mellom A-
lagstype og morfologien til antigene epitoper. Det falger av denne observasjonen, den
tilsynelatende hgye vertsspesifisiteten for A. salmonicida som infiserer leppefisk, og de
omfattende sykdomsproblemene med atypisk furunkulose blant leppefisk at det blir naturlig &

undersgke potensialet for en leppefiskvaksine basert pa A. salmonicida A-lagstype V og VI.
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3. MATERTALER OG METODER

Den fglgende oppgaven beskriver et feltforsgk der oppdrettet berggylt, brukt som rensefisk,
var blitt vaksinert mot A. salmonicida A-lagstype V og VI.

Selve feltforsgket foregikk pa et kommersielt sjganlegg for lakseoppdrett, og med
«forsgksperioden» menes derfor perioden fra utsett av forsgksfisken i begynnelsen av oktober
2015 til avsluttende datainnsamling snaue fem méaneder senere, i februar 2016. I tillegg til
forsgksfisken, som var oppdrettet berggylt, ble ogsé kohabiterende villfanget leppefisk fulgt

opp med registreringer og prgvetaking i dette tidsrommet.

I forkant av feltforsgket befant forsgksfisken seg pa et landbasert pavekstanlegg. Fisken gikk
gjennom to innledende kontroller i denne fasen. Den fgrste kontrollen fant sted i august, én
uke etter vaksinering og drgye to maneder fgr feltforsgkets start. Den siste innledende

kontrollen ble foretatt én méned senere, i september.

3.1. Pilotforsok

I tillegg til selve feltforsgket og de tilknyttede innledende undersgkelsene ble det gjennomfgrt
et pilotforsgk fra 17. mars til 15. april 2015. Hensikten med pilotforsgket var & studere
vaksineadministrering og -lokalisering, samt eventuelle bivirkninger, fgr storskala vaksinering

ble igangsatt.

I forsgket ble i overkant av 160 oppdrettsberggylt fra en produsent i Hordaland fordelt pa
seks grupper og injisert med vaksine, placebovaksine eller fysiologisk saltvann, som vist i
Tabell 3.1. Forspket fant sted pa et vatlaboratorium (Hordaland, Norge) der all forsgksfisken
ble holdt i én tank ved ca. 9-10 °C. Et farget implantat injisert subkutant (VIE, visible
implant-elastomer; Northwest MarineTechnology, Shaw Island, Washington, USA) ble synlig
under UV-lys og gjorde det mulig & skille mellom de ulike behandlingsgruppene.



Tabell 3.1: Forspksoppsett for pilotforspk. Berggylt fordelt pd seks grupper mottok ulik

injeksjonsbehandling, enten intraperitonalt (i.p.) eller intramuskulert (i.m.), og ble merket med

VIE (visible implant-elstomer).

Gruppe | Oppdrettet Behandling VIE-merking
berggylt
antal | lplssering
1 15 Saltvann, i.p. Umerket
2 15 Placebovaksine, i.p. Hgyre og venstre kinn
3" 30 Divalent vaksine A. salmonicida (type | Gattfinnebasis
V og VI), i.p.
4* 30 Divalent vaksine A. salmonicida (type |Hgyre kinn
V og VI), i.m.
5% 30 Firevalent vaksine A. salminicida Venstre kinn
(type V og VI) og V. anguillarum
(serotype O1 og O2a), i.p.
6" 30 Alpha Marine, i.p. Hgyre kinn og gattfinnebasis

® Gruppe 3-6: En av gruppene bestod av flere enn 30 individer

Alle behandlingene ble gitt i doser pa 50 pL. Stikksted for i.p.-injeksjon (intraperitonal) var i
forkant av bukfinnebasis med nalen vinklet svakt kranialt. I.m.-injeksjon (intramuskulser) ble
avsatt dorsolateralt, omtrent pa linje med fremre ryggfinnebasis. Vaksinen som ble gitt til
gruppe 3 og 4 var produsert av Vaxxinova GmbH (Cuxhaven, Tyskland) og dette var den
samme som ble benyttet i hovedforsgket (se avsnitt 3.3), mens placebovaksinen (gruppe 2)
hadde alle de samme innholdsstoffene med unntak av antigenene. Den firevalente vaksinen
som ble gitt til gruppe 5 var ogsa fremstilt av Vaxxinova, mens Alpha Marine var produsert
av Pharmaq (Overhalla, Norge). Den siste gruppen ble injisert med fysiolgisk saltvann (0,85
% NaCl).

Om lag én maned etter behandling (ca. 261-290 d°C) ble visuell klinisk undersgkelse foretatt
av sertifisert fiskehelsebiolog. Avliving ble utfgrt ved overdosering med anestesimiddelet
Benzoak Vet. (8 mL/L; ACD Pharmaceuticals, Leknes, Norge) og pafglgende kapping av den
forlengede ryggmarg (medulla oblongata).

3.2. Fisk og forsgksoppsett

Berggylten, som var fogrste generasjon avkom av villfanget stamfisk, ble klekket tidlig i 2014.
Den ble flyttet til et kommersielt landbasert pavekstanlegg i Hordaland i november 2014, og
hadde pa dette tidspunktet en snittvekt pa 6-12 g. I pavekstanlegget ble fisken holdt i tanker
med sjgvann frem til utsett i sjg i begynnelsen av oktober 2015. Produsenten hadde fra fgr

ingen registrerte tilfeller av atypisk furunkulose pa oppdrettet berggylt.
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I midten av august 2015 ble i overkant av 38.000 individer vaksinert, og de resterende ca.
8.000 uvaksinerte individene utgjorde negativ kontroll (ingen behandling). Berggylten som
inngikk i forsgket utgjorde de to siste stgrrelsessorteringene fra 2014-generasjonen.
Kontrollgruppen var dermed den minste fisken fra denne generasjonen, mens gruppen som
ble vaksinert var den nest minste. De to gruppene stod ikke i samme kar. En uke etter
vaksinering ble snittvekt for vaksinert og uvaksinert fisk, beregnet fra 50 individer fra hver
gruppe, malt til henholdsvis 25 + 7 g og 14 + 6 g (SD). Den store vektforskjellen ble noe
jevnet ut etter den siste stgrrelsessorteringen av kontrollgruppen, som fant sted etter forste
vektregistrering (se kapittel 4, Figur 4.2). De minste individene ble pa dette tidspunktet
sortert ut og kontrollgruppen ble redusert til rundt 5.000 individer

For tiden etter vaksinering er det oppgitt at gjennomsnittlig temperatur i karene var 12 °C.
Dette tilsier at om lag 480 d°C passerte fra vaksineinjeksjon til berggylten ble tatt om bord i
brgnnbat for transport til sjganlegget, noe som regnes som akseptabelt for utvikling av

immunitet hos berggylt (). Vagnes, pers. medd.).

Et velrennomert kommersielt sjganlegg for lakseoppdrett i Sgr-Trgndelag var blitt valgt ut til
a delta i forsgket. Transporten tok om lag fire dggn. Den 3. oktober 2015 ble 38.086
vaksinerte og 5.181 uvaksinerte fisk registrert mottatt pa lakseanlegget. Berggylten ble
fordelt pa alle anleggets elleve laksemerder; vaksinert fisk i merd 1-8 (ca. 4.400-6.500 pr
merd) og uvaksinert fisk i merd 9-11 (ca. 1.700 pr merd). Figur 3.1 viser en skisse over

anleggets merder og plassering av disse i forhold til hverandre.



Vaksinert

Figur 3.1: Skisse som viser de elleve merdenes plassering i forhold til
hverandre og forflaiten. Vaksinert berggylt ble fordelt pa merd 1-8.
Uvaksinert berggylt (kontroll) ble fordelt pa merd 9-11.

Anlegget hadde hatt laks i alle merdene siden august 2015. Atlantisk laksesmolt i
aldersgruppene 1 4 ar (snittvekt 320-330 g) og 0 ar (snittvekt 210-310 g) var fordelt pa
henholdsvis merd 1-3 og merd 4-11.

I tillegg til laks var det fra for villfanget leppefisk i flere av merdene, og anlegget fylte pa
med vill leppefisk kontinuerlig frem til siste halvdel av november. Villfisken var blitt fanget
lokalt i Trondheimsleia og i Nord-Mgre, og et mindre antall var fanget i Agder i Sgr-Norge.
Majoriteten av villfisken var bergnebb, men det var ogsa noe grgnngylt, og en og annen
grasgylt ble observert. Anlegget kunne fortelle at de mottok over 5.000 leppefisk i uken i

fangstsesongen.

Antall oppdrettsberggylt, villfanget leppefisk og laks i hver enkelt merd vises i Tabell 3.2. 1
merdene der vaksinert berggylt ble satt ut var det fra fgr mellom ca. 4.100 og 7.500 villfanget
leppefisk pr merd. Villfisken hadde blitt satt ut i perioden fra siste halvdel av august frem til

oktober, hvilket vil si at noe av fisken allerede hadde veert i merden i inntil halvannen maned
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da den vaksinerte berggylten ble satt ut. Kontrollgruppen ble derimot satt ut i merder der
det ikke var vill leppefisk fra for, men bare én dag etter mottak av berggylt ble ca. 9.100
villfisk fordelt p4 merdene med kontrollfisk. I lgpet av de fire fgrste ukene etter utsett av
kontrollberggylten ble til sammen ca. 27.400 vill leppefisk tilsatt i kontrollmerdene, og

villfiskbeholdningen i merd 9-11 ved inngangen av uke 5 fremgar av Tabell 3.2.

Tabell 3.2: Beholdning av oppdrettet berggylt, villfanget leppefisk og laks i hver merd ved
forsgksstart. Innblandingsprosent (innbl. %) er regnet ut for antall leppefisk i forhold til laks.
For merd 9-11 er antall villfisk vist ved maksimal beholdning, 4 uker etter forsgksstart, ettersom

det foregikk kontinuerlig mottak av villfisk i perioden frem til dette.

Oppdrettet berggylt Villfanget Leppefisk
leppefisk (tot.)
gruppe antall  innbl.% innbl. %
1 Vaksinert 4.667 3 % 6.260 4 % 139.645 1% 8 %
2 Vaksinert 4.485 3% 6.654 5% 141.075 1% 8 %
3 Vaksinert 4.464 3 % 5.371 4 % 144.112 1% 7%
4 Vaksinert 4.443 2% 4.143 2% 189.035 0+ 5 %
5 Vaksinert 4.508 2 % 5.712 3% 190.726 0+ 5 %
6 Vaksinert 4.510 2 % 5.567 3% 187.820 0+ 5 %
7 Vaksinert 4.506 2 % 5.980 3% 187.021 0+ 6 %
8 Vaksinert 6.503 3 % 7.459 4 % 188.090 0+ 7%

3.2.1. Anleggsdata
Sjeanlegget bestod av 11 merder og en forflate. Merdene hadde flytekrage (Aqualine) med
160 m omkrets og 32 m dype sirkelformede ngter (Egersund Net) med maskestgrrelse 40

omfar. Alle merdene var utstyrt med foringskamera.

Anlegget hadde gjort en rekke tiltak for a ta vare pa leppefisken og fasilitere lusebeiting. Ved
utsett av berggylten var det plassert minst ett flyteskjul (OK Marine, Kristiansund, Norge) i
hver merd, som ga skjul for fisken fra 1 til 11 m dyp. I lgpet av den fgrste uken etter utsett
ble det sgrget for at det var to flyteskjul pr. merd. Hvert skjul bestod av ti tareremser
(kinatare), hengende fra en flytering (omkrets 10-12 m). Et lodd var festet til bunnen av
taren for & unngé at skjulet la seg inn mot notveggen. Skjulene ble tatt opp og terket med

jevne mellomrom for & f& bukt med groer; ett av gangen slik at det alltid var minst ett skjul i



merden. Innen halvdel av november var det i tillegg blitt plassert ut bunnskjul i alle
merdene, i form av fire tareremser med et lodd i bunnen, som 14 langs notbunnen fra ca. 28
m dyp og oppover. Hensikten med bunnskjulet var & legge til rette for overvintring av

leppefisken. Samtidig var det en del leppefisk som

sgkte skjul i dgdfiskhaven, og ved & tilby disse et

alternativt skjulested i bunnen av merden gnsket man
4 oppna at faerre levende leppefisk ble med i

dgdfiskhaven nar denne ble dratt opp. Figur 3.2 viser

hvordan de tre skjulene var plassert i hver merd.

Fisken ble matet med et kommersielt for utviklet for
leppefisk, som ble gitt i lange, pglseformede
nettingposer. En forpose med 5 kg for ble festet til

flyteringen for det ene eller begge flyteskjulene i hver
merd og byttet ut ukentlig. Selve forposen var om lag
tre meter lang og hang fra et tau pa ca. én meter, noe Figur 3.2: Skisse som viser plassering
som gjorde foret tilgjengelig for leppefisken fra 1 til 4  av skjul og forposer i merdene. Pd det

m dyp. Etter hvert som bunnskjulene kom pé plass meste hadde hver merd to flyteskjul og

ble det ogsa satt ut forpose gverst i dette skjulet. ctt bunnskjul. Dodfiskhav i bunnen av

. . noten.
Foret som ble benyttet var til overs fra forrige utsett

og hadde gatt ut pa dato, men ble erstattet med nytt for rundt nyaret.

Ngtene var opprinnelig tilpasset liftup pumpesystem for fjerning av dgdfisk. Grunnet darlige
erfaringer fra tidligere utsett med hgy dgdelighet pa leppefisk som kom med i liftupen hadde
anlegget gatt over til dgdfiskhav i forkant av det aktuelle utsettet. Store kostnader og mye
jobb var forbundet med denne omleggingen, og metoden var i tillegg mer tid- og
arbeidskrevende. Haven ble trukket opp manuelt, og den som betjente haven var papasselig
med & hale den sakte opp, gjerne med ett eller to stopp pé veien opp, slik at leppefisken
skulle fa tid til & komme seg ut av haven. De leppefiskene som ble med dgdfiskhaven opp til
overflaten ble forsgkt havet tilbake i merden med handholdt hév fgr dgdfisken ble havet ut.

Begroing pa ngtene ble fjernet ved spyling omtrent hver tredje uke.

3.3. Vaksine

Fisken ble immunisert med en divalent vaksine mot A. salmonicida A-lagstype V og VI
(Vaxxinova GmbH, Cixhaven, Tyskland). Vaksinen var basert pa isolatene NVI-8017 (type
V, aksesjonsnummer KP184544) og NVI-8013 (type VI, aksesjonsnummer KP184543) som
begge opprinnelig var blitt isolert fra berggylt under et utbrudd av atypisk furunkulose i
2011 i Mgre og Romsdal. Isolatene ble A-lagstypet ved Veterinzerinstituttet (se Gulla et al.

2015b) og virulensen ble testet gjennom en serie smitteforsgk (beskrevet av Alméas 2014 og
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Biering et al. 2016). Begge stammene ble reisolert fra syk fisk for & sikre virulens for de ble

benyttet i vaksineproduksjon.

En vaksinedose pa 50 pL inneholdt 1x10% formalininaktiverte bakterieceller av hvert isolat, i
tillegg til en vegetabilsk oljeadjuvans. Erfaringer med den vegetabilske adjuvansen tilsier at
denne medfgrer feerre og mindre alvorlige bivirkninger enn konvensjonelle
mineraloljeadjuvanser (). Vagnes pers. medd.). Vaksinen ble injisert intraperitonalt og
stikksted var litt anteriort for basis av bukfinnene, med nalen vinklet noe kranialt.

Vaksinering ble utfgrt av et erfarent team.

Spesielt godkjenningsfritak méatte innhentes fra Statens legemiddelverk for bruk av vaksinen
til den aktuelle besteningen, ettersom det ikke forela markedsfgringstillatelse for dette

produktet.

3.4. Registrering av dgdelighet

Dgdfiskregistreringer ble utfgrt av sjsanlegget som en del av den rutinemessige driften.
Avhengig av veeret og dagsordenen ble dgdfiskhaven tgmt to til seks ganger i lgpet av en uke,
vanligvis minst fire ganger ukentlig. Ved hjelp av kameraene ble det holdt gye med mengden
dgdfisk i bunnen av merden, slik at dgdfiskhaven kunne tgmmes ved behov. For hver merd
ble dgdfisktall for oppdrettet berggylt og villfanget leppefisk registrert i separate kategorier.
Ved store mengder dgdfisk ble antallsestimater utfgrt, men for det meste ble hvert individ

telt. Tapsstatistikken som ble fgrt uttrykker de faktisk registrerte tall.

Det foreligger ikke dgdelighetsdata fra pavekstanlegget.

3.5. Datainnsamling og klinisk undersgkelse

Ved pavekstanlegget gikk berggylten i store kar, og all fisk ble fanget med hav og oppbevart i

bgtter med sjgvann frem til veiing og eventuell prgvetaking.

I prgveinnsamlingen pa sjganlegget var det en malsetning a sikre et bredt utvalg av prover
fra bade vill og oppdrettet leppefisk, og sgrge for at alle elleve merder var representert.
Leppefisken ble ofte samlet inn i forbindelse med driftsrelaterte operasjoner ved merdene,
som dgdfiskregistrering, lusetelling og tgrking av skjul. Fisken ble fanget med hav fra
dgdfiskhaven eller langs merdkanten. Levende og dgd fisk ble oppbevart i bgtter med sjgvann
og tare frem til dataregistrering. Sjgvannet sikret en noenlunde jevn og lav temperatur, mens

hensikten med taren var a tilby den levende fisken skjul og saledes redusere ungdig stress.

Tabell 3.3 gir en oversikt over antall individer som ble prgvetatt og veid ved hvert
oppfolgingsbesgk, samt ratio av levende fisk som har blitt kontrollert. Hvert individ ble
tildelt betegnelsen V, K eller W (for henholdsvis vaksinert, kontroll- eller villfanget fisk) og
nummerert i rekkefglgen de ble prgvetatt, og de tilhgrende prgver og opplysninger ble merket

med tilsvarende kode. Som vist i Tabell 3.3 har data blitt samlet fra kun levende individer



fra august til og med oktober, mens data for perioden november til og med februar er fra
béade levende og dgde individer. Avgjgrelsen om & benytte ogsa dgde individer ble tatt med
den begrunnelse at det var upraktisk og vanskelig & fa tak i tilstrekkelig mange levende fisk

pa sjsanlegget.

Tabell 3.3: Veiing og provetaking av wvaksinert oppdrettsberggylt (V), uvaksinert
oppdrettsbergqylt (kontroll; K) og villfanget leppefisk (W). Tabellen viser antall individer som
er kontrollert ved hver wvisitt, inkludert bade innledende provetaking (august og september 2015)
og selve forspksperioden (oktober 2015 til februar 2016). Prosentandel av disse individene som
ble samlet inn levende (% lev.) er gitt i parentes. De gurige var selvdgde i forkant av
vektregistrering og/eller provetaking. Nederst ses totalt (tot.) antall individer som er veid eller
provetatt, fra hver gruppe og sammenlagt (sum,).

Gruppe Vekt- Vevsprgve | Vevsprgve | Utstryk BA Utstryk

registrering | hodenyre gjelle

>
28. |V 50 (100 %) (100 %) 10 (100 %) 10 (100 %)
aug. |K 50 (100 %)| 9 (100%)] 0 - 10 (100 %)| 10 (100 %)
98. |V 60 (100 %)| 10 (100%)| 0 - 0o - 10 (100 %)
sep. | K 60 (100 %)| 10 (100%)| 0 - 10 (100 %)| 10 (100 %)
v 23 (100 %)| 10 (100%)| 0 - 7 (100 %)| 6 (100 %)

12‘;7' K 9 (100%) 9 (00%)| o - 0 (100 %)| 9 (100 %)
lw 16 (100%)| 9 (100%)| o0 - 8 (100 %)| 3 (100 %)
A% 82 (8T%)| 21 (11%)| 0 - 17 (M%)| 17 (711 %)

16--20. ;o 27 (44%)| 13 (69%)| 0 - 11 (3%)| 11 (713%)
T w 67 (58%)| 29 45%)| 0 - 24 (50 %)| 24 (50 %)
v 1 (15%)| 18 (61%)| 18 (61%)| 18 (61%)| 18 (61 %)

9('1';?"' K 21  (19%)| 12 (33%)| 12 (33%)| 10 (30%)| 10 (30 %)
W 24 (38%)| 10 (70%)| 10 (T0%) 7 (57%)| 9 (67%)

\% AT (13%)| 7 (4%)| o - 17 (35%)| 18 (33 %)

2?"58’ K 3 (0%)] 0 - 0 - 3 (0% 3 (0%)
“lw A7 (9%)| 17 (24%)| o - 25 (36 %)| 25 (36 %)
v 333 (66 %)| 76 (75%)| 18 (61%)| 69 (67%)| 79 (70 %)

Tot. |K 170 (79%)| 53 (7T%)| 12 (33%)| 53 (5%)| 53 (75 %)
W 154 47%)| 65 (51%)| 10 (70%)| 64 (52%)| 61 (49 %)

(65 %) (68 %) (55 %)[186 (64 %) (65 %)

Prgvetakingsmetodene som er nevnt i tabellen ovenfor vil bli gjennomgéatt i det folgende.
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3.5.1. Vektregistrering

I tillegg til utfordringene med & fa tak i tilstrekkelig mange levende fisk til & sikre et
representativt utvalg var det, grunnet sjogang, oftest ikke mulig & veie fisk ute ved merdene.
All fisk matte transporteres inn til flaten for vektregistrering. Med det ble det ogsa lite
praktisk gjennomfgrbart og tidseffektivt & veie levende individer foruten de som skulle
benyttes til videre provetaking. Levende fisk utover dette matte eventuelt fraktes tilbake til

sine respektive merder.

I lgpet av de seks oppfelgingsbesgkene som ble avlagt ble det benyttet tre ulike vekter for a
veie fisken. Den fgrste ble lant lokalt pa pavekstanlegget og benyttet i august og september.
Den andre tilhgrte sjganlegget men ble gdelagt etter oktoberbesgket, og matte dermed

erstattes med en ny vekt fra november og utover. Vekt ble registrert til nsermeste hele gram.

3.5.2. Prgvetaking

Fisken ble avlivet med et slag i hodet, umiddelbart etterfulgt av et transversalt snitt som
kuttet den forlengede ryggmarg og samtidig eksponerte hodenyre for prgvetaking.
Bakteriologiske prgver fra hodenyre ble sddd ut med to fortynninger pa blodagar (BA; 5 %
okseblod og 0,9 % NaCl) og blodagar med 2 % NaCl (BAS; 5 % okseblod)
(Veterineerinstituttet, Oslo, Norge). Skalene ble oppbevart i kjgleskap (4 °C) i inntil 8 dager
mens prgvetakingen foregikk, og deretter inkubert ved 20 °C (BA) eller 15 °C (BAS).

Vevsprove fra nyre ble aseptisk plukket, overfort til prgvergr og preservert i RNAlater®)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) for & hindre degradering av RNA. I desember
maned ble det i tillegg tatt vevsprgve av gjelle, preservert pa tilsvarende mate. Vevsprgvene

ble oppbevart ved 4 °C i inntil 4 uker.

3.5.3. Klinisk undersgkelse

Under prgvetaking ble visuell innvendig og utvendig klinisk undersgkelse foretatt fortlgpende.
Det ble seerlig lagt vekt pa & identifisere vaksinerest hos oppdrettsberggylt fra merd 1-8
(vaksinert gruppe) for a bekrefte at denne fisken faktisk var blitt vaksinert. Patologiske
forandringer forenelige med atypisk furunkulose, samt alvorlige vaksinebivirkninger, ble ogsa

tillagt seerskilt vekt. @Qvrige funn ble notert ned sporadisk.

Imidlertid ble verken klinisk inspeksjon eller nedtegning av funn systematisk gjennomfort, og

eksakte registreringer ble ikke gjort for alle undersgkte individer.

3.6. Bakteriologi

BA og BAS ble observert over en periode pa én uke under inkubering. Interessante kolonier
viderefgrt til parallell BA og BAS. Det primzere kriteriet for viderefgring av kolonier var
samsvarende morfologi med A. salmonicida, det vil si smé kremfargede kolonier som er tgrre,

skyvbare og konvekse (Austin & Austin 2007). I tillegg ble det gjort forsgk pa & identifisere



sakalte gjengangere, det vil si bakterier som potensielt kunne vitne om pagaende

infeksjonssykdom ut over atypisk furunkulose.

I det folgende vil det bli gitt en beskrivelse av de bakteriologiske metoder som ble benyttet
for & identifisere isolater som A. salmonicida. Metodenes egnethet til & skille mellom ulike A-
lagstyper av A. salmonicida ble ogsa utforsket, bade for stammer isolert i feltforsgket og for

donerte stammer (se Tabell 3.4) fra Veterineerinstituttet (VI) og Vaxxinova Norge.

Bactident@®) Oxidase (Merck, Damstadt, Tyskland) ble benyttet for & evaluere
tilstedeveerelsen av ensymet cytokrom oksidase, og det aktuelle isolatet ble beskrevet som

oksidasepositivt eller -negativt.

API 20 NE (bioMérieux, Marcy 1'Etoile, Frankrike) er et identifikasjonssystem opprinnelig
utviklet for gram-negative bakterier av human opprinnelse, men med en fremgangsmate som
avviker noe fra protokollen kan testene ogsa gi biokjemisk karakterisering for fiskepatogener.
Mikrorgrene ble inokulert med en suspensjon av 2 mL API NaCal 0,85 % medium og omtrent
10-20 kolonier fra renkultur pa BA eller BAS (2-4 dggn gamle). Testene ble inkubert ved 20
°C i 24 + 2 timer og reaksjonene NO3 (nitratreduksjon) og TRP (indolproduksjon fra
tryptofan) avlest etter tilsetting av reagens. De gvrige testene ble avlest minst tre ganger;
etter 24 timer, 48 timer og 5 dggn (£ 2 timer). En liten drape fra saltsuspensjonen ble

inokulert pa4 BA eller BAS for & kontrollere at supensjonen ikke var blitt kontaminert.

API 20 E (bioMérieux) fungerer pa tilsvarende mate som API 20 NE og tjener samme formal
ved at de ulike reaksjonene kan gi informasjon om de biokjemiske egenskapene til et
bakterieisolat. Om lag 10-20 kolonier (3 dggn gamle), avhengig av stgrrelse, ble samlet fra
BA og suspendert i 5 mL API NaCl 0,85 % medium. Suspensjonen ble inokulert som
beskrevet i protokollen og inkubert ved 20 °C i 24 4+ 2 timer, deretter ble testene TDA
(deaminering av tryptofan), IND (indolproduksjon fra tryptofan) og VP (Voges-Proskauer-
test; acetoinproduksjon) tilsatt reagenser og lest av. Fremgangsmate for
kontamineringskontroll og avlesing av gvrige tester var tilsvarende som beskrevet for API 20
NE.

0/129 Vibriostatikum diffusjonstablett 150 png (Rosco Diagnostica, Taastrup, Danmark) ble
benyttet pad BA eller BAS i henhold til protokoll, og sensitivitet registrert som hemmingssone
i bakterievekst (malt i mm) omkring tabletten. Resistente isolater vokste uten

hemmingssone.

Presumptive A. salmonicida-isolater ble sddd ut pa Trypton-soja-agar med 0,01 % Coomassie
brilliantbla (TSA CBB; Veternizerinstituttet, Oslo, Norge). Bla kolonier indikerer at A-laget

er intakt, mens hvite kolonier kan tyde pa tap av A-lag eller at kulturen ikke er ren.

For de forste isolatene av A. salmonicida som ble samlet i felt ble Mono-As

agglutinasjonstest (Bionor, Skien, Norge) benyttet for spesifikk pavisning av A. salmonicida.
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Duplikater av alle nye isolater av A. salmonicida ble kryopreservert ved -80 °C (Microbank,
Pro-Lab Diagnostics, Richmond Hill, Ontario, Canada). Den samme preserveringsmetoden

ble benyttet for donerte isolater fra VI og Vaxxinova Norge (Tabell 3.4).

Tabell 3.4: Donerte isolater av A. salmonicida fra Veterinerinstituttet (VI) og Vazzinova
Norge.

Opprinnelsesarter er atlantisk laks (Salmo salar), kveite (Hippoglossus hippoglossus), rognkjeks
(Cyclopterus lumpus), berggylt (Labrus bergylta), gronngylt (Symphodus melops) og bergnebb

(Ctenolabrus rupestris). Forkortelser brukt for fylker i Norge er som folger: MRO More og Romsdal,
NRL Nordland, ROG Rogaland, SFJ Sogn og Fjordane, STR Sor-Trondelag. Tomt felt indikerer at

informasjonen ikke er kjent.

Isolatnr. Opprinnelse
Vaxxinova i Geografisk
NVI-1654 1 S. salar MRO, Norge 1990
NVI-9338 1I H. hippoglossus MRO, Norge 2013
NVI-9416 I H. hippoglossus MRO, Norge 2014
VX1030 NVI-8317 111 C. lumpus Feaergyene 2012
VX1020 NVI-7708 \Y L. bergylta NRL, Norge 2010
VX1021 NVI-8123 A% L. bergylta ROG, Norge 2011
VX1022 NVI-8578 A% L. bergylta STR, Norge 2012
VX1023 NVI-9546 A% S. melops SEJ, Norge 2014
NVI-8017 \Y L. bergylta MRO, Norge 2011
VX1010 NVI-9926 A% C. lumpus MRO, Norge
VX1024 NVI-8546 VI C. lumpus NRL, Norge 2012
VX1025 NVI-9140 VI C. lumpus ROG, Norge 2013
VX1026 NVI-9278 VI L. bergylta NRL, Norge 2013
VX1027 NVI-9280 VI C. rupestris STR, Norge 2013
VX1028 NVI-9496 VI S. melops SEJ, Norge 2014
VX1029 NVI-9498 VI S. melops ROG, Norge 2014
BIO.15-1B C. lumpus MRO, Norge
NVI-8013 VI L. bergylta MRO, Norge 2011
VX1019 VI C. lumpus SEFJ, Norge 2015




3.7. PCR Tabell 3.5: Reaksjonsforhold for sanntid RT-PCR.

Sanntid polymerase-

Reaksjon Temperatur

kjedereaksjon (real time
PCR) ble benyttet for

spesifikk pavisning av A. 1. Revers transkripsjon 30 min |50 °C
salmonicida fra 2. Inalftiw?ring av revers transkriptase 15 min |95 °C
vevsprover og senere for og aktivering av polymerase

A-lagstyping av alle PCR-syklus (to trinn):

prover med Ct-verdi < 3a. Denaturering 15 sek |94 °C
31. Alle PCR-~analyser 3b. Hybridisering og polymerisering |60 sek |60 °C

ble utfort av Vaxxinova

(Bergen, Norge).

3.7.1. Bearbeidelse av vev

Vevsprgve av hodenyre eller gjelle (ca. 2 x 2 x 3 mm eller 10 mg), til sammen 230 stk., ble
overfort til mikrorgr med 750 pL Qiazol (Qiagen GmbH, Tyskland) og en kule i rustfritt stél
(5 mm) for homogenisering med TissueLyser II (Qiagen). Det lyserte homogenatet ble
oppbevart ved -18 °C frem til videre prosessering. RNA ble ekstrahert og renset med RNeasy
96 Universal Tissue kit, Sigma 4-16KS sentrifuge og BioRobot Universal System renserobot
(alle Qiagen) i henhold til produsentens anvisninger. Eluatet ble lagret ved -80 °C.

3.7.2. Pavisning av Aeromonas salmonicida med PCR

Prgvene ble screenet for A. salmonicida med ett-stegs sanntid revers transkriptase-PCR (RT-
PCR). PCR-oppsettet fulgte protokollen for QuantiTect® Probe RT-PCR kit med
QIAgility™ og Rotor Gene® Q (alle fra Qiagen). Kittet inkluderer to revers transkriptaser,
Omniscript® og Sensiscript®, og HotStarTaq® DNA polymerase. Reaktantene ble blandet til
et totalt reaksjonsvolum pa 20 pl, og reaksjonsforholdene gar frem av Tabell 3.5. En
temperatur pa 50 °C hindrer folding av mRNA (messenger RNA) og gjor det mulig for
primere & hybridisere spesifikt, samtidig som revers transkripsjon fasiliteres. Ved & gke
temperaturen til 95 °C aktiveres DNA polymerase mens revers transkriptase inaktiveres. I
den fgrste PCR-syklusen hybridiserer primere til enkelttradet DNA (ssDNA) ved 60 °C og
initierer polymerisering. Deretter fortsetter hver PCR-syklus med denaturering av
dobbeltradet DNA ved 94 °C og hybridisering og polymerisering ved 60 °C. Det ble kjgrt 40
sykluser med to-trinns PCR.

Primerpar og prober ble bestilt fra ThermoFisher Scientific (thermofisher.com) som
TaqMan® Gene Expression Assay (20X). Nukleotidsekvensene er vist i Tabell 3.6.

Malsekvensen var en konservert region av genet som koder for A-laget; vapA.
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Tabell 3.6: Oligonukleotider benyttet i sanntid RT-PCR for spesifikk pdvisning av Aeromonas
salmonicida. Nukleotidposisjon er vist i parentes. Malsekvensen var en konservert region av
vapA pd 79 basepar. Nukleotidsekvensene ble utledet fra gemomet til stamme NVI-8013
(aksesjonsnummer i GenBank KP184543).

Deteksjon Primer

forward 5’-3’ reverse 5-3’

CGTTGGTGCTTCTATCACTGCTA | AACAGCTACTTCACCCTGATTGG
(91-113) (169-147)

CCGTCAGGCTCGC
(115-127)

Aeromonas

salmonicida

En TaqMan® 3> MGB (minor groove
binding) probe med 5’ fluorogen reporter
(FAM) og 3’ ikke-fluorescerende quencher
(NFQ) ble benyttet. MGB-gruppen gker
smeltepunktet for DNA-probe-komplekset

og tillater kortere prober som er mer

folsomme for mismatch (ustabil binding Figur 8.3: Prinsippskisse for MGB-proben:
mellom probe og templat) (se Figur 3.3). Nar proben hybridiserer med enkelttradet DNA
NFQ er en dark quencher. Det innebzerer at (ssDNA) dannes et smalt rom mellom de to

den absorberer eksiteringsenergi fra FAM heliksene (minor groove) der MGB gruppen

. passer inn. Van der Waalske krefter mellom
ved FRET (Forster resonnance energy . . o
MBG-gruppen og heliksene virker stabiliserende

transfer) og avgir energien som varme, pé bindingen mellom probe og ssDNA. o probe;

mens en fluorescerende quencher ville e ssDNA; o MGB-gruppe; Q quencher; R

avgitt mye av energien som lys. Sa lenge reporter.

FAM befinner seg i naerheten av NFQ vil

emisjon undertrykkes, men under polymerisering vil eksonukleaseaktivitet fra polymerasen
klgyve primeren i 5’ ende og frigjgre FAM. Dermed avgis fluorescens, og mengden fluorescens
som detekteres for hver syklus er direkte proporsjonal med mengden amplifisert materiale.

Terskelverdien for normalisert fluorescens ble satt manuelt.
Positiv og negativ kontroll var inkludert i alle oppsett.

3.7.3. A-lagstyping

Fremgangsmate og oppsett for sanntid RT-PCR til pavisning av A-lagstyper V og VI var
tilsvarende som for pavisning av A. salmonicida (se avsnitt 3.7.2), med enkelte unntak. For a
promotere spesifikk binding av primere til ssDNA ble temperaturen gkt til 63 °C i andre
trinn av PCR-syklusen (steg 3b i Tabell 3.5). Det ble ogsa laget til primerpar og MGB-probe
(ThermoFisher Scientific) for begge A-lagstyper, basert pa en hypervariabel region av vapA.
Nukleotidsekvensene er vist i Tabell 3.7.



Tabell 3.7: Oligonukleotider benyttet for spesifikk pavisning av A. salmonicida A-lagstype V

og VI. Mélsekvensene var en hypervariabel region av vapA pd henholdsvis 77 (type V) og 59
(type VI) basepar. Nukleotidsekvensen for type V ble utledet fra genomet til stamme NVI-8017
(aksesjonsnummer i GenBank KP184543), og type VI ble utledet fra stamme NVI-8013
(aksesjonsnummer KP184544). Nukleotidposisjon relativt til genomet er vist i parentes.

Deteksjon Primer

forward 5’-3’ reverse 5’-3’

CAGCTGACCATCGATCACACTATC GTGTTTTCTACATTAGAAGCA ATCAATGGCAAGCGTCT
AGAGCAA
Type V
(397-420) (473-446) (424-440)
TCGTCGTTTACCGGTCTGATG CCGCTATTGGCACCATTACG TGCCCCGAGTAATT
Type VI
ype V (289-309) (347-328) (312-325)

Med utgangspunkt i Ct-verdiene fra screening for A. salmonicida ble prgver med Ct < 31

valgt ut til disse assayene. Renset materiale (eluat) av de aktuelle prgvene ble overfert til et
elueringsbrett. Isolatene NVI-8017 (A-lagstype V) og NVI-8013 (A-lagstype VI) ble benyttet

som positiv kontroll.

3.8. Statistikk

One-way ANOVA (analysis of variance) ble benyttet for & analysere forskjell i snittvekt

mellom levende og dg¢d fisk fra samme gruppe. Grense for signifikans ble satt til P < 0,05

(konfidensintervall 95 %). Denne statisktiske analysen ble utfgrt med programvaren
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA).

Der standardavvik for en verdi er vist vil dette alltid bli oppgitt som forkortelsen SD.

Akkumulert dgdelighet ble regnet ut ved & dividere det totale antallet dgde fisk ved et
bestemt tidspunkt pa beholdningen ved tid «null», det vil si beholdningen ved utsett i de

fleste tilfeller. For enkelte merder er det imidlertid gjort unntak for gruppene med villfanget

leppefisk, se avsnitt 4.5.
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4. RESULTATER

4.1. Pilotforsgk

Klinisk undersgkelse viste en tendens til at vaksinen la seg kranialt i bukhulen hos individer
av normal stgrrelse, mens hos svaert sma fisk ble vaksinen spredt i hele bukhulen. Det minste
individet som ble undersgkt veide 7 g. Blant individene i gruppe 4 (i.m. vaksine) kunne det

ofte anes en hevelse ved stikkstedet.

Fisken var liten av avmagret, noe som gjorde det vanskelig & lese eventuelle bivirkninger av
vaksinen. Det generelle inntrykket var allikevel at det ikke var noen tegn til alvorlige
bivirkninger. Noe ulik, men alt i alt svak, grad av adhesjoner (sammenvoksninger) i bukhulen

ble observert

Det foreligger ikke konkrete data for vektutvikling eller overlevelse fra pilotforsgket, men det
ble erfart at vaksinen som var tiltenkt brukt i hovedforsgket (gruppe 3) ikke medforte gkt
dgdelighet.

4.2. Utvendig undersgkelse

Observasjoner allerede fra pavekstanlegget vitnet om at finneslitasje var et relativt utbredt
problem hos oppdrettet berggylt. Dette ble ogsa bekreftet av fiskehelseansvarlig ved anlegget,
som kunne fortelle at arsaksbildet her var mulitfaktorielt og at det var sett en sammenheng
mellom stress og utvikling av finneslitasje. Finneslitasjen rammet bade finnemembran og
finnestraler, primeert pa bryst- og halefinner. Brystfinnene lot til & veere szerlig hardt
rammet, og hos enkelte individer terminerte skulderbuen i en stump der finnestralene skulle
hatt utspring. Villfanget bergnebb hadde et moderat innslag av finneslitasje som hovedsakelig
rammet halefinnen, men bade hypighet og alvorlighetsgrad var langt mindre enn for

oppdrettet berggylt.

Kjevedeformiteter og nekrotiske lesjoner i hoderegionen var helseproblemer som utelukkende
s& ut til & ramme oppdrettsberggylt, og som ifplge fiskehelseansvarlig hadde sitt opphav i
suboptimale oppdrettssbetingelser. Skjeletale misdannelser i over- og underkjeve fgrte ofte til
at fisken fikk et skjevt bitt eller ikke kunne lukke munnen. Enkelte individer hadde en
knoklete utvekst under haken. Kjevedeformitetene skyldtes at fisken hadde gatt for lenge pa
et mindre naeringsrikt for i tidlig fase. Som nevnt er berggylten utpreget kresen i matveien,
og det ble fortalt at det hadde veert utfordrende & fa denne generasjonen til & akseptere

overgangen fra én fortype til en annen.

Hodeerosjon hadde oppstatt som fglge av utilstrekkelig vannutskifting i karene, i folge

fiskehelseansvarlig. Man kunne ofte se mgrkpigmentering eller klumpformig vev assosiert med



disse lesjonene. Det var en klar tendens til at erosjoner i forste rekke rammet nesegroper og

omradet mellom disse, og man kan spekulere i om lesjonene ofte starter her.

Avmagring, synlig ved ventrolateralt innsunken buk og markert bekkenbue, ble etter hvert
et problem hos en stor andel av berggylten etter utsett. Tilsvarende observasjon ble ikke
gjort for bergnebb. Imidlertid ble det registrert en klar forbedring i februar, da berggylten
generelt ble bedgmt & veere betydelig rundere i buken. Vektdata fra samme periode stgtter

disse oppfatningene (se avsnitt 4.4).

En del av de undersgkte fiskene ble fanget fra dgdfiskhaven i forbindelse med rutinemessig
fjerning av dgd fisk, og det ble notert et hgyt innslag av bergnebb med innvoller presset ut
av gattet, samt enkelte med eksoftalmi. Med kameraene kunne man observere at leppefisk
samlet seg i bunnen av merden; langs notveggen, inni og under dgdfiskhaven. I tillegg til dgd
fisk kom det altsa en andel levende leppefisk opp med dgdfiskhaven. Trykkreduksjonen fisken
ble utsatt for resulterte i at gassen i svgmmeblaeren ekspanderte raskere enn den ble tatt opp
i blodstrgmmen. En oppstigning fra 30 meters dyp til overflaten gir omtrent en firedobling av
volumet i svgmmeblaeren, og den oppsvulmede svgmmeblzeren presset innvollene ut og kan
potensielt har forarsaket skade pa indre organer. Det er uvisst hvorfor oppstigningen ikke sa
ut til & affektere berggylt pa langt neer i like stor grad som bergnebb. Maskene i
dgdfiskhaven var for smé til at leppefisken kunne svgmme gjennom dem, men det ble som

regel observert noen leppefisk som hadde dgdd fordi den hadde satt seg fast i maskene.

Foruten de ovennevnte observasjoner var det en del, bade dgd og levende, leppefisk med sar
og skjelltap. Det ble bevitnet at én levende laks hadde et stort, dypt sar som var forarsaket
av dykkende skarv pa utsiden av merden, og det er ikke utenkelig at fugl kan ha statt for
noen av sarskadene pa leppefisken. Om skadene hos ded leppefisk var oppstatt etter at fisken

var dgd vites ikke.

Atferdsmessig var inntrykket til rgkterne at oppdrettsberggylten i tiden etter utsett var sterk
og hardfgr sammenlignet med villfanget bergnebb. Leppefiskprodusenten kunne fortelle at
dette var en tilbakemelding de var vant til & fa. Oppfatningen blant rgkterne endret seg
imidlertid utover i forsgksperioden, og i desember mente de at berggylten utgjorde en stgrre
fraksjon av dgdfisken enn den hadde gjort tidligere. Denne utviklingen stgttes av tallene fra

dgdfiskregistreringene.

4.3. Innvendig klinisk undersgkelse

Den innvendige undersgkelsen bekreftet at majoriteten av berggylten var preget av
underernaring. Galleblaeren var synlig forstgrret, et tegn pa opphopning av galle. Hos alle tre
grupper var tarmveggen svaert tynn og tarmkanalen fylt med slim. Ingen forrester eller lus

ble funnet, og tarmen var med fa unntak tom. Et fatall bergnebb og kontrollberggylt hadde
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spist store mengder groer, og et stort antall fiskeskjell som ble antatt & stamme fra laks ble

funnet i tarmen hos noen fa vaksinerte og uvaksinerte berggylt.

Vaksinerest var som regel enkel & identifisere i bukhulen hos vaksinert fisk, synlig som sma
hvite draper. Vaksinen var seerlig lokalisert dorsalt og langs suspensoriet. Vaksinen var noe
vanskeligere & identifisere i desember og februar enn i oktober og november, sannsynligvis
fordi mengden vaksine minket. Med enkelte unntak ble det observert vaksine i bukhulen hos
alle oppdrettsberggylt fra merd 1-8, og de fleste unntakene gjaldt for dgd fisk der organene
alt hadde gatt i opplgsning.

De innledende undersgkelsene i august og september ble utfgrt av sertifisert fiskehelsebiolog.
Pa disse tidspunktene ble det ikke observert sammenvoksninger eller andre vaksinerelaterte

forandringer hos noen av de totalt 20 undersgkte vaksinerte berggyltene.

Bivirkningsundersgkelsen pé sjganlegget viste lav forekomst av alvorlige bivirkninger. Hos ett
individ ble det observert at organpakken var sveert kompakt grunnet sammenvoksninger
mellom indre organer, mens ytterligere ett individ hadde sammenvoksninger mellom indre
organer og bukhinne som gjorde det vanskelig & dissekere ut organpakken. Foruten disse to
individene, som begge ble undersgkt i oktober, ble det ikke observert tydelige adhesjoner hos
vaksinert fisk, og pigmentavleiringer ble ikke observert hos noen av de undersgkte fiskene i

denne gruppen.

I februar, seks maneder etter vaksinering, ble bivirkningsundersgkelse for to vaksinerte fisk,
hvorav én levende, foretatt av erfaren veterinaer. I begge tilfeller ble det observert
fibrintrader kranialt for selve suspensoriet, og det ble bedgmt at disse kunne veere en
bivirkning av vaksinen. Tradene var ikke forankret i bukveggen og organene la fritt og fint i

bukhulen. Det ble vurdert at individene utviste en forholdsvis mild reaksjon pa vaksinen.

Granulomer ble pavist relativt hyppig i indre organer hos villfanget leppefisk, men ogsé for
ett individ fra kontrollgruppen og fire fra vaksinert gruppe er det notert at granulomer ble
observert. I rekkefglge, fra organer med hgyest til lavest forekomst av granulomer, var de
organer der det ble observert granulomer som fglger: lever, milt, nyre, hjerte (ventrikkel og
atrium) og suspensorium. Granulomer ble observert betydelig hyppigere i februar enn i de
foregdende méaneder, og dette var ogsa den eneste maneden der det ble sett vaksinert fisk

med granulomer.

Andre patologiske forandringer som ble registrert var svullen milt og petekkiale eller diffuse
blgdninger i indre organer. Det var det et relativt hgyt innslag av villfanget leppefisk med
tilsynelatende svullen milt, igjen seerlig i februar maned. Svullen milt ble ogsa notert hos to
vaksinerte individer, men ikke hos kontrollfisk. Petekkiale blgdninger ble observert i
tarmveggen, spesielt i posterior ende, og ble registrert for seks villfangede leppefisk og ett

vaksinert individ i februar, men ikke i de foregaende manedene. Blgdninger ble ogsé registrert



i skjelettmuskel og lever, samt i svgmmeblaerevegg og rognsekker ved enkeltanledninger, alle

hos villfanget leppefisk og primeert fra februar.

Som forventet ble det hos en stor andel av levendefanget bergnebb observert utspent

svgmmeblaerevegg og sveert stor svgmmeblzaere.

Ved tre tilfeller ble det lagt merke til sveert forstgrret urinblaere hos vaksinert fisk, sammen

med noe som kunne ligne en hard blokkering i urinleder.

Hunnindivider av bergnebb med pafallende store rognsekker ble observert i november og

februar.

4.4. Vekt

Vektregistreringer og vektutvikling hos vaksinert berggylt og kontrollberggylt er illustrert
ved Figur 4.1 og Figur 4.2.



Figur 4.1: Resultat av
vektregistrering vist som
spredningsdiagram — der
hvert punkt representerer
ett individ. Feilfelt viser
snittvekt  +  standard-
avvik. ° Vaksinert;
o Kontroll; e Villfanget.
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Som nevnt ble kontrollgruppen sortert mellom vektregistreringene som fant sted i august og
september. Dette medfgrer at vektdataene fra august ikke er representative for den gruppen
som ble fulgt videre i forsgket, og den bratte kurven som kan observeres fra august til
september i Figur 4.2 er derfor markert som en stiplet linje. Det samme har blitt gjort for &
illustrere at vektutviklingen fra desember til februar sveert usikker. Foruten de usikkre
malingene kan det imidlertid observeres at kontrollgruppen har en svak vektgkning frem til
utsett, og deretter avtar snittvekten for de to etterfglgende manedene. Denne nedgangen

tilsvarer en vektreduksjon pa -31 %.

For vaksinert gruppe foreligger det flere vektregistreringer sammenlignet med for
kontrollgruppen (se Tabell 3.3). Som vist ved fraveer av stiplet linje i Figur 4.2 er det antatt
at de snittvektene som er beregnet er representative for gruppen. Snittvektdataene tilsier at
det skjedde en tilvekst pa 32 % i perioden fra vaksinering og frem til utsett. Fra utsett i sjo
hadde fisken derimot et samlet vekttap péa - 47 % over de neste to manedene. Denne dystre
utviklingen snudde imidlertid, og ved siste innveiing i februar var det skjedd en vektgkning

pa 51 % siden desember.

Som det kan observeres av spredningsdiagrammet (Figur 4.1) er det for kontrollgruppen i
august og september stgrre variasjon i vekt blant de individene som tilhgrer de gvre
vektklassene, sammenlignet med de individene som havner i nedre vektklasse. Dette kan
forklares med at berggylten har blitt sortert i flere omganger pa pavekstanlegget, der det er
satt en terskelverdi for minstestgrrelse. Det er kjent at det ble foretatt en slik sortering i
forkant av innveiing i september, og det kan anes en tendens til enda mindre spredning for
nedre vektklasse i september, sammenlignet med méaneden fgr. For vaksinert berggylt kan en
lignende tendens til stgrre spredning i gvre vektklasser ses, noe som vitner om at ogsa denne
gruppen tidligere har veert igjennom en sortering. Effekten av sorteingen avtar utover i
perioden frem mot utsett, som vist ved gkt spredning i registrert vekt for de nedre

vektklassene.

Den generelle trenden i vektutvikling for oppdrettsberggylt var en vektoppgang i perioden
der fisken befant seg pa pavekstanlegget, etterfulgt av vektnedgang fra utsett og frem til

desember.

For villfanget bergnebb viser vektdataene (Figur 4.1) en relativt stabil tendens gjennom
forsgksperioden sammenlignet med for oppdrettet berggylt. Snittvekt ved hver veiing var
henholsvis 25 g i oktober, 23 g i november, 24 g i desember og 21 g i februar, og den stgrste
forskjellen i snittvekt (fra oktober til februar) tilsvarer her en vektnedgang pa - 13 %.
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2

35

aug sep okt nov des feb

Figur 4.2: Gjennomsnittsvekt for vaksinert gruppe og kontrollgruppe fra august til februar.
Vektdata for kontrollgruppe i august og februar regnes ikke som gyldige for hele gruppen og er
derfor markert med stiplet linje. == Vaksinert; == kontroll.

4.5. Dgdelighet

Figur 4.3 viser akkumulert dgdelighet i prosent for villfanget leppefisk og vaksinert berggylt
eller kontrollberggylt i hver merd. Kontrollgruppene hadde hgyere akkumulert dgdelighet enn
vaksinert fisk gjennom hele forsgksperioden, og fra og med uke 4 etter utsett ogsa hgyere
dgdelighet enn alle villfiskgruppene. I seks av atte merder var det ved forsgksperiodens slutt
hgyere kumulativ dgdelighet blant vaksinert berggylt enn villfanget leppefisk. I merd 8 var
det lik dgdelighet i de to gruppene, mens det i merd 4 var hgyere dgdelighet blant villfisk enn
berggylt.

Akkumulert dgdelighet 21 uker etter utsett varierte fra 24 % (merd 6) til 35 % (merd 1) for
vaksinert berggylt, fra 46 % (merd 9) til 71 % (merd 11) for kontrollberggylt, og fra 18 %
(merd 5) til 30 % (merd 4) for villfanget leppefisk. Etter at forsgket var avsluttet viser
supplerende data frem til 30 uker etter utsett at det fortsatt var de samme to gruppene som
totalt sett hadde henholdsvis lavest og hgyest akkumulert dgdelighet; villfisk i merd 5 med 23
% dedelighet og kontrollfisk i merd 11 med 100 % dgdelighet (eksakt registrert verdi var
100,29 %).



33

yopou
apuapbpd poaa jpbuvfig o ‘yvg0wW
o518 ugf ppbunfipy — HabunfirA
— JOSJUOY] == [LUOUISYD A == ()
ayn paa 9 () 13 42614101 ysifjja Lof
1oybLaps(q foub uvay 1 juasifisods
(13-0 ayn) UIP0LLIAsyPsiof
v 19ybuppop ojog 1RSI 49392
060 2yn IT-] psow 4of (%) 12y
-byapop oy g anbig

112510 12133 2K

(015 IC8ICGICTI 6 9 €O

B2OES
a
o

L]
o

3 PRI

1319510 12333 BN

(015 ICSTCICI 6 9 € O

1T PRIN

L PN

941¢C

%92

€ PBIN

133590 32132 B_HN

(015 IC8TCIEI 6 9 € O

0T P=IX

%61

g %7

5PN

¢ PRI

FEESLRRCHEEIES 151

(015 IC8TCTICTI 6 9 € O

®
5
[
o9

(%) pép wropry

6 PN

S PN

o

%0
%0z
%o¥
%09
%08
%00T

%\?

%01

(%) "pap wmopry

%01
%02

2
S

{(04) pap unepy

g



Kapittel 4

Dgadelighet for villfisk i merd 1-8 har blitt korrigert til 0 % i Figur 4.3 ved det tidspunktet
berggylten ble satt ut (uke 0). Dette ble gjort for & jevnstille sammenligningsgrunnlaget for
villfisken i de ulike merdene, og mellom villfisk og oppdrettet berggylt. I realiteten hadde det
allerede veert en utgang av villfisk i merd 1-

8 i perioden frem til dette, og denne fremgar Tabell 4.1: Dgdelighet blant willfanget

av Tabell 4.1. leppefisk ¢  merd 1-8 i  forkant av

forsgksperioden. Tabellen viser totalt mottak og
Som tabellen viser hadde merd 4 hatt sveert total utgang av 'U'Lllf'LSk tom. uke 0.

hgy utgang av leppefisk; over halvparten av
leppefisken som var blitt satt ut hadde dodd | EAate MUl

innen en periode p& hgyst halvannen méaned. antall ‘d,@delighet (%)
Ogsa nabomerden, merd 3, var preget av 1 6577 317 5%

relativ hgye tap med dgdelighet pa drgye en 2 6983 329 5%

femtedel av leppefisken. Tapsarsakene for 3 6786 1415 21 %

merd 4 og 3 er ikke kjent. I de gvrige 4 |8819 4676 53 %

merdene er dgdeligheten mer beskjeden og 5 16159 447 7%

koherent. 6 5902 335 6 %

Merd 9-11 er utelatt fra Tabell 4.1. All 7 (6309 820 5%

villfisken i disse merdene ble satt ut i lgpet 8 8026 367 7%

av de forste fire ukene etter forsgksstart, og

dermed har det heller ikke veert noen dgdelighet i forkant av forsgket. I Figur 4.3 er
dgdelighet i merd 9-11 illustrert med punkter i stedet for heltrukken linje i den perioden
mottak pagikk, ettersom beholdningen (divisoren) endret seg for hver uke. I merd 5 og 7 ble
det fylt pa med villfanget leppefisk i uke 7 etter forsgksstart. Dette er fremstilt med en brutt
graf som reprensenterer akkumulert dgdelighet i forhold til beholdning fgr og etter siste

mottak av villfisk.

For vaksinert fisk kan det noteres av Figur 3.1 at dgdelighet for de ulike merdene fglger et
nok s likt mgnster. Ikke helt uventet er det hgy dgdelighet den fgrste uken etter utsett.
Frem til uke 8 er dgdelighet neer identisk pa tvers av merdene; maksimalt tre prosentpoeng
skiller mellom merdene med hgyest og lavest dgdelighet. Etter uke 8 ser man en tendens til
at kurvene blir brattere og dgdelighet tiltar, mens grafene ser ut til & begynne & flate ut fra
rundt uke 15. Denne perioden med forhgyet dgdelighet tilsvarer tidsrommet fra slutten av

november 2015 til midten av januar 2016.

Blant kontrollfisken var det betydelig stgrre variasjon mellom merdene sammenlignet med
vaksinert fisk, og dgdelighet sa ogsa ut til a veere relativt ujevn fra uke til uke. I tillegg var
det, som nevnt, langt hgyere dgdelighet for kontrollberggylten sammenlignet med vaksinert
berggylt; allerede én uke etter utsett var samlet dgdelighet for kontrollgruppen (i prosent)

mer enn det dobbelte av for vaksinegruppen.



4.6. Screening for Aeromonas salmonicida

Til sammen ble nyreprgver fra 76 vaksinerte berggylt, 53 uvaksinerte berggylt og 65
villfangede leppefisk screenet for A. salmonicida. Prover som ikke ga Ct-verdi var negative
for A. salmonicida, mens Ct < 40,00 indikerte tilstedeveerelse av A. salmonicida i proven

(positiv).

Alle prgvene som var samlet fra kontrollfisk pa pavekstanlegget var negative, mens prgvene
samlet fra vaksinert fisk i samme tidsrom ga Ct-verdier mellom 31,61 og 39,70, eller ingen
Ct-verdi. De hgye Ct-verdiene gjenspeiler med overveiende sannsynlighet de formalindrepte
bakteriene som var tilsatt i vaksinen, ettersom A. salmonicida ikke har veert pavist i
berggyltoppdrett (Gulla et al. 2015a; ). Vagnes pers. medd.) og ingen av de uvaksinerte
fiskene pa samme anlegg fikk pavist bakterien. I den grafiske fremstillingen av PCR-
resultatene (Figur 4.4) er derfor Ct > 30 tolket som vaksine fremfor infeksjon for vaksinert
fisk. Videre har positive prgver blitt klassifisert etter tentativ bakteriemengde; fra lav til
middels og hgy. Denne inndelingen baserer seg pa resultatene til Gulla et al. (2015a), i et
forspk der prevalens av A. salmonicida blant rensefisk ble kartlagt. Ct > 34 tilsvarer her lav
bakteriemengde, 34 > Ct > 25 middels bakteriemengde og Ct < 25 lav bakteriemengde. For
vaksinert fisk utgar kategorien «lav bakteriemengde» til fordel for kategorien «vaksine» og

kategorien «middels bakteriemengde» er endret til & gjelde opp til Ct < 30.

A. salmonicida kan for forste gang sies & med sikkerhet dukke opp i prgvematerialet i
oktober. Nyreprgve fra én villfanget bergnebb fra merd 4 ga Ct 39,61, noe som tilsvarer
sveert lav bakteriemengde. Dette individet var levende ved innsamling, og det ble observert
ett granulom i hodenyre, men ytterligere patologiske forandringer ble ikke pavist. Ingen av de

gvrige prgvene fra oktober var positive.

En méned senere, i november, var bildet et ganske annet. Basert pa provematerialet var 92
% av kontrollfisken og 58 % villfisken positiv for A. salmonicida. Av kontrollfisken hadde
halvparten av de positive individene hgy bakteriemengde. For vaksinert fisk hadde det frem
til dette tidspunktet veert en tendens til at vaksinen har gitt mindre utslag p4 PCR for hver
provetaking, men i november var det igjen en hgy andel (53 %) som havnet i kategorien
«vaksiney. I tillegg hadde tre av prgvene fra vaksinert fisk (14 %) middels hoyt
bakterieinnhold, med Ct fra 27,21 til 29,72.

I desember var det en relativt lavere prosentandel fra hver gruppe som havnet i det gvre
sjiktet hva bakteriemengde angér. Alle uvaksinerte berggylt var positive for A. salmonicida,
men godt over halvparten av disse (58 %) hadde lav bakteriemengde, mot kun 8 % en maned
tidligere. Ingen vaksinerte berggylt var positive og 28 % hadde en bakteriemengde som svarte
til vaksineutslag. Blant villfanget leppefisk var 70 % negative, mens de gvrige hadde middels
eller hgy bakteriemengde.
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Figur 4.4: Screening av nyreprover for A. salmonicida
med sanntid RT-PCR. Basert pd Ct-verdier er
bakteriemengden i den aktuelle proven tentativt
kategorisert som lav, middels eller hgy. Prover som ikke
ga utslag pad PCR er kategorisert som negative, mens for
vaksinert fisk er det antatt at hgye Ct-verdier skyldes
bakteriene som finnes i vaksinen. (Figuren fortsetter pd
neste side.)
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Ved siste provetaking, i februar, ble det opprinnelig samlet nyreprgver fra 31 villfisk, 24
vaksinerte fisk og 3 kontrollfisk. Grunnet en produksjonsfeil i pipettespissene som ble
benyttet i rensing av PCR-materialet gikk imidlertid 34 av prgvene tapt grunnet mulig
kontaminering, deriblant de fa prgvene som var samlet fra kontrollgruppen. PCR-resultatene
for de to @vrige gruppene viser gkt prevalens av A. salmonicida sammenlignet med i
desember. Av de totalt 77 % positive fra gruppen med villfanget leppefisk fikk over to
tredeler pavist hgy bakteriemengde, og dette var den hgyeste bakterieforekomsten som ble
konstantert for villfisk i lgpet av forsgket. For vaksinert berggylt holdt andelen i vaksine-

kategorien seg stabil fra desember, mens ett individ hadde middels bakteriemengde.

Det er viktig a understreke disse dataene ikke er normaliserte. Ct-verdiene er indikative nar
det gjelder mengden bakterier i prgven, men kan ikke benyttes til & tallfeste antall bakterier.
Hgye Ct-verdier gjenspeiler lav mengde mRNA i prgven, og Ct > 37 vil ikke ngdvendigvis

veere reproduserbart.

I desember ble det samlet gjelleprgver i tillegg til nyreprgver. Screening av vaksinert berggylt
og villfanget leppefisk for A. salmonicida viste relativt fa tilfeller med korrelasjon mellom Ct-
verdi for nyre- og gjelleprgve fra samme individ, som forsgkt illustrert i Figur 4.5. For

kontrollgruppen kunne det imidlertid anes en viss grad av samsvar mellom Ct-verdiene.
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Figur 4.5: Sammenligning av Ct-verdi for gjelleprove og nyreprove fra A. salmonicida-
screening med sanntid RT-PCR i desember. Etiketter pa vannrett akse angir individnummer.
Markgrer viser Ct-verdi for gjelleprove (o) og nyreprove (®), og manglende markgor betyr ingen
Ct-verdi (negativ prove). Lengden pa differansefeltet indikerer hvor stort spenn det er mellom
Ct-verdi for nyre og gjelle, og fargen svarer til den av de to provene som ga lavest Ct-verdi og
dermed kan antas G ha hatt hgyest bakteriemengde.



Mens halvparten av totalt 40 nyreprover ga pavisning av A. salmonicida var hele 93 % av
gjelleprgvene positive. Innslaget av positive gjelleprgver var hgyt i alle gruppene (89-100 %),
men de fleste av de positive nyreprgvene var fra uvaksinert berggylt. For de gvrige to
gruppene var om lag 30 % av nyreprgvene positive, og spennet mellom andel positive gjelle-

og nyreprgver dermed betydelig starre.

Generelt var det en tendens til at gjelleprgve ga noe lavere Ct-verdi enn nyreprgve fra samme
individ. Denne tendensen ses tydeligst for kontrollgruppen, i og med at det var sdpass fa
positive nyreprgver fra de andre gruppene. Alle nyre- og gjelleprgver fra kontrollfisk var

positive for A. salmonicida, og for 11 av 12 individer ga gjelleprgven lavest Ct-verdi.

4.7. Isolater

Nyreutstryk fra totalt 200 individer, samlet over en periode pa 6 maneder, ga til ssmmen 31 isolater
av A. salmonicida. Fra august til oktober ble ingen A. salmonicida identifisert fra agarskalene. Figur

4.6 viser isolering av A. salmonicida fra hver av de tre fiskegruppene for november, desember og

februar.
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B Kontroll
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B Villfanget
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Figur 4.6: Isolering av A. salmonicida fra nyreutstryk pa blodagar eller blodagar med 2 %
NaCl, vist som prosentandel positive individer av totalt antall individer provetatt, fordelt pd
november, desember og februar mdaned. Fttersom ingen A. salmonicida ble isolert mellom
august og oktober er disse mdanedene utelatt fra figuren.

Som vist i figuren ovenfor ble det isolert relativt flere A. salmonicida fra alle grupper i
februar enn ved tidligere prgveinnsamlinger. For kontrollgruppen var det en gkende prevalens
av A. salmonicida utover i forsgksperioden, mens det for bade vaksinert berggylt og
villfanget leppefisk var en nedgang i prevalens fra november til desember. Her er det

imildertid verdt & merke seg at bakterien kun ble isolert fra én vaksinert berggylt i
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november, og én villfanget bergnebb i desember, mens ingen A. salmonicida ble isolert fra
vaksinert fisk i desember. For kontrollgruppen er det ogsa viktig & papeke at kun tre

individer ble prgvetatt i februar, og to av disse ga vekst av A. salmonicida pa agar.

I perioden fra november til februar ble det samlet nyreutstryk fra totalt 135 individer, hvorav
halvparten var selvdgde i forkant av prgvetaking. Til sammenligning stammet 25 av 31
isolater (81 %) fra dgd fisk, noe som angir betydelig hgyere bakterieforekomst i nyrevev hos
dgd fisk enn hos levende fisk i dette forsgket.

Samlet prevalens for forsgksperioden (oktober til februar), i form av antall isoleringer av A.
salmonicida dividert pa antall individer som ble prgvetatt, var tilnsermet lik for
kontrollgruppen og villfiskgruppen med henholdsvis 27 % og 24 % positive prover fra
nyreutstryk. Vaksinert berggylt hadde betydelig lavere prevalens med isolering av bakterien
fra 10 % av de prgvetatte individene.

4.7.1. Biokjemi

Resultatene av de biokjemiske undersgkelser som ble gjennomfgrt for isolater samlet i felt

fremgar av Tabell 4.2.

For API 20 NE er kun de reaksjoner som skilte mellom isolatene inkludert. Alle isolater viste
positiv reaksjon for TRP (indoldannelse fra L-tryptofan) og negativ reaksjon for ADH
(dekarboksylering av L-arginin) og URE (urease). I assimilasjonstestene (|JGLU] til |PAC|)

utviste isolatene ingen eller sveert svake reaksjoner, noe som fgrte til den konklusjon at disse
testene ikke var egnet til a skille mellom ulike A-lagstyper av A. salmonicida. Alle

undersgkte isolater var resistente for O/129.



Tabell 4.2: Biokjemiske egenskaper for isolerte stammer av A. salmonicida.

+ positiv reaksjon, - negativ reaksjon, tomt felt: resultat foreligger ikke, parentes: usikkert resultat, K
kontroll, V vaksinert, W wvillfanget, BA blodagar; BAS blodagar med 2 % NaCl, TSA CBB: produksjon
av bld og hwvite kolonier pd Trypton-soja-agar med 0,01 % Coomassie brilliantbld, NO2 reduksjon av
nitrater til nitritter, N2 reduksjon av mnitrater til nitrogen, GLU fermentering av D-glukose, ESC
hydrolyse av eskulin, GEL hydrolyse av gelatin, PNPG hydrolyse av 4-nitrofenyl-pD-galaktopyranosid.
Opprinnelsesarter for isolatene er berggylt (Labrus bergylta), bergnebb (Ctenolabrus rupestris) og

gronngylt (Symphodus melops ).

o .%D API 20 NE
Z s R EERE
= A~ as) /M| C
K11 L. bergylta + ‘ + ‘ + (-) + - + - + |+ -
K19 L. bergylta ‘ + ‘ + (-) + + + + |+ | + -
. K22 L. bergylta + ‘ + ‘ + (-) + + + - + 4 -
& v L. bergylta ‘ + ‘ + (-) + + + - T+ -
§ W14 | C. rupestris + ‘ + ‘ + (-) + + + - N -
ZO W18 | C. rupestris + ‘ + ‘ - + + - - + |+ - +
W21 C. rupestris + ‘ + ‘ + - + + + - + + _
W22 | C. rupestris + ‘ + ‘ + (-) + + + - 4+ o+ -
W34 | C. rupestris + ‘ + ‘ + (-) + - + - N -
K25 | L. bergylta I A + |4 NN
fg K29 L. bergylta ‘ + ‘ + (-) + + + - - + -
§ K30 L. bergylta ‘ + ‘ - + + - - N - +
8 K31 L. bergylta ‘ + ‘ + - + (+) + - - + -
W40 | C. rupestris ‘ + ‘ + (-) + + + - N -
K36 L. bergylta ‘ + ‘ + (-) + + + - T+ -
K38 L. bergylta ‘ + ‘ + (-) + + + - T+ -
V54 L. bergylta ‘ + ‘ - + + - - NI - +
V59 L. bergylta ‘ + ‘ + (-) + + |+ | + -
V63 | L. bergylta [ R S n N R
V64 L. bergylta ‘ + ‘ + (-) + + + - + o+ -
V65 | L. bergylta o+ |+ ) 4 T+ N I T
§ W50 | C. rupestris ‘ + ‘ + (-) + -+ + - + o+ -
%‘ Wbh4 | C. rupestris ‘ + ‘ + (-) + + + o+ o+ -
~ | W58 | S. melops ‘ + ‘ + ) + - + -+ + -
W60 | C. rupestris ‘ + ‘ + (-) + + + - + 4 -
W65 | C. rupestris ‘ + ‘ + (-) + + + - N -
W68 | C. rupestris ‘ + ‘ + (-) + + + - + 4 -
W72 | C. rupestris ‘ + ‘ + (-) + + + - N -
W76 | C. rupestris ‘ + ‘ + (-) + - + ()| + 4 -
W77 | C. rupestris ‘ -+ ‘ + (-) + + + - N -
W79 C. rupestris ‘ + ‘ + (-) + + + - + 4 -
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Som det fremgér av Tabell 4.2 var det tydelig at isolatene skilte seg i to ganske definerte
klynger. Den ene klyngen bestod av isolatene W18, K30 og V54, som hadde identiske
biokjemiske egenskaper. Foruten noe varierende produksjon av hvite kolonier pa TSA CBB
samt varierende reaksjon for hydrolyse av eskulin (ESC) dannet de gvrige isolatene ogsa en

sveert homogen klynge.

En oversikt over donerte isolater er gitt i kapittel 3, Tabell 3.4. De biokjemiske egenskapene

for disse isolatene er vist i Tabell 4.3 nedenfor.

Tabell 4.3: Biokjemiske egenskaper for donerte stammer av A. salmonicida fra

Veterinerinstituttet og Vazxxinova Norge.

+ positiv reaksjon, - negativ reaksjon, tomt felt: resultat foreligger ikke, parentes: usikkert resultat, BA
blodagar; BAS blodagar med 2 % NaCl, NO2 reduksjon av nitrater til nitritter, N2 reduksjon av
nitrater til nitrogen, TRP indoldannelse fra L-tryptofan, GLU fermentering av D-glukose, ADH
dekarboksylering av L-arginin, ESC hydrolyse av eskulin, GEL hydrolyse av gelatin, PNPG hydrolyse
av 4-nitrofenyl-pD-galaktopyranosid, |[VP| Voges-Proskauer-test, |GEL| gelatinaseaktivitet, SOR
fermentering/oksidering av D-sorbitol, AMY fermentering/oksidering av amygdalin.

API 20 NE API 20 E

B P R

5| 21833 -

T 2| %45848 =[R=1RAR=10=

<< O | ~ am Z | Z O <l| B| O | M~
NVEI6SA | 1+ | o+ | () o+ o+ [+ [+ ]+ ]+
NVI-9338 | I + S R o -]+
NVI-9416 | 11 + -+ |+ R
VX1030 m oo 0+ L+ [+ ] -] -]+
VX120 | Voo -4 R I T T i B I
vxi2t | v+ |- |+ o T I I (A T
VX1022 v n -+ R e
VX123 Vo o+ - |+ e T I i (R (R Rt
NVLS017 | V|t -+ T I R R
VX1010 % + - | R
VX104 VI o+ o+ |-+ [ I R e i R e )
VX1025 VI |+ + | - |+ [ T N T e ]
VX106 VI o+ o+ | - |+ [ I R e i R e (+)
VX1027 | VI 4+ o+ -4 [ T (R A i R S S +
VX1028 VI |+ + |- ]+ [T (I R R T e ]
VX1020 | VI 4+ -4 [ T (R A i R S S +
BIO.15-1B + + |- ]+ RS [ R I R
NVI-8013 | VI + + | - |+ I
VX1019 | VI o+ o+ () |+ E I

* dannelse av svak rosa farge



I Tabell 4.3 er kun de reaksjoner fra API 20 NE og API 20 E som ga ulike resultater
inkludert, med unntak av assimilasjonstestene som ikke var egnet til & skille mellom A-

lagstypene. Fra API 20 NE var alle undersgkte isolater negative for URE.

Kun isolatene VX1020-VX1029 ble undersgkt med API 20 E. Alle isolatene var positive for
IND (indolproduksjon fra L-tryptofan), GLU (fermentering/oksidering av D-glukose), MAN
(fermentering/oksidering av D-mannitol) og SAC (fermentering/oksidering av D-sakkarose).
De gvrige reaksjonene var negative, men unntak av reaksjonen RHA
(fermentering/oksidering av rhamnose) for VX1021, der reaksjonsbrgnnen ikke var blitt

inokulert og ingen reaksjon kunne fastslas.

Isolatene med A-lagstype V var svaert homogene i de fleste reaksjoner. NVI-8017 og VX1021
skilte seg fra de gvrige ved positiv reaksjon for henholdsvis N2 (produksjon av nitrogen fra
nitrater) og SOR (fermentering/oksidering av D-sorbitol), og VX1010 ble ikke undersgkt for
hemolytisk aktivitet pa4 BA eller BAS. Gruppen med A-lagstype VI, tentativt inkludert
isolatet BIO.15-1B, utviste ogsa hgy grad av homogenisitet i de undersgkte egenskapene,
foruten for GLU (fermentering av D-glukose) og AMY (fermentering/oksidering av
amygdalin), der reaksjonene var variable. VX1019 ble ikke observert tilstrekkelig lenge til &
med sikkerhet fastsla manglende hemolytisk aktivitet.

Resultatene av biokjemisk karakterisering viste hgy grad av samsvar mellom de donerte
isolatene med A-lagstype V og feltisolatene W18, K30 og V54. Alle disse isolatene manglet
pigmentproduksjon, hadde positiv reaksjon for API 20 NE-testene GLU, ESC og PNPG (B-
galaktosidase-aktivitet), og negativ reaksjon for GEL (hydrolyse av gelatin), til forskjell fra
A-lagstype V1. I tillegg ble bade hemolytisk aktivitet og manglende evne til & redusere

nitrater pavist for atte av ni isolater.

Likeledes hadde de gvrige 28 feltisolatene mange likheter med A-lagstype VI. Alle produserte
pigment pa BA eller BAS, hadde positiv reaksjon for NO2 (reduksjon av nitrater til nitritter)
og GEL, og negativ reaksjon for PNPG. Hemolytisk aktivitet ble heller ikke observert for
noen av isolatene. Mens alle de donerte isolatene hadde positiv ESC-reaksjon var det
imidlertid noe varierende resultat for denne testen blant de nevnte feltisolatene, og i begge

gruppene ble det observert varierende evne til a fermentere glukose (GLU).

4.8. A-lagstyping av Aeromonas salmonicida

Initiell screening av alle nyreprgver for A. salmonicida resulterte i totalt 41 prgver med Ct <
31. Av disse var 25 fra villfanget leppefisk, 13 fra kontrollberggylt og 5 fra vaksinert berggylt,
og alle var samlet mellom november og februar. De resulterende Ct-verdiene fra A-lagstyping
med sanntid RT-PCR er illustrert i Figur 4.7.
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Figur 4.7: Ct-verdier for A-lagstyping av nyreprover fra november, desember og februar med

sanntid RT-PCR. Etiketter pa vannrett akse angir individnummer. Markorer viser Ct-verdi for
assay for A. salmonicida A-lagstype V (o) og A-lagstype VI (o). Alle prover ble underspkt med

begge assayene, og fraver av marker angir at PCR ikke resulterte i Ct-verdi (negativ for angitt

A-lagstype). Differansefeltet indikerer forskjellen i Ct-verdi for de provene som var positive for

begge A-lagstyper, og fargen pa feltet svarer til det av assayene som resulterte i lavest Ct-verds.

For 36 av provene (88 %) ble kun A-lagstype VI Tabell 4.4: Ctverdier for prover som
pavist. Ct-verdi for disse prgvene i type VI-assay g utslag pd sanntid RT-PCR-assay for
varierte fra 12,64 til 31,39. bade A-lagstype V og VI

De gvrige fem prgvene kom opp i bade type V-

og type VI-assay, og Ct-verdiene for disse er vist

i Tabell 4.4. Individnr. Ct-verdi

K22 29,39 24,13
K30 21,62 30,68
V54 21,05 31,00
W18 22,94 31,27
W19 35,17 27,11




5. DISKUSJON

Forsgkets natur er mer & regne som et oppfslgingsstudie av berggylt etter vaksinering enn et
rendyrket klinisk feltforsgk. Dette gjenspeiles i det eksperimentelle oppsettet, som vitner om
at det har blitt inngatt enkelte kompromisser av hensyn til bedriftenes kommersielle virke.
Oppsettet kan saledes ikke sies & leve opp til «gullstandarden» for feltforsgk, men hensynet
til at driten og produksjonen skal veere effektiv umuliggjgr et strengt vitenskapelig

eksperiment med en tydelig konklusjon.

Resultatene som er lagt for dagen kan derfor i beste fall by pa indisier og tendenser.
Mangelen pa gode og entydige kunnskaper om berggylt og leppefisk taler allikevel for at disse

resultatene kan veere verdifulle i seg selv.

Den fglgende diskusjonen vil ta for seg svakheter ved oppsett og gjennomfgring, mulige
arsakssammenhenger mellom de observerte utfallene, og omrader som kan veere av interesse

for fremtidig forskningsinnsats.

5.1. Systematiske feilkilder

Selve forsgket fant sted pa et oppdrettsanlegg i full drift, og méatte rette seg etter de
eksisterende rutinene her. Likeledes méatte forsgksoppsettet tilpasses de planene som allerede
var lagt for oppdrettsbeggylten i pavekstanlegget. Ved forsgksstart var det pa forhand
besluttet & vaksinere den stgrste og mest lovende berggylten, noe som utelukket tilfeldig
allokering av individer til de to behandlingsgruppene. Hensikten med randomisering er &
gjore gruppene mest mulig like og sgrge for jevn spredning av faktorer som kan tenkes pa
pavirke utfallet av forsgket. I dette tilfellet er det helt klart at kontrollgruppen med lavere
snittvekt, forarsaket av darligere vekst, stilte svakere enn den vaksinerte fisken med tanke pa
alle kvantifiserbare effektmél; herunder vektutvikling, dgdelighet og sykdomsmottakelighet,
nar man ser bort fra vaksinen som en faktor. Ideelt sett burde gruppene i dette henseende

veert likestilte fra starten av.

Det bgr for sa vidt nevnes at minstestgrrelse for oppdrettet berggylt ved utsett ble oppgitt &
variere fra 16 til hele 70 g for pavekstanlegget, avhengig av maskestgrrelse i merdene. Dette
rgper at selv om kontrollgruppen tilhgrte siste stgrrelsessortering var de fleste individene
innefor det som méa betraktes som normalt for oppdrettsberggylt ved utsett, med en snittvekt
for gruppen pa 23 g i september og 24 g i oktober. P4 den annen side var det sannsynligvis
ogsa en andel av kontrollfisken som var mindre enn anbefalt ved utsett, som det gar frem av
Figur 4.1.
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En annen form for seleksjonsskjevhet kan ha oppstéatt ved fordeling av fisk pa de 11 merdene.
Individene i vaksinert gruppe og kontrollgruppe ble ved hjelp av telleinnretningen i
brgnnbaten forsgkt jevnt fordelt pa henholdsvis atte og tre merder, men foruten dette fulgte
ikke fordelingen av fisken noen form for system eller randomiseringsprosedyre.
Effektivitetshensynet taler imidlertid for at det ikke ville veere praktisk gjennomfgrbart &
implementere randomisering i denne operasjonen. Merdeffekt, tilsvarende kareffekt som
beskrevet for blant annet regnbuegrret, torsk og laks (Aulstad et al. 1972; Bangera et al.
2011; Kjoglum et al. 2008; Speare et al. 1995), tilsier at miljgvariasjon kan ha hatt innflytelse
pa resultatene. En rgkter kunne for eksempel fortelle at det ofte var sterkest strgm i merd 8
til 11, mens vinden gjerne blaste fra sgrvest og ga mest bglger i merd 5, 6 og 7. Trolig vil
disse og andre kjente og ukjente miljgskilnader mellom merdene, som forskjeller i foring,
tetthet, artssammensetning, dgdfiskfjerning, uttak av skjul for tgrking, begroing og
notspyling, og battrafikk, ha en viss pavirkning pa leppefisken og saledes vaere av betyning
for utfallsmalene. Foruten dgdfiskregistreringer, som er gjort for hver merd individuelt,
foreligger det ikke tilstrekkelig med gvrige data fra de enkelte merdene til & kunne
sammenligne disse med hverandre og evaluere variasjoner pa merdniva. Det har derfor blitt
benyttet samlede data for de tre gruppene (vaksinert, kontroll og villfanget) for & sammeligne
disse med hverandre. Merdeffekten vil kunne prege de samlede dataene, men den vil ikke

veere mulig a detektere.

Det samme gjelder for kareffekt pa pavekstanlegget, der de to fgrsgksgruppene var plassert i
ulike kar. I og med at disse gruppene var sapass ulike ved starten av innledende prgvetaking,
og det foreligger en begrenset mengde data for denne perioden, er det imidlertid vanskelig &

uttale seg om hvorvidt en kareffekt var til stede og i hvor stor grad denne kan ha pavirket

gruppene.

En kan tenke seg at subjektive antakelser om vaksineeffekt kan ha preget registrering og
tolkning av data, og at dette kunne veaert unngétt ved blinding. Blinding av prgvetaker ville
ha forutsatt i.p. injeksjon av kontrollfisken med en farmakologisk inert placebosubstans som
utseendemessig var identisk med vaksinen, samt at prgvetaker ikke var kjent hvilke merder
de to gruppene var blitt fordelt pa. Ved datainnsamling og -evaluering er det vanskelig &
tenke seg hvordan eventuell forventningsskjevhet (bias) skulle pavirket objektive mal som
vekt, mens det kan argumenteres for at blinding ville veert hensiktsmessig ved alle gvrige
utfallsmalinger, i og med at vurderingen av for eksempel vaksinebivirkninger, fysisk hold og
patologiske forandringer er av en mer subjektiv karakter. Likeledes kunne blinding ha
forbygget den eventuelle skjevhet som har inntruffet ved seleksjon av individer for

provetaking.

Videre ville en placebobehandling av kontrollfisken eliminert den intervensjonsskjevhet som
kan tenkes & ha pavirket resultatene. En slik behandling ville, dersom forsgksgruppene hadde

veert likestilte i utgangspunktet, sikret et sammenligningsgrunnlag som gjorde det mulig &



avskrive de eventuelle negative effekter handtering, lufteksponering, stikk og injeksjon i
forbindelse med vaksinering hadde pa fisken. Men ettersom det ville vaere & forvente at disse
faktorene forst og fremst preget fisken i tiden umiddelbart etter vaksinering og det ikke
foreligger data fra denne perioden foruten tilvekst, er det tvilsomt om en placeboinjekson
ville hatt noen hensikt. Dessuten vil i.p.-vaksinering ngdvendigvis alltid medfgre handtering
og stikk, mens det under naturlige omstendigheter ikke finnes noen arsak til at uvaksinert
fisk skal stikkes. Sammenligningen mellom vaksinert og uvaksinert fisk blir derfor mer

overfgrbar til de faktiske radende forhold slik forsgket ble gjennomfart.

Foruten selve vaksineinjeksjonen har begge gruppene mottatt lik behandling, og det forventes
ikke at manglende blinding av rgktere har forarsaket noen form for intervensjonsskjevhet.
Det er derimot ikke utenkelig at evalueringsskjevhet kan ha oppstatt i registrering av
dgdfisk. Dersom det foreligger en forventning knyttet til prestasjon kan dette ha influert
registreringene. Ved stort antall dgdfisk blir antallsestimering tidvis praktisert fremfor telling
av hvert individ. Dessuten vil forratning fere til at en andel av leppefisken er vanskelig
identifiserbar, men ettersom det ikke finnes en egen registreringskategori for denne fraksjonen
vil de allikevel matte plasseres enten i kategorien oppdrettet berggylt eller villfanget
leppefisk. Det ble ogsa observert at ikke alle ved anlegget var like stgdige pa artsbestemmelse
av leppefisk. I alle disse tilfellene finnes det rom for evalueringsskjevhet, i form av over- eller
underestimering av antall dgdfisk i en gitt kategori. Som vist i Figur 4.3 ble det i merd 11
registrert dgdelighet pa over 100 % for kontrollgruppen 30 uker etter utsett. Det ville veere &
ga for langt & antyde at dette ngdvendigvis ma skyldes feil i telling av dgdfisk, ettersom
tellefeil pa inntil 20 % ikke er uhgrt for telleinnretninger pa rensefisktransport (Jonassen,
2016). P& den annen side méa det paregnes et visst uregistrert svinn av bade dgd og levende
rensefisk fra merdene, noe det ikke er levnet mye rom for her, selv om man tar hgyde for
tellefeil. Som gjennomgatt av Nilsen et al. (2014) vil forratning, romming, predasjon fra laks,

fugl og villfisk og uregelmessig dgdfiskopptak bidra til underestimering av tap og dgdelighet.

Med henholdsvis ca. 38.000 og 5.000 individer var vaksinegruppen over syv ganger stgrre enn
kontrollgruppen. Dette i seg selv burde ikke tale negativt for det eksperimentelle oppsettet i
og med at begge gruppene var sa store. Som en konsekvens av skjevfordelingen ble imidlertid
kontrollfisk fordelt pa tre sma grupper (ca. 1700 pr. merd) mens vaksinert fisk ble fordelt pa
atte stgrre grupper (ca. 4.500 i syv av merdene og ca. 6.500 i den attende), noe som resulterte
i at relativt flere villfanget leppefisk méatte tilsettes i kontrollmerdene for & oppné gnsket
total innblandingsprosent med leppefisk. Dette ga et forholdstall mellom kontrollfisk og
villfisk pa 1:6, mens forholdet mellom vaksinert fisk og villfisk varierte fra 1:1 til 1:2. Det er,
som nevnt, overveiende sannsynlig at atypisk furunkulose introduseres med villfanget
leppefisk, og med en hgyere andel villfisk i kontrollmerdene vil man ogsé kunne forvente at
det utvikles et hgyere smittepress her. Kontinuerlig pafyll med villfanget leppefisk i tiden

etter utsett vil i sa fall ogséa gi et konstant smittepress i denne spesielt sarbare perioden.
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Pa den annen side ble villfisk fgrst tilsatt i kontrollmerdene etter at berggylten ble satt ut,
mens det i de gvrige merdene allerede hadde statt villfisk i inntil én og en halv méaned. Dette
taler for at en bakterieinfeksjon som atypisk furunkulose ville hatt rikelig med tid til a
etablere seg i vaksinemerdene innen utsett, mens det er vanskelig & se for seg at det kan ha

veert noe pagaende utbrudd i kontrollmerdene.

Det kan argumenteres for at det av dyrevelferdsmessige hensyn uansett ikke ville veert
forsvarlig & holde forsgket med en stgrre kontrollgruppe. Nilsen et al. (2014) fant A.
salmonicida fra rensefisk ved 15 av totalt 18 undersgkte sjslokaliteter, noe som underbygger
realismen i & forvente at forsgksfisken ville eksponeres for dette patognet. Det har blitt vist
at utbrudd gjerne skjer etter utsett og kan forarsake hgy dgdelighet (Gulla et al. 2015a;
Nilsen et al. 2014), og formodentlig mye lidelse. Med denne kunnskapen i bakhand er det
vanskelig & forsvare & skulle ha en uvaksinert gruppe av tilsvarende stgrrelse som den
vaksinerte gruppen, nar det ma forventes at vaksinen vil beskytte fisken mot infeksjon og

séledes forhindre ungdig lidelse.

5.2.

En klar svakhet ved utfgrelsen av forsgket er lav utvalgsstorrelse i provetaking, kliniske
undersgkelser og vektregistrering. Det kan dermed ikke utelukkes at resultatene har blitt
preget av tilfeldige feilkilder, og det er en kjenngjerning at risikoen for slik ukjent pavirkning

av resultatene ville blitt redusert dersom det hadde vaert benyttet et stgrre utvalgsgrunnlag.

Ved lav utvalgsstgrrelse kan det heller ikke paregnes at resultatene er representative for
gruppen som helhet, og det anerkjennes derfor at det i den fglgende drgftingen er en noe
tvilsom praksis a trekke slutninger for gruppene basert pa utvalgsgrunnlaget. Som
diskusjonen vil gjgre rede for i avsnitt 5.5 er det beluttet a se bort fra vektdata for
kontrollberggylt i februar, men foruten dette er det ikke tatt utpreget hensyn til de

implikasjoner som fglger av et beskjedent utvalgsgrunnlag.

Lav utvalggsterrelse gir i tillegg lav teststyrke for statistiske analyser, og pa bakgrunn av

dette har det blitt benyttet sveert fa statistiske verktgy i denne undersgkelsen.

5.3.
Et vaksineforsgk i felt er uforutsigbart, seerlig fordi det ikke er mulig & planlegge at fisken

eksponeres for smittestoffet, eller i hvilke konsentrasjoner smittestoffet eventuelt vil opptre.
Det er imidlertid hevet over en hver tvil at sjganlegget opplevde et sykdomsutbrudd med
atypisk furunkulose blant leppefisken i forsgksperioden. Det er ogsé sveert sannsynlig at en
del av den observerte dgdeligheten skyldtes infeksjon med Aeromonas salmonicida ettersom

levende bakterier av A. salmonicida ble isolert fra bade levende og dgd fisk i dette forsgket.

A. salmonicida ble forst pavist fra en villfanget bergnebb i oktober ved PCR~screening (se

Figur 4.4). Det har av flere blitt antydet at smitte med atypisk furunkulose hos rensefisk



sannsynligvis ofte stammer fra villfanget leppefisk som beaerer med seg bakterien inn i
anlegget (Gulla et al. 2015a; Johansen et al. 2016; Laidler et al. 1999), og det er ikke
utenkelig at villfisken kan ha utgjort smittekilden ogsa i dette forsgket. Dgdelighetsdata fra
perioden fgr forsgksstart (se Tabell 4.1) viser ogsa at merd 4, der denne berggylten ble
fanget, hadde hatt sveert hgy dgdelighet (53 %) sammenlignet med de gvrige merdene.
Ettersom det ikke foreligger ytterligere data eller opplysninger om dette tidsrommet er det
imidlertid besluttet & veere varsom med & trekke teoriene for langt hva angér en potensiell
sykdomshistorie for denne merden. I og med at ingen av de gvrige PCR-undersgkelsene eller
bakteriedyrkingene fra oktober var positive for A. salmonicida kan det heller antas at det et

sykdomsutbrudd ikke var pagaende blant rensefisken ved dette tidspunktet.

Det samme kan derimot ikke sies for november méaned, der hgy prevalens av A. salmonicida
bade fra screening og bakteriedyrking (se Figur 4.6) viser at sykdomsutbrudd med atypisk
furunkulose er et faktum. Som tidligere nevnt ga PCR-undersgkelsen Ct-verdier tilsvarende
det som her har blitt kategorisert som «middels bakteriemengde» for tre av de undersgkte
vaksinerte berggyltene. Nyreutstryk pa agar ble tatt for to av individiene og resulerte i ett
isolat av A. salmonicida (isolat V22). Alle tre var levende ved prgveinnsamling og
vaksinerest ble observert i bukhulen under disseksjon. Det er allikevel ikke overraskende at
enkelte individer var mottakelige for bakterien. Den gruppeimmuniteten som ville beskyttet
en gjennomvaksinert populasjon oppnas ikke nar vaksinerte rensefisk befinner seg i samme
anlegg som uvaksinerte, og dessuten deler merd med disse. Som PCR-~undersgkelsen viste var
den vaksinerte berggylten i dette tidsrommet ogsa eksponert for et sveert hgyt smittepress. I
tillegg viser vektdatene en betydelig vektnedgang fra maneden tidligere (-33 %), noe som
indikerer avmagring og suboptimal ernseringstatus. De individene som ikke hadde fatt fullgod
effekt av vaksinen ville dermed vaere svaert utsatt for sykdom. Relativt til gvrige mélinger i
forsgksperioden var det ogsa en stor fraksjon av vaksinert fisk som var positiv for A.
salmonicida med Ct > 30 (kategori «vaksine» ), og det blir derfor naturlig a spekulere i om
det ikke kan tenkes at det skjulte seg flere individer med en pagaende infeksjon i denne

kategorien.

Tidspunktet for det som mé kunne kalles for starten av sykdomsutbruddet stemmer godt
med de teorier som tidligere har blitt fremmet om at stress i forbindelse med utsett gjgr
leppefisken mer utsatt for infeksjon med A. salmonicida. I oktober ble prgvene samlet mellom
en og to uker etter utsett, noe som mé regnes for & veere litt snau tid for bakterien & rekke &
gi sykdom. Pavisning av A. salmonicida fra nyrevev tyder pa at bakterien har kommet langt

nok i koloniseringen av verten til & gi septikemi.

Resultatene for desember viser en samlet nedgang i bakterieforekomst sammenlignet med
méaneden tidligere, bade i form av andel isolerte stammer, positive screening-resultater og
lave Ct-verdier. Pa det tidspunktet kunne det tolkes som at sykdomsutbruddet var pa vei til

a dabbe av, men i februar var det igjen en gkning i bakterieforekomst.
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Innvendig klinisk undersgkelse viste en viss forekomst av patologiske forandringer forenelig
med kronisk infeksjon med atypisk furunkulose, saerlig hos villfanget leppefisk og i langt
mindre grad hos oppdrettet berggylt. Disse forandringene inkluderte granulomdannelse og
blgdninger i en rekke indre organer, samt svullen milt. Det var relativt hgyere forekomst av
slike lesjoner i februar enn i de foregiende manedene. Ingen histologiske undersgkelser ble
foretatt, og det ble dessuten ikke pavist A. salmonicida fra alle individer som utviste slike
symptomer. Det kan derfor ikke spekuleres i hvorvidt de observerte lesjonene faktisk skyldtes

A. salmonicida.

Interessant nok ble bade A-lagstype V og VI isolert i lgpet av forsgksperioden. For det fgrste
ville man forventet at villfisken, som primeert var bergnebb, utgjorde smittekilden og
hovedsakelig var infisert med A-lagstype VI. Denne forventningen bygger pa resultatene til
Gulla et al. (2015-bi) som viste at kun én av 27 stammer isolert fra bergnebb var A-lagstype
V, mens de gvrige var type VI. For det andre ville man ved et sykdomsutbrudd med et
relativt virulent patogen som A. salmonicida forvente at det var én stamme som forarsaket
sykdom, mens A-lagstyping her paviste to ulike stammer, og resultatene av de biokjemiske

undersgkelsene indikerer at det kan ha veert flere enn én stamme av A. salmonicida type VI.

Gjellene har en sveert stor overflate mot vannet omkring, og det er usikkert om pévisning av
A. salmonicida i gjeller ved PCR-analyse skyldtes at patogenet fantes i blodstrgmmen eller
pa utsiden av gjellene. I det fgrste tilfellet indikerer dette septikemi, og ville veere i
overensstemmelse med resultatene for kontrollfisken, der alle prgver fra nyre og gjelle ga
positivt resultat ved PCR. For de gvrige to gruppene ble det derimot pavist A. salmonicida i
gjelle fra langt flere individer enn i nyre, noe som snarere tyder pa at patogenet ikke fantes
systemisk. Kohabitant-smitteforsgk har vist at A. salmonicida mest sannsynlig kan overfgre
smitte mellom leppefisk via vann (Biering et al. 2016), og det kan spekuleres i om en viss
forekomst av A. salmonicida i vannet ikke ville veere & forvente under et sykdomsutbrudd.
Det er heller ikke utenkelig at gjellene kan veere en viktig inngangsport for patogenet, selv
om det ma papekes at ingen av de resultatene som foreligger her kan sies & underbygge den

teorien.

5.4.

Det er minst to kjente, fundamentale forskjeller mellom vaksinegruppen og kontrollgruppen,
foruten at kun den ene gruppen er vaksinert, som gjor det vanskelig & trekke noen
konklusjoner om vaksineeffekt fra dette forsgket. Den ene er den store vektforskjellen ved
utsett, og den andre er allokering til ulike merder, der gruppene kohabiterte med
villfiskgrupper som hadde statt i anlegget i ulik tid, og i forskjellig innblandingsforhold. Bade
forskjeller vaksinestatus, vektklasse og smittepress fra villfisk kan ha bidratt til de observerte
forskjeller i sykdomsforekomst og dadelighet, men det er allikevel ikke urimelig a4 hypotetisere
at vaksinen har medvirket til at den vaksinerte berggylten kom betydelig bedre ut av det i

forsgket enn berggylten i kontrollgruppen.



Det kan 1 tillegg papekes at ogsé villfanget leppefisk ble infisert med A. salmonicida, og at
sykdomsforekomsten var hgyere i denne gruppen enn i vaksinert gruppe. Selv om tidspunkt
for utsett er ukjent for det enkelte prgvetatte individ ma det allikevel forventes at villfisken
hadde tilnzermet optimal kondisjonsfaktor ved utsett, og saledes at den har hatt et relativt
bedre utgangspunkt enn en del av oppdrettsberggylten pa dette tidspunktet, i hvert fall hvis
man ser bort fra forventet vaksineeffekt. Riktig nok er ikke dataene for villfisk direkte
sammenlignbare med data for forsgksgruppene, men det ble ikke pavist vektnedgang for
villfanget leppefisk tilsvarende som for de gvrige gruppene, og akkumulert dgdelighet ved
slutten av forsgksperioden var lavere enn for bade vaksinert og uvaksinert berggylt, nar man
ser bort fra dgdelighet i forkant av forsgket. Alt i alt indikerer dette at villfisken var ved
sveert god helse. I tillegg er det na kjent at A. salmonicida er naturlig forekommende blant
ville leppefiskpopulasjoner (Gulla et al. 2015a; Frerichs et al. 1992), om enn ved lav
prevalens, noe som kan gi grunnlag for & spekulere i om en andel av villfisken kan ha veert
eksponert for patogenet tidligere og saledes ha utviklet en viss naturlig immunitet. Pa tross
av dette ble det vist, bade ved PCR-screening og isolering av A. salmonicida, at det var
hgyere forekomst av atypisk furunkulose blant villfisken enn blant vaksinert berggylt. Dette
gir ytterligere grunnlag for & teorisere at vaksinen kan ha gjort den vaksinerte berggylten

mindre mottakelig for infeksjon med atypisk furunkulose.

5.4.1.

Det er forelgpig ikke utviklet et standardisert klassifiseringssystem for alvorlighetsgrad av
vaksinebivirkninger hos berggylt tilsvarende Speilbergskalaen (Midtlyng et al. 1996) for laks.
Et av formalene med pilotforsgket var & danne et inntrykk av bivirkningbildet hos vaksinert
berggylt og tilegne seg tilstrekkelig kunnskap til & senere kunne gi en tentativ bedgmmelse av
vaksinebivirkninger i hovedforsgket. Dette viste seg imidlertid utfordrende, bade fordi fisken
var liten og underutviklet, og fordi den var blitt holdt ved sveert lave temperaturer (9-10 °C),

noe som medfgrte at utilstrekkelig antall dogngrader var passert ved terminering av forsgket.

Manglende erfaring med avlesing av bivirkninger, bade hos berggylt og andre arter, gjorde i
at prgvetaker ikke var i stand til & gi tilstrekkelig god beskrivelse og bedgmming av
bivirkninger med lav alvorlighetsgrad i hovedforsgket. Ved tre anledninger; i august,
september og februar, ble den vaksinerte berggylten inspisert for bivirkninger av sertifisert
fiskehelsebiolog eller veterineer. Datoene for disse undersgkelsene svarer henholdsvis til
estimert 84 d°C, 456 d°C og ca. 1500 d°C post-vaksinering. Resultatene av disse og de gvrige
undersgkelsene og kan ikke sies & veere konklusive, men de indikerer lav forekomst av
alvorlige bivirkninger hos berggylt vaksinert med divalent vaksine mot A. salmonicida type
V og VI. En viss forekomst av bivirkninger méa allikevel paregnes i et hvert
vaksinasjonsopplegg. Enkeltindivider kan reagere uheldig p& vaksineadjuvansen og feilstikk i

tarm eller andre organer kan gi forsterket betennelsesreaksjon.
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Det vurderes her at den vektnedgangen som ble observert etter utsett sannsynligvis kan
tilskrives vaksinebivirkninger. Vektdata fra pavekstanlegget viser at den vaksinerte
berggylten hadde vektgkning pa 32 % fra august til oktober, noe som indikerer god appetitt
etter vaksinering. Dessuten ble det observert en vektnedgang ogsa for uvaksinert berggylt i
tiden etter utsett, og i avsnitt 5.5 har det blitt gjort rede for en rekke mulige arsaker til den

observerte vektnedgangen.

5.0.

Innledningsvis ma det her understrekes at lav utvalgsstgrrselse ved vektregistrering (se
Tabell 3.3), seerlig for kontrollgruppen i oktober (n = 9) og februar (n = 3), gjor at de
snittvekter som har blitt beregnet danner et spinkelt grunnlag for drgfting. Mens dataene for
vaksinert gruppe méa kunne antas & veere relativt dekkende, er det problematisk & i det hele
tatt si noe om, og ikke minst a diskutere rundt, vektutviklingen for kontrollgruppen. I det
fglgende er det likevel valgt & bygge diskusjonen rundt antakelsen om at de vektdataene som
er registrert faktisk gjenspeiler utviklingen de to gruppene med oppdrettet berggylt, med

unntak gjort for kontrollfisk i februar.

Som resultatene viser gikk bade vaksinert berggylt og kontrollberggylt ned i vekt i perioden
fra utsett til desember, med vektreduksjon pa henholdsvis -47 % og -29 % i dette tidsrommet.
Fra desember til februar skjedde det derimot en betydelig vektgkning (51 %) for vaksinert
gruppe. For uvaksinert berggylt ble det kun registrert vekt fra tre individer i februar, noe
som er langt fra tilstrekkelig til & kunne ansla hvorvidt ogsa denne gruppen var gatt opp i

vekt siden desember.

Nar det gjelder vektutviklingen for villfanget leppefisk kan det egentlig ikke forsvares &
betrakte denne gruppen under ett. Ny villfisk ble tilfgrt i merdene med ujevne mellomrom
mellom august og november, og det har ikke veert mulig & vite hvor lenge hvert veide individ
har veert i anlegget. I tillegg kan villfisk i samme merd ha veert fanget fra vidt forskjellige
omrader. Dette vil ha pavirket omstendigheter som hvor lenge fisken har statt i ventemerd
og hvor lang tid transporten har tatt, og det kan dessuten finnes forskjeller pa
populasjonsniva. Alle de nevnte faktorene kan tenkes & ha hatt betydning for blant annet
fiskens kondisjon og helsetilstand ved utsett, og vektutvikling over tid. Snittvekt som er
registrert for villfanget leppefisk kan derfor ikke uten videre benyttes for a ansla en faktisk
trend i denne gruppen. Den relativt stabile snittvekten som er registrert over tid kan like
gjerne tenkes & gjenspeile at man ved prgvesamling tilfeldigvis har fatt et hgyere eller lavere
innslag av for eksempel fisk som har statt lenge i merden enn fisk som nettopp har blitt satt
ut. Dersom det faktisk hadde skjedd en vektutvikling for villfisk tilsvarende som for
oppdrettsberggylt, det vil si en nedgang i vekt etter utsett i merd, er det med andre ord ikke
sikkert man ville veert i stand til & pavise dette. I det folgende er det derfor forst og fremst

vektdata for oppdrettet berggylt som vil bli drgftet.



Det foreligger en pafallende korrelasjon mellom overgangen fra gammelt til nytt for og det
faktum at vaksinert berggylt i samme tidsrom hadde gatt opp i vekt for fgrste gang siden
utsett. I hele perioden der det ble benyttet for som var gatt ut pa dato skjedde det et
betydelig vekttap for bade vaksinert berggylt og kontrollberggylt. Det er ikke dermed sagt at
det faktisk finnes en arsakssammenheng, men det er ikke urimelig & fremme en teori om at
oppdrettsberggylten tapte seg i vekt blant annet fordi féret den ble tilbudt hadde nedsatt
smakelighet.

Foret, som gikk ut pa dato i mars 2015, var gatt over holdbarhetstiden med 7 maneder
allerede ved utsett i oktober 2015. En talsperson fra forprodusenten uttalte at at det var
grunn til & tro at dette, pa tross av at foret var blitt oppbevart kjglig og i lukkede sekker,
hadde gatt pa bekostning av vitamin- og mineralinnhold, samt at foret kunne ha harsknet.
Smaken forandres nar foret harskner, og i lys av at berggylten er ekstremt kresen pa forets
smakelighet vurderte talspersonen at det var rimelig & anta at leppefisken i sa fall ikke ville
spise foret den ble tilbudt. Dette stgtter teorien om at det finnes en sammenheng mellom at

foret var gatt ut pa dato og at oppdrettsberggylten gikk ned i vekt.

Forprodusenten mente det i tillegg burde vurderes om férstyrke og antall foringspunkter
hadde veert i trad med anbefalingene, som innebar en utforing pa 2-3 % av biomasse daglig i
perioden rett etter utsett, og deretter en gradvis nedtrapping til 1,5 % néar fisken var kommet
i gang. Noe hgyere forstyrke ble tilrddet ved hgye sjotemperaturer (> 12 °C i denne
sammenhengen). Samtidig anbefalte produsenten at leppefisken til en hver tid ble tilbudt

flere foringspunkter, og at disse befant seg pa ulikt dyp.

Ut fra de opplysninger som er blitt gitt om utforingsmengde, og biomasse beregnet fra
snittvekt og beholdning i oktober, estimeres faktisk forstyrke til mellom 0,3 og 0,6 % daglig
for leppefisken. Som et resultat av vekttap og utgang av leppefisk (redusert biomasse) vil
forstyrke ngdvendigvis ha gkt noe utover i forsgksperioden. Fra utsett og frem til fgrste
halvdel av desember ble det hengt ut féorpose kun ett sted i hver merd, festet til det ene
flyteskjulet. Etter at bunnskjulet var kommet pa plass ble det funnet en egnet méate & feste
en forpose ogsa ved bunnskjulet, noe som ga to foringspunkter pa ulikt dyp i hver merd fra
om lag midten av desember. Forstyrke var dermed betydelig lavere enn anbefalt, og likeledes
stridet antall foringspunkter mot anbefalingene for den fgrste halvdelen av forsgksperioden.
Vektgkningen for vaksinert fisk korrelerer med innfgringen av nytt féringspunkt. Nar det
gjelder forstyrke vil den sannsynligvis ha veert pa sitt hgyeste omtrent samtidig som
vektutviklingen begynte a snu, tatt i betraktning at det hadde totalt sett hadde foregatt
kontinuerlig dgdelighet og vektnedgang frem til dette tidspunktet.

Alt i alt er det mye som taler for at man ved & bytte ut foret som var gatt ut pa dato og

fglge produsentens anbefalinger om forstyrke og foringspunkter kunne unngatt at
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oppdrettsberggylten tapte seg sa mye i vekt som den gjorde. Det er langt pa vei sannsynlig at

en andel av leppefisken mer eller mindre sultet i hjel i merdene.

Det kan argumenteres for at synkende snittvekt for vaksinert og kontrollberggylt i perioden
fra oktober til desember til dels kan veere en funksjon av at det har blitt registrert vekt fra et
gkende innslag dgd fisk utover i forsgksperioden (se Tabell 3.3). Det ble imidlertid ikke
pavist signifikant forskjell for vektdata fra levende og dgd fisk (one-way ANOVA), verken for
vaksinert, kontroll- eller villfiskgruppe, og det var heller ingen tydelige tendenser i hvilken
fraksjon (dgd eller levende fisk) som hadde hgyest snittvekt fra maling til maling. I tillegg
samfaller det hgyeste innslaget av dgd fisk i vektregistreringene (87 % dgde) med en
betydelig vektgkning for vaksinert fisk.

Dalende sjgtemperatur ma tas med i betraktningen nar man ser pa vektnedgangen for
berggylten. Ved lave temperaturer senkes metabolismen og berggylten blir mindre aktiv, men
den spiser ogsa mindre. Dersom energibruken overstiger energitilfgrselen fra matinntak vil
dette naturlig nok fgre til vektnedgang. P& den anne side ville man, dersom vektutviklingen
fgrst og fremst var en funksjon av temperaturen, ikke forvente en vektgkning tilsvarende den
som her ble observert for vaksinert fisk frem mot februar, som i Norge er en av arets kaldeste
méneder hva gjelder sjgtemperatur (Dannevig & Harstveit 2013). Ettersom faktiske
registrerte sjgtemperaturer fra anlegget ikke er tilgjengelige vil ikke oppgaven her ga inn i

ytterligere spekulasjoner om en mulig sammenheng mellom temperatur og vektutvikling.

Arsaksforholdet mellom vektnedgang og sykdom, hvis det eksisterer et slikt forhold i dette
tilfellet, kan tenkes & veere tosidig. Dersom fisken innledningsvis led av avmagring kan dette
ha gjort den mer utsatt for sykdom, men pa den annen side kan sykdom ogsa ha forarsaket
avmagring. Det ble i november isolert flere ulike Vibrio spp. fra alle tre fiskegrupper (data
ikke vist). Dette er oportunistiske patogener hos leppefisk som typisk kun gir sykdom hos fisk
som fra for er svekket (Gulla 2015; Gulla et al. 2015¢c; (. Vagnes pers. medd.). Vektnedgang
og underernaering kan saledes ha gjort fisken mer mottakelig for infeksjon med Vibrio spp.,
men en rekke andre elementer kan ogséa ha spilt inn her, som for eksempel stress i forbindelse

med transport og utsett.

(Dkende prevalens av A. salmonicida utover i forsgksperioden for kontrollgruppen, som vist i
figur Figur 4.4 og Figur 4.6, viser korrelasjon med vektnedgangen frem til november og
desember. Det later ikke til & eksistere en tilsvarende tendens for vaksinert fisk, der hgyest
prevalens av A. salmonicida samfaller med vektgkning. Datagrunnlaget tillater heller ikke,
som diskutert ovenfor, a vise til en sammenheng mellom vektutvikling og prevalens for
villfanget fisk, og for kontrollgruppen mangler i tillegg vektdata for februar méaned. Det lar
seg derfor ikke gjore & spekulere i et arsaksforhold mellom infeksjon med A. salmonicida og

vektreduksjon, til det er grunnlaget her for tynt til & fremme noen teorier.



5.6.

A-lagstyping bekreftet, som antydet i de biokjemiske undersgkelsene, at bade A. salmonicida
A-lagstype V og VI var representert i sykdomsutbruddet ved anlegget. Stammer av begge A-
lagstyper viste hgy grad av intern homogenisitet i biokjemiske undersgkelser, og skilte seg

samtidig tydelig bade fra hverandre og fra andre undersgkte A-lagstyper.

Disse prelimingere undersgkelsene tyder pa at det kan veere mulig & skille mellom ulike A-
lagstyper av A. samonicida uten bruk av PCR-baserte metoder. Dette er imidlertid langt fra
bekreftet, men resultatene av det inneveerende forsgket indikerer at dette kan vaere et omrade

av interesse for fremtidige undersgkelser.
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6. KONKLUSJON

Planlegging og gjennomfering av feltforsgk med fiskevaksiner er utfordrende og fallgruvene er
mange. Kunnskapsgrunnlaget er ogsa for tynt nar det gjelder leppefisk til a kunne

gjennomfgre fornuftige forsgk, og mer grunnforskning pa leppefisk ma til.

Det er i dette tilfellet, med sveert mange faktorer som kan ha influert resultatene, vanskelig,
og ikke vitenskapelig holdbart, & trekke konklusjoner om vaksineeffekt. I lys av de klare
forskjellene mellom vaksinert berggylt og uvaksinert berggylt indikerer imidlertid resultatene

at vaksinering av rensefisk kan veere veien & ga.

Sannsynligvis vil fullgod vaksineffekt forutsette at rensefisken er oppdrettet, ettersom dette
er den sikreste maten & garantere at fisken er sykdomsfri ved vaksinasjonstidspunktet. Det
foregar allerede en betydelig innsats og utikling innen oppdrett av rognkjeks. Oppdrett av
berggylt har vist seg & veere vanskelig, og det har vaert stgtt pa mange utfordringer som har

bidratt til at denne beskjeftigelsen allerede har veert gjennom en betydelig nedskalering.

Resultatene underbygger at atypisk furunkulose er en alvorlig og tapsbringende sykdom som
rammer leppefisk i merdene, og dermed at behovet for effektive vaksiner er til stede. De
erfaringer som er gjort er ogsa i trad med de tidligere observasjoner som er gjort om mulig

vertsspesifisiet for A. salmonicida A-lagstype V og VI.
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