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Samandrag

Malet med dette studiet var & studere effektane av termisk avlusing pd gjellehelsa til laks.
Lakselus utgjer eit stort problem for norsk lakseoppdrett, og behandlingsmetodane er avgrensa
grunna resistens mot fleire medikament. Termiske metodar for avlusing er den vanlegaste
behandlingsmetoden nytta 1 dag, men det vert rapportert om skadar og auka dedelegheit 1
etterkant av slike behandlingar. I tillegg er darleg gjellehelse eit av hovudproblema i marint
lakseoppdrett i Ser-Noreg. Arsakene er ofte samansett av fleire faktorar, der blant anna stress
kan paverke negativt. I kommersiell produksjon er det fleire faktorar som kan pafere laksen
stress, deriblant handtering og ulike behandlingar. Studiet er ein del av eit sterre FHF-prosjekt
(901514), der eit av mila er 4 kartleggja effektane av termisk avlusing pa gjellehelsa. Tre
lokalitetar 1 kommersiell produksjon og eit smitteforsek med patogenftri atlantisk laks vart
folgde gjennom ei avlusing. Dei fire avlusingane vart vurdert utifrd synleg patologi,
dedelegheit, lusetal, histologisk gjellescore og patogenbelastinga i gjelle- og nyrevev fer, under
og etter termisk avlusing. Smitteforsgket vart gjennomfert ved & skdnsamt héve tre og tre fisk
over i oppvarma vatn, for & studere effekten av varmt vatn pa fisken utan & utsetje den for

trenging og pumping i forkant.

Resultata viser at verken patogenbelastinga eller histopatologiske endringar i gjellevev vert
negativt paverka av termisk avlusing. Gjellehelsa i1 forkant av behandlinga, i tillegg til
forekomst av virussjukdommar syner derimot & ha ei paverking pa dedelegheita under
behandling. Patogenbelastinga pa fisken var hegast ved avlusing pé hausten og lagast pa varen.
Dette samsvarte med gjellescoren, der det vart registrert meir endringar 1 gjellevevet til fisken
som vart behandla pa hausten. Denne fisken hadde 1 tillegg hogare dedelegheit 1 forkant av
behandlinga, som auka ytterlegare etter behandling. Ved avlusing pa varen, med lite patogen
og lag gjellescore, og ved smitteforseket var dedelegheita tilneerma uendra etter behandling.

Studiet syner 0g at termisk avlusing har god effekt pa reduksjon av mobile lakselus.



Forord

Dette studiet er finansiert gjennom FHF-prosjektet (901514): Effekter av behandling mot
lakselus, amgbegjellesykdom (AGD), og notrengjering pé gjellehelse hos laks 1 oppdrett.
Studiet vart utfert 1 samarbeid mellom Universitetet 1 Bergen (UiB), Stiftelsen

Industrilaboratoriet (ILAB) og Pharmaq Analytiq.
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Forkortingar

Forkortingar Forklaring

AGD Amebisk gjellesjukdom

AP Arbeidspakke

ASPV Atlantisk lakseaquaparamyxovirus
ASCV Atlantisk laksecalicivirus

cDNA Komplementert DNA

CMS Kardiomyopatisyndrom (Hjartesprekk)
Costia Assay mot Ichthyobodo salmonis
Ct-verdi Terskel syklusverdi

DNA Deoksyribonukleinsyre

Dpi Dagar etter smitte

E Effektivitet

EF1A Elongeringsfaktor 1 alfa for atlantisk laks
Epit Assay mot Candidatus Branchiomonas cysticola
F Tilsynelatande friske fiskar

FDRG Fiskesjukdomsgruppa

FHF Fiskeri- og havbruksnaringens forskningsfinansiering
GD Gjellesjukdom

Gj Gjeller

Gj.snitt Gjennomsnitt

H>0, Hydrogenperoksid

HE Hematoksylin og eosin

HSMB Hjarte- og skjelettmuskelbetennelse
IHNV Salmonid novirhabdovirus

ILAB Stiftelsen Industrilaboratoriet 1 Bergen
ILAV Infeksios lakseanemivirus

IPNV Infeksios pankreasnekrosevirus

ml Milliliter

MNE Gjennomsnittleg normalisert uttrykk

N Antall individ

NE Normalisert uttrykk
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1 Innleiing

1.1 Norsk lakseoppdrett

Oppdrett av laks har hatt ein kraftig auke dei siste tidra, og er i dag ein av dei viktigaste
naringane 1 Noreg. 1 2019 vart det produsert 1 overkant av 1 350 000 tonn atlantisk laks (Salmo
Salar) og omlag 80 000 tonn regnbogeaure (Oncorhynchus mykiss) (Sommerset et al., 2020).
Heilt sidan starten av oppdrett har sjukdom vore eit problem som har fert til redusert
fiskevelferd og ekonomiske tap for naringa. Nokre sjukdommar har vore lettare & motverka
enn andre, til demes med vaksinering mot enkelte bakteriesjukdommar. I 2019 var det totale
tapet av norsk oppdrettslaks i1 sjgen pa 59,3 millionar individ, der dedfisk utgjorde 89 % av
desse (Sommerset et al., 2020). Lepeophtheirus salmonis er ein av dei sterste utfordringane
norsk lakseoppdrett har 1 dag (Brooker et al., 2018). Det er {4 oppdrettslaks som deyr av sjelve
infeksjonen, men behandling mot ektoparsitten kan direkte eller indirekte fordrsake store tap. I
2019 vart mekaniske skadar som felgje av avlusing rapportert & vere den sterste arsaka til

redusert velferd hos oppdrettsfisk i sjgen (Sommerset et al., 2020).

Lakseoppdrett er i hovudsak delt opp 1 to ulike fasar; utvikling fra rogn til smolt i ferskvatn,
etterfolgt av ein vekstfase 1 sjgvatn. Den fyrste fasen finn stad 1 lukka system pé land, medan
vekstfasen skjer 1 merdar 1 sjo. Dei fleste merdane har ingen barriere mot omgivnadane, noko
som mogeleggjer utveksling av patogen. Dette kan paverke villfisk og andre oppdrettsfisk pa
nabolokaliteten, anten ved at det er kort avstand mellom oppdrettslokalitetar eller ved at

havstraumar eller batar fraktar patogen mellom lokalitetar.
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1.2 Lepeophtheirus salmonis (Krayer, 1837)

L. salmonis er ein marin ektoparasitt i copepod familien Caligidae, og er mest kjend under
namnet lakselus (Costello, 2006). Parasitten ferekjem pa dei fleste artane i slektene Salmo (S.
salar og S. trutta), Salvelinus (S. alpinus) og Oncorhynchus (O. mykiss). Ein finn hovudsakeleg
lakselusa 1 kaldt vatn i nordleg del av Atlanterhavet og Stillehavet (Torrissen et al., 2013). Det
er genetiske og morfologiske skilnadar mellom L. salmonis fr4 Atlanterhavet og Stillehavet,
men dei kan kryssast og fa fertile avkom. Desse to ulike typane av lakselus utgjer to underartar,
L. salmonis salmonis som er Atlanterhavslakselusa og L. salmonis oncorhynchi som er
Stillehavslakselusa (Skern-Mauritzen et al., 2014). Det er den atlantiske underarten som

forarsakar problema i norsk lakseoppdrett, og den vert heretter omtala som lakselus.

1.2.1 Livssyklus

Livssyklusen til lakselusa bestar av 8 stadier, der kvart stadium vert definert av eit skalskifte
(ecdysis); 2 nauplius, eit copepoditt, 2 chalimus, 2 pre-adulte og eit adult stadium (Hamre et
al., 2013, Johnson and Albright, 1991). Dei to naupliusstadia er frittlevande og vert infektive
nar dei utviklar seg til copepoditt. Copepodittane sgkjer etter ein vert ved & registrere endringar
1 vatnet, trykkbelger, og sym mot det som lagar desse endringane (Heuch and Karlsen, 1997).
For a finne ut om det er ein potensiell vert, nyttar dei kjemoreseptorar (Komisarczuk et al.,
2017). Nér copepoditten har funne ein vert, festar den seg til laksen ved hjelp av andre antenne
(Bron et al., 1991). Mot slutten av copepodittstadiet vert det produsert eit fronalfilament som
festar lusa til verten. Kort tid etter dette skiftar lusa skal, og gar over til chalimusstadium I
(Hamre et al., 2013, Johnson and Albright, 1991). Dei pre-adulte individa er festa med
frontalfilamentet 1 det dei skiftar skal, resten av stadiet og 1 adult stadium er dei festa ved hjelp
av andre antenne og vakuum under cephalothorax (Jonsdottir et al., 1992). Dette gjer at dei kan

bevege seg fritt rundt pd verten og mellom vertar, og vert omtala som mobile lakselus.

Lakselusa har stor kapasitet til & produsere egg. Hannen vert kjennsmoden for hoe, adulte
hannar festar seg derfor ofte til pre-adulte II hoer (pre-corpula), for sd a para seg med dei direkte
etter siste skalskifte (Ritchie et al., 1996). Hoe kan produsere opp til 1200 egg per syklus, fordelt
1 to eggstrengar under normale heve (Costello, 2006, Hamre et al., 2009). Fra ein enkelt

befrukting kan holusa produsere 11 par eggstrengar ved 7,2 °C (Heuch et al., 2000).
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1.2.2 Kliniske teikn og patologi

Gross patologi som folgje av lakselusinfeksjon vert observert dorsalt 1 hovudregionen og rundt
ryggfinna, og ventralt bak analfinna (Jonsdottir et al., 1992). I desse omrada er det 1ag stroyming
og lusa brukar derfor mindre energi pa & halde seg fast. Lakselusa lever av 4 ete slim, hud og
blod fré verten (Pike, 1989). Nar lusa nar dei mobile stadia rekk dei over eit storre areal av
laksen og kan forarsake sterre skade pa verten (Grimnes and Jakobsen, 1996, Jonsdéttir et al.,
1992). Huda til laksefisk er eit metabolsk aktivt organ, bestdande av levande celler i alle lag,
og er viktig for & oppretthalde normal fysiologisk funksjon. Nar lusa lagar sér 1 huda til laksen,
forarsakar dette ein mekanisk endring i denne barrieren som kan fore til osmoregulatorisk svikt
(Grimnes and Jakobsen, 1996). Lakselusinfeksjon har og vist seg & auke stressnivéet hos verten
og paverke immunforsvaret (Mustafa et al., 2000). Dette 1 tillegg til at lusa lagar opningar i
huda, kan fere til sekundaere infeksjonar. Mobile stadier kan og bevege seg mellom vertar, og
kan derfor potensielt fungere som vektor for overfering av andre patogen (Nylund et al., 1991).
Lusa vert eksponert for patogen bade fra huda til fisken, men og ved & ete slim og blod. Det er
vist at lusa kan vere berar av bdde Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida og Moritella
viscosa som forarsakar sjukdommane furunkulose og vintersar hos laks (Taranger et al., 2010a).
Virusa [Infeksios pankreasnekrosevirus (IPNV), Salmonid alfavirus 3 (SAV3), Salmonid
novirhabdovirus (IHNV) og Infeksigs laksesanemivirus (ILAV) har og vorte isolert frd lus fra
infisert fisk (Rolland and Nylund, 1998, Jakob et al., 2011, Petterson et al., 2009, Taranger et
al., 2010a). I Chile har ein blant anna sett at Caligus rogercresseyi kan vere mekanisk vektor
for ILAV, men viruset kan truleg ikkje replikere i lusa og er derfor ikkje ein biologisk vektor
(Oelckers et al., 2014). Lakselusa er ein av hovudvertane for mikrosporidien Paranucleospora
theridion, der laks inngér som mellomvert (Nylund et al., 2009a, Nylund et al., 2009b, Nylund
et al., 2010).
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1.3 Behandling mot lakselus

I opne merdar 1 sjo er det vanskeleg a ferebyggje lakselusinfeksjon. Sidan lakselusa byr pé store
utfordringar for fiskevelferda, bade for oppdrettsfisk og villfisk, har det vorte utvikla ei eiga
forskrift for kontroll av parasitten (Forskrift om bekjempelse av lakselus 1 akvakulturanlegg) i
Noreg (Kragesteen et al., 2019). I Nord-Trendelag og serover skal det fra veke 16 til veke 21
vere mindre enn 0,2 vaksne holus 1 gjennomsnitt per fisk 1 oppdrettsanlegget (Forskrift om
lakselusbekjempelse, 2012, §8). I Nordland, Troms og Finnmark skal det vere mindre enn 0,2
vaksne holus fra veke 21 til veke 26. Resten av aret er grensa mindre enn 0,5 vaksne holus i
begge omrdda. Dersom eit oppdrettsanlegg har meir lus enn det som er lovleg, ma det
gjennomforast tiltak for & redusere mengda. I dei fleste tilfelle betyr det at ein ma gjennomfore

ei behandling og 1 dei mest ekstreme tilfella ma lokaliteten slakte fisken.

Det finnes ulike typar behandling mot lakselus; medikamentelle, biologiske og mekaniske
behandlingar. Tidlegare nytta ein 1 hovudsak medikament for & behandle laks mot lakselus, og
eit av dei fyrste midla som vart nytta var organofosfatar i badbehandlingar (Torrissen et al.,
2013). Etter einsidig bruk av organofosfatar sidan tidleg pa 80-talet, fekk ein pévist dei fyrste
tilfella av organofosfatresistens (Sevatdal and Horsberg, 2003). Alternative badbehandlingar
vart testa ut, deriblant pyrethrum. Dette middelet viste seg a vere problematisk & administrere,
og er derfor ikkje 1 bruk i dag (Torrissen et al., 2013). Dei syntetiske pyretroidane deltamethrin
og cypermethrin har vorte nytta 1 lusebehandlingar, men og mot desse har ein pavist resistens
(Sevatdal and Horsberg, 2003, Helgesen et al., 2020). Medikament kan og administrerast oralt.
Det vil seie at legemiddelet vert tilfort eit for som 1 ein periode erstattar det vanlege foret.
Fordelen med & nytte oral behandling mot lakselus er at behandlinga vert lite arbeidskrevjande
og meir skdnsam for fisken. Ulempa er at doseringa vert mindre neyaktig grunna ulik storleik
pa fisken, og at det berre er dei som aktivt et som far behandling. Emamectin benzoate (SLICE)
er det legemiddelet som har vorte mest nytta som oralt legemiddel mot lakselus 1 Noreg (Igboeli
et al., 2012), men 1 2007 fekk ein pavist resistente lus fleire stadar langs kysten (Hjeltnes et al.,
2019, Skjelstad et al., 2008). Grunna dette har bruken av legemiddelet gatt kraftig ned dei

seinare ara.

Resistensutvikling er lakselusas forsvar mot lusemidlane. Sjelv ndr behandlingar vert
gjiennomfert optimalt, er det ofte nokre {4 parasittar som overlever (Aaen et al., 2015). Dersom
denne eigenskapen er arvbar, vil og neste generasjon vere meir motstandsdyktig mot

behandlinga, og med tida vil ein oppné ein populasjon som er resistent mot middelet (Sevatdal
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and Horsberg, 2003). Resistens vert godt dokumentert og sjekka ved & telje parasittar for og
etter behandling. I tillegg til bruken av bioassay som er ein toksikologisk test der ein eksponerer

lakselus for ulike konsentrasjonar av eit aktuelt legemiddel (Helgesen and Horsberg, 2013).

Bruken av hydrogenperoksid (H>O>) auka kraftig da lusa byrja a utvikla resistens mot fleire av
dei andre medikamenta (Overton et al., 2018). H>O; vert nytta som badmiddel bade 1 brennbét
og direkte 1 merda med presenning rundt, og vart betrakta som lite skadeleg for miljeet sidan
det etter kort tid vert brote ned til vatn og oksygen og ikkje akkumulerer 1 miljoet. Effekten av
H>0; pa lusa er truleg danning av oksygenbobler i blodet, som ferer til mekanisk paralyse og
lusa slepp taket fra laksen, 1 tillegg til effekt pA membran og eggstrengar (Aaen et al., 2014).
Det finnes derimot utfordringar med denne metoden 0g. Blant anna har ein sett auka dedelegheit
1 etterkant av behandlingane, spesielt ved hege vasstemperaturar og heg dose H>O> (Overton et
al., 2018). I tillegg har det vorte pavist redusert sensitivitet mot H,O» 1 fleire omréder 1 Noreg

(Helgesen et al., 2020).

I dei seinare ara har ein sett pd mogelegheiter for & behandle fisken med medikamentfrie
behandlingar. Dette bade fordi ein har sett resistensutvikling mot mange av medikamenta, men
og for & redusere bruken av medikament 1 oppdrettsnaeringa. Ein av dei medikamentfrie
behandlingane er biologisk avlusing. Dette inneber & ha rensefisk 1 merdane som et lus av
laksen. Denne metoden for avlusing er lite arbeidskrevjande og lite stressande for fisken.
Rognkjeks (Cyclopterus lumpus) og ulike artar av leppefisk (Labridae) vert nytta som rensefisk
1 Noreg (Sommerset et al., 2020). I 2019 vert det sett ut i overkant av 49 millionar rensefisk,
der 46 % av desse var rognkjeks. Rognkjeksen som vert nytta som rensefisk kjem i hovudsak
frd oppdrett, medan leppefisken 1 hovudsak er villfanga. Rognkjeks har ein raskare
produksjonssyklus enn leppefiskane, i tillegg til at den er aktiv ved lagare temperaturar (aktiv
ned til 4 °C samanlikna med leppefisk som ikkje et under 6 °C) (Nytro et al., 2014, Sayer and
Reader, 1996). Den auka etterspurnaden etter leppefisken 1 Noreg har fort til overfiske og
import frd Sverige (Skiftesvik et al., 2014, Sommerset et al., 2020). Dette forer til at leppefisken
vert transportert over store avstandar, noko som ikkje er optimalt med tanke pd spreiing av
patogen. Bdde oppdretta og villfanga rensefisk kan vere berar av ulike patogen, og spreie dette
til oppdrettslaks og miljeet rundt. I tillegg ser ein hog dedelegheit og sjukdomsproblem hos
rensefisken, spesielt i samband med utsett og ikkje-medikamentell avlusing (Brooker et al.,

2018, Treasurer, 2012, Sommerset et al., 2020).
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Andre medikamentfrie behandling er mekaniske behandlingar 1 form av bersting eller spyling,
termiske behandlingar med varmt vatn og ferskvassbehandling. Desse metodane vert i dag brukt
1 ein storre grad enn medikamentelle behandlingar (Sommerset et al., 2020). Alle desse
behandlingane er effektive for & redusere lusetalet, men ein har sett utfordringar bdde med
fiskevelferda og ekonomiske kostnadar ved behandlingane (Grentvedt et al., 2015, Overton et
al., 2019, Roth, 2016, Sommerset et al., 2020).

1.3.1 Thermolicer

Thermolicer er ei form for termisk avlusing der ein nyttar oppvarma vatn for a fa lusa til &
sleppe laksen. Det er eit gjennomstraumingssystem der fisken vert pumpa inn i Thermoliceren
som er plassert i ein container pa ein lekter (Grontvedt et al., 2015). Fisken passerer fyrst ein
silkasse som silar av sjgvatnet, for fisken vert bada i behandlingsvatnet (30-34 °C) 1 30 sekunder
(figur 1.1)(Info frd produsenten, sja appendiks figur 7.1). Behandlingsvatnet vert deretter silt
av, der lusa som har sloppe fisken vert samla opp og fisken vert fort tilbake til merda. Det silte
behandlingsvatnet vert deretter leda tilbake til varmetanken for reinsing, lufting og oppvarming
for det pumpes tilbake til behandlingskammeret. I forsek med denne avlusingsmetoden har ein
sett god effekt pd reduksjon av mobile lus (Grentvedt et al., 2015). Dei signifikante skadane
som vart observert pa fisken i etterkant av behandlinga, var i hovudsak snuteskadar og

finneskadar som var knytt til pumping og trenging pé veg inn i Thermoliceren.

Figur 1.1. Skjematisk framstilling av Thermolicer. 1: Fisken vert pumpa inn i systemet. 2: Silkasse som
siler av sjovatn. 3: Sjevatn vert filtrert og sleppt ut. 4: Fisken vert utsett for lunka vatn. 5:
Behandlingssayle, lukka system med varmt vatn (30-34 °C). 6: Vassoverflate i behandlingsseyla. 7:
Vassavskiljar for behandlingsvatnet. 8: Fisken kjem ut av systemet. 9: Oppvarma vatn vert sirkulert
tilbake til vasstanken for reinsing, lufting og gjenoppvarming. 10: Behandlingsvatnet vert pumpa tilbake
til behandlingsseyla. Figuren er henta fra produsenten si nettside (Steinsvik.no).
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1.3.2 Optilicer

Optilicer er pd same mate som Thermolicer ein termisk avlusing, der ein nyttar varmt vatn for
a fjerne lakselus fra fisken. Fisken vert pumpa inn i Optiliceren som bestar av to separate
skovlehjul, og sjovatnet vert silt av (Roth, 2016). Skovlehjula forer fisken gjennom eit kar som
bestar av oppvarma sjevatn. Eksponeringstida kan justerast fra 21 sekund og oppover, og
behandlingstemperaturen kan regulerast opp til 36 °C (Info fra produsenten, sja appendiks figur
7.2). Etter varmtvassbadet vert behandlingsvatnet silt av. Lusa som har sloppe taket under
behandlinga vert samla opp, og fisken vert fort tilbake til merda. Skovlene som leier fisken
gjennom badet med temperert vatn, gjer at ein far god kontroll pa behandlingstida. Optilicer er
ein effektiv metode for a fjerne mobile lus, med ein avlusingseffektivitet pa 98 % (Roth, 2016).
Ein har sett at fisken har fatt skadar som felge av behandlinga, men i hovudsak kjem desse
skadane 1 samband med den mekaniske delen av behandling, med pumping og trenging for og
etter varmebadet. Roth (2016) viste at behandling ikkje skada gjellevevet, men at status pa
fisken og tekniske vilkar ombord pa behandlingsfartayet er av betyding for fiskevelferda i

etterkant.
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1.4 Gjellehelse og gjellepatogen

Gjellene er det viktigaste respirasjonsorganet til laksefisk (Kryvi and Poppe, 2016). Dei har fire
gjellebogar pa kvar side som er dekt av eit gjellelokk. Kvar gjelleboge har to rader med
primerlameller, og pa over- og undersida av kvar primarlamelle er det store mengder
sekundarlameller. Sekundaerlamellene har ei enkel oppbygging med einlaga plateepitel ytst og
pillarceller innanfor (figur 1.2). Pillarcellene er spesialiserte endotelceller og dannar kapillera.
Sekundarlamellene utgjer ei overflate med stort areal, der gassutvekslinga skjer. Blodet vert
oksygenert ved at vatnet passerer 1 motsett retning av blodstraumen 1 lamellene, som forer til
stor skilnad i oksygenkonsentrasjon og dermed effektiv gassutveksling. Fra gjellene gar
oksygenert blod ut 1 kroppen via dorsalaorta, og via arteriar til organ. Oksygenfattig blod vert
samla 1 eit venesystem og fort tilbake til hjarta, der blodet igjen vert fort til gjellebogane via
ventralaorta. Laksen har og ei delvis tilbakedanna gjelle i fremre del pa innsida av gjellelokket.
Denne gjellestrukturen vert kalla pseudobranch. Funksjonen er ikkje heilt kjent, men ein veit at
den fér allereie oksygenert blod fra 1. gjelleboge og sender dette til auga. Den bidreg derfor til
a sikre oksygenforsyninga til retina. Gjellene har og andre viktige funksjonar som
osmoregulering, utskiljing av nitrogen, pH regulering og hormonproduksjon, og er eit viktig

immunologisk organ (Herrero et al., 2018, Magnadottir, 2006).

-

Figur 1.2. Mlkroskoplsk snitt av sekundaerlameller til atlantisk laks. Snlttet syner oppbyggmga til
sekundarlameller med A: epitelcelle, B: pillarcelle og C: primarlamelle. Snittet er fra fisk for
behandling i smitteforseket, stav =20 um.
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Gjellene er 1 ner kontakt med miljeet rundt, og dermed og 1 kontakt med patogen, giftstoft,
partiklar og organismar som er i miljeet rundt merdane (Herrero et al., 2018, Kryvi and Poppe,
2016). Avstanden mellom blod og vatn er kort grunna den enkle oppbygginga til
sekundarlamellene, dette gjer gjellene til ein skjer struktur og utsatt for infeksjonar og skadar.
Dette kan redusere gjellenes funksjon og kapasitet, og er eit av hovudproblema i marint
lakseoppdrett (Herrero et al., 2018, Mitchell and Rodger, 2011). To av dei vanlegaste
patologiske endringane i gjellevev som folgje av infeksjon og skadar er hypertrofi og hyperplasi
av epitelceller, som og kan fore til samanvoksingar av sekundarlameller (Mitchell and Rodger,
2011, Gjessing et al., 2018). Sterre og fleire epitelceller vil fore til redusert gjelleoverflate og
auka diffusjonsvegen for gassar. Evna til osmoregulering kan og reduserast ved at kloridceller
vert omringa av epitelceller (Kryvi and Poppe, 2016). Ei rekkje patogen har vorte assosiert med
gjellesjukdom (GD), bade virus, bakteriar og parasittar (Herrero et al., 2018, Mitchell and
Rodger, 2011). Ofte vert fleire patogen pavist ved GD, og det er lite kunnskap om kva paverking
dei ulike patogena har aleine.

Blant virus som infiserer gjellene, finn ein Salmonid gjellepoxvirus (SGPV), Infeksios
lakseanemivirus (ILAV) og Atlantisk lakseparamyxovirus (ASPV) (Nylund et al., 2008,
Kvellestad et al., 2005, Nylund et al., 2003). Candidatus Piscichlamydia salmonis, Candidatus
Clavichlamydia salmonicola, Candidatus Syngnamydia salmonis, Candidatus Branchiomonas
cysticola og Tenacibaculum maritimum er bakteriar ein finn 1 gjellene til laks (Toenshoff et al.,
2012, Draghi et al., 2004, Karlsen et al., 2008, Nylund et al., 2014). I tillegg til desse virusa og
bakteriane vert parasittane Ichthyobodo salmonis og Paranucleospora theridion péavist i gjeller
(Hellebg et al., 2017, Nylund et al., 2011, Isaksen et al., 2011, Frisch et al., 2018). I Nord-Noreg
kan og parasitten Parvicapsula pseudobranchicola paverke laksens gjellehelse (Nylund et al.,
2005). I tillegg vert ameben Paramoeba perurans pavist i gjeller, og forarsaka den spesifikke
gjellesjukdommen AGD (Young et al., 2007). Kunnskap om kva péverking kvar enkelt av desse
patogena har for laksens gjellehelse er avgrensa, men truleg er fleire ytre faktorar av tyding. Til
demes temperatur i sjoen, planktonoppblomstring og stress forarsaka av ulike behandlingar som
til demes mekaniske og termiske avlusing, ferskvassbehandling mot AGD og lakselus,
reinsking av neter, sortering og andre handteringsoperasjonar. Slike endringar som avvik fra
laksens naturlege levesett, forer til stress. Det er lite kjent korleis slike stress-situasjonar
paverkar gjellehelsa til oppdrettslaksen. I eit sterilt miljo vil laksen kunne bruke all energien pa
a rette opp igjen ein normal homeostase, men nar det er patogen til stades vil denne kostnaden
truleg auke. Det kan medfere store endringar i gjellevevet, noko som igjen kan fere til

sjukdomsteikn, redusert velferd og 1 alvorlege tilfelle resultere 1 dadelegheit.
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1.5 Mal for oppgava

Malet for denne masteroppgiva er & kartleggje korleis termisk behandling mot lakselus
paverkar gjellehelsa hos laks. Det vil bli lagt s@rleg vekt pa patologiske endringar i gjellevev,
og endringar 1 belastning av mikroparasittar pa gjellene. Termisk behandling skal utferast ved
laboratorieforsek og pa tre lokalitetar, for & kartleggje om ei eventuell paverking er ulik for

patogenfti laks samanlikna med laks frd kommersiell produksjon.

o Korleis paverkar termisk avlusing fisken?

o Er pdverknaden ulik for patogenfri laks som ikkje vert utsett for trenging og pumping
under behandlinga, samanlikna med tradisjonell behandling 1 opne merdar i sjo der det
er patogen til stades?

o Har mengda og type mikroparasittar pa gjellene noko & seie for fiskevelferda etter

behandling?
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2 Material og metode

Materialet 1 dette studiet er ein del av eit storre FHF-prosjekt (prosjektnummer 901514) der
malet er & kartleggja effektar av behandling mot lakselus pa gjellehelsa hos laks 1 oppdrett.
Studiet inneheld material fra tre lokalitetar pd Vestlandet, der det vart gjennomfort termisk
behandling av lakselus i perioden april-desember 2019. I prosjektet vart og patogenfri atlantisk
laks (Salmo Salar) smitta med copepodittar og behandla med varmt vatn 15 dpi. Smitteforseket
vart planlagt og gjennomfert av Stiftelsen Industrilaboratoriet (ILAB), 1 samband med
fiskesjukdomsgruppa (FDRG) ved Universitetet i Bergen (UiB).

Material fra bade smitteforseket og dei tre lokalitetane vart analysert ved Universitet 1 Bergen
(UiB), Pharmaq Analytiq og Universitetet 1 Stirling (UoS). Vevsprevar til real-time RT-PCR
vart prosesserte ved FDRG (UiB) sine fasilitetar pa Hoyteknologisenteret. Histologiprevane
vart undersgkt badde hos Pharmaq Analytiq og UiB. I denne masteroppgava vert resultat fra real-

time RT-PCR av gjelle- og nyrevev, 1 tillegg til histologi av gjeller presentert og diskutert.

2.1 Smitteforsgk: Behandling av laks med lakselus
med varmt vatn

Smitteforseket vart gjennomfert i perioden 19. februar til 19. mars 2019 ved ILAB sine
fasilitetar p4 Hoyteknologisenteret 1 Bergen. Mélet med smitteforseket var & kartleggja kva
effektar behandling med varmt vatn mot lakselus hadde pa patogenfri atlantisk laks. Der fisken

ikkje var utsett for trenging og pumping i forkant av behandlinga.

Pé dag 1 vart 240 post-smolt med ei snittvekt pd 217 gram satt inn 1 seks kar som romma 450
liter (N= 40 fisk per kar). Fisken som vart nytta i forseket vart produsert ved ILAB sine
fasilitetar, rogna kom frd Stofnfiskur péd Island. Forseksfisken vart screena for Infeksios
pankreasnekrosevirus (IPNV), Infeksigs lakseanemivirus (ILAV), Piscin orthoreovirus (PRV),

Piscin myokardittvirus (PMCV) og Salmonid gjellepoxvirus (SGPV) d& den var rundt 15 gram.

Alle kara var 1 same hall der lysregimet gjennom heile forseket var 12 timar lys etterfolgt av 12
timar merke (12:12). Fisken vart sett inn pa 10 °C og 25 %.. Etter tre dagar vart temperaturen
og saliniteten gradvis auka til 12 °C og 34 %o. Gjennomstreyminga i kara var 850 liter/time, og
oksygenmetninga i kara vart forsgkt halde rundt 80-90 % gjennom heile forsgket. Fisken vart

fora omlag 117 gram for per dag, med unntak av for smitte, behandling og preveuttak d den
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vart svelta eit dogn 1 forkant. Overfledig for og dedfisk vart regelmessig fjerna for & sikre eit
godt karmilje. 1 tillegg vart temperatur og salinitet 1 kara overvaka og registrert dagleg. Den

daglege roktinga av fisken vart gjennomfert av tilsette pa ILAB.

Forsgket var godkjent av Mattilsynet (Seknad 18259: Effekter av behandling og notrengjoring
pa gjellehelse).

2.1.1 Smitte med Lepeophtheirus salmonis

Seks dagar etter at fisken vart sett inn 1 kara (25. februar) vart fire av kara (kar-2, kar-4, kar-5
og kar-6) smitta med copepodittar (figur 2.1). Smittinga vart gjennomfert ved & stoppe
vasstilferselen og redusere vassnivéet 1 kara, for ein tilforte 25 copepodittar per fisk 1 dei

aktuelle kara. Copepodittane var produsert av ILAB fra stamma LsGulen (Hamre et al., 2009).

2.1.2 Behandling med varmt vatn

Fisken i tre kar vart behandla med varmt vatn 15 dpi; to smitta kara (kar-5 og kar-6) og eit
usmitta kar (kar-3) (figur 2.1). Det vart laga eit behandlingskar med 150 liter sjovatn (34 %o)
som vart varma opp til 34 °C ved hjelp av ein 1500W varmekolbe (figur 2.2A). For a unnga
overmetning av O, ved oppvarminga vart det nytta trykkluft. I tillegg var det ei akvariepumpe
1 karet, for & sikre sirkulasjon i1 vatnet. Behandlinga vart gjennomfert ved a stoppe
vasstilferselen i kara, tilsette trykkluft og 6,3 ppm Aqui-S for & sedere fisken. Etter omlag 15
minutt var fisken roleg og vasstanden i karet vart senka. Tre og tre fisk vart hava over i
behandlingskaret og haldne i1 det varme vatnet i 30 sekund 1 haven, for dei vart overfort til
normal temperatur i1 eit oppvakningskar (figur 2.2B). 1 oppvakningskaret var vatnet 12 °C,
hadde ein salinitet pad 34 %o og var tilsett Aqui-S. D4 all fisken i det aktuelle karet hadde
gjennomgatt behandlinga, vart dei hava over fra oppvakningskaret til det opphavelege karet, og
vasstilferselen vart starta igjen. Temperatur, salinitet og oksygen vart overvaka kontinuerleg
gjennom heile behandlinga. Kar-3 vart behandla fyrst, deretter kar-5 og til slutt kar-6. Dei to
siste kara var smitta med lus. Lusa som fall av under behandlinga vart samla opp 1 ei kvit bakke
etter kvar having, ved at hdven vart skylt i vatnet i bakken. Etter at eit kar var ferdig behandla
vart vatnet 1 oppvakningskaret tappa ut og all lusa som hadde sleppt fisken vart tald og registrert.
Fisken i dei tre kara som ikkje vart behandla, vart ikkje flytta ut av kara. I desse kara vart
vasstilferselen stoppa, fisken vart sedert med Aqui-S og vasstanden redusert, for vasstilferselen

vart sett pa igjen.
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Figur 2.1. Skjematisk oversikt over kara i forsgket (N= antall fisk). Gren ring syner kara som ikkje vart
smitta med copepodittar, bla ring rundt kara som vart smitta. Dei gra kara vart ikkje behandla med varmt
vatn, dei kvite kara vart behandla.

. s Lot
Figur 2.2. A: Behandlingskaret (34 °C og 34 %), med varmekolbe, akvariepumpe, trykkluft og
maéleinstrument for salinitet, oksygen og temperatur. B: Oppvakningskaret med 12 °C, 34 %o sjovatn og
trykkluft.
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2.2 Termiske avlusingar pa tre lokalitetar

Tre termiske avlusingar i kommersiell produksjon pa tre ulike lokalitetar vart folgde. Alle
lokalitetane ligg 1 Vestland fylke. Lokalitet-A og -B vart behandla med Thermolicer, medan
lokalitet-C nytta Optilicer. Lokalitet-A, som ligg i omradet rundt Radey, behandla atlantisk laks
(Salmo Salar) 1 april 2019. Lokalitet-B behandla atlantisk laks 1 september 2019. Denne
lokaliteten ligg 1 omradet rundt Bemlo. Lokalitet-C behandla regnbogeaure (Oncorhynchus
mykiss) med Optilicer 1 desember 2019. Denne lokaliteten ligg 1 omrddet rundt Bergen (figur

2.3). Grunna anonymisering av lokalitetane vert dei kalla A, B og C, og eksakt plassering vert

ikkje oppgjeve.
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Figur 2.3. Kart som syner omtrentleg plassering av dei tre lokalitetane. Lokalitet-A nord for Bergen, i
omradet rundt Raday (A). Lokalitet-B ser for Bergen, i omradet rundt Bemlo (B). Lokalitet-C i
omradet rundt Bergen (C). Kart henta fra Kommunekart.no.
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2.2.1 Behandling med Thermolicer pa lokalitet-A

Lokalitet-A ligg nord i Hordaland, i omrédet rundt Radey, og bestir av seks merder med
atlantisk laks. Fisken i den aktuelle merda vart sett ut i starten av september 2018, med ei
snittvekt pa 153 gram. Det vart sett ut 140 700 fisk med Stofnufiskur genetikk. Fisken hadde
ikkje gijennomgatt behandlingar for den aktuelle behandlinga 05.04.2019, og hadde heller ingen
diagnosar av betyding. Det var rognkjeks i merda. Dadelegheita i merda for behandling var lag,
med eit gjennomsnitt pa 9 dede per dag i ménaden for. Pa behandlingstidspunktet hadde fisken

el gjennomsnittleg vekt pa 1050 gram.

Behandlinga vart gjennomfert med behandlingsbédten RoServer, som har Thermolicer montert
ombord. Fisken vart trengt med perleband, pumpa inn 1 brennen og fort gjennom Thermoliceren

pa veg tilbake 1 merda. Behandlingstemperaturen var 34 °C, og behandlingstida 30 sekund.

Temperaturen 1 sjgen 1dg mellom 5,8 og 6,9 °C 1 manaden for behandling, og oksygenmetninga

mellom 85-100 %. Saliniteten i sjgen var tilneerma full sjo, over 32 %eo.

2.2.2 Behandling med Thermolicer pa lokalitet-B

Lokalitet-B ligg 1 Sunnhordaland, i omrddet rundt Bemlo, og bestir av seks merder med
atlantisk laks. Fisken som inngar i dette studiet, vart sett ut i starten av september 2018. Det
vart sett ut 1 overkant av 162 000 smolt med Salmobreed genetikk og ei snittvekt pd 78 gram. I
settefiskfasen var fisken vaksinert med Alphaject micro 6 og Alphaject micro 1 PD. Fisken
hadde tidlegare 1 produksjonen gjennomgatt fire behandlingar mot lakselus. Ein med bruk av
ferskvatn 1 april, ein med Thermolicer og ein med Optilicer 1 august, og ein mekanisk avlusing
med Skamik 1 september. For behandlinga 20.09.2019 hadde gruppa fatt pavist hjartesprekk
(CMS) og gjellebetennelse. Det var leppefisk 1 merda. Gjennomsnittleg dagleg dedelegheit i
manaden for behandlinga var 110 dede per dag. P4 behandlingstidspunktet hadde fisken ei
gjennomsnittleg vekt pa 2900 g.

Thermolicer vart brukt ved behandling, og behandlinga vart gjennomfert ved at fisken vart
pumpa gjennom Thermoliceren og over i ei ny merd. Behandlingstemperaturen var 33,5-34,0

°C, og behandlingstida 30 sekund.

Temperaturen lag mellom 14,2 og 17,5 °C i minaden for behandling, og saliniteten var tilnerma

fullt sjovatn.
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2.2.3 Behandling med Optilicer pa lokalitet-C

Lokalitet-C ligg i omrddet rundt Bergen, og bestar av seks merder; tre med atlantisk laks og tre
med regnbogeaure. I dette studiet er det merd 2 med regnbogeaure som inngér. Det vart sett ut
1 overkant av 180 600 fisk med AquaGen genetikk og ei snittvekt pa 177 gram varen 2019 i
denne merda. Det vart opplyst om gjellebladning og pankreassjukdom (PD) hos fisken, som pa
behandlingstidspunktet hadde ei gjennomsnittleg vekt pd 2200 g. Regnbogeauren i denne merda

hadde ein ménad tidlegare gjennomgétt ei behandling mot lakselus med bruk av Optilicer.

Behandlinga 03.12.2019 vart gjennomfert med Optilicer, med ein temperatur pa 32,8 °C og ei
behandlingstid pd 30 sekund. Under innpumpinga til Optiliceren skjedde det ein feil, som
resulterte 1 ein del dedelegheit i kastet. Dadelegheit 1 forkant av behandling vart ikkje oppgjeve

av lokaliteten.

I veka for behandlinga var temperaturen 1 sjgen mellom 5,3 og 11,5 °C, og oksygenmetninga

mellom 67-111 %. Saliniteten var tilneerma fullt sjevatn.
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2.3 Prgvetaking

Provetakinga var 1 hovudsak lik ved badde smitteforsgket og dei tre avlusingane i felt, med tre
proveuttak i samband med kvar avlusing (tabell 2.1). Det fyrste proveuttaket var i forkant av
behandlinga, og det siste to-sju dagar etter behandling. Ved smitteforsgket var det andre
proveuttaket ein dag etter behandling. Ved avlusingane 1 felt tok tilsette pd lokaliteten ut fisk
som deydde under behandlinga. Denne fisken vart fryst ned og fakta til FDRG ved UiB for
provetaking. Proveuttaka for og etter behandling i felt vart gjennomfert pd lokaliteten, med
unntak av etter behandling pé lokalitet-C der fisken vart frakta til FDRG. Ved smitteforseket
vart det teke ut 10 fisk fra kvart kar ved kvart uttak, 1 alt 60 fisk ved kvart uttak. Ved proveuttaka
1 felt vart det teke ut 30 fisk fra den aktuelle merda ved kvart preveuttak, til saman 90 fisk fra
kvar lokalitet. Med unntak av lokalitet-C der det var problem med lift-up systemet, og fisk som
deoydde 1 samband med behandling ikkje vart teke ut for to dagar etter. Dadfisken fra denne
lokaliteten har derfor truleg deydd to dagar etter behandlinga. Etter behandling vart det teke ut

13 svimara og 12 tilsynelatande friske fiskar. I alt 85 fisk fra denne lokaliteten.

Tabell 2.1. Dato for preveuttaka ved smitteforseket pa ILAB og avlusing ved lokalitet-A, -B og -C. Tre
proveuttak ved kvar behandling, i parentes antall dagar for/etter behandlinga. N= antall fisk som vart
undersekt og tatt provar fra.

Uttak fer behandling | Uttak i samband med behandling | Uttak etter behandling

Smitteforsek

11. mars (1d for)
N=60 (10 fisk * 6 kar)

13. mars (1d etter)
N=60 (10 fisk * 6 kar)

19. mars (7d etter)
N= 60 (10 fisk * 6 kar)

Lokalitet-A

25. mars (11d for)

05. april (ded under)

08. april (3d etter)

N=30 N=30 N=30
Lokalitet-B 18. august (2d for) 20. august (ded under) 27. august (7d etter)
N=30 N=30 N=30

Lokalitet-C

29. november (4d for)
N=30

05. desember (ded 2d etter)
N=30

05. desember (2d etter)
N=25 (13 svimara + 12 friske)
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Ved prevetaking vart felgjande registrert: vekt (g) og lengde
(cm) til fisken, mobile lus og eventuelle ytre lesjonar. Andre
gjelleboge pa venstre side vart teke ut til histologi ved alle
proveuttaka under smitteforseket, og ved uttaka for og etter
behandling 1 felt. Veva vart fiksert i 10 % buffra formalin fram
til vidare prosessering. For uttak av gjellevev til real-time RT-
PCR vart andre gjelleboge pa hogre side nytta. Analyseproven

vart teke frd gjellas apikale del, og var péd storleik med eit

fyrstikkhovud (figur 2.4). Den resterande gjellebogen vart
lagra som backup-prove. Analyseproven vart lagt i 2.0 ml Figur 24, Omréidetor utték/ o
Safe-Lock Tubes (Eppendorf), lagt pa terris under giejieprove til real-time RT-PCR.
provetakinga og lagra pé -25 °C til vidare analyse. Det vart og

teke ein backup-preve av den midtre delen av nyra. Backup-prevane vart lagt pé terris under
provetakinga og lagra pa -80 °C 1 2.0 ml Nunc-rer (Thermo Scientific). Eventuelle indre

lesjonar vart og registrert.

Ved smitteforsgket vart og hud, thymus, pseudobranch, nasehole og hjarte tekne ut til histologi.
Halve hjarte og ein analysepreve av hjartevev vart og teke ut frd fisken fra kommersiell
produksjon. 1 tillegg vart dei resterande gjellebogane tekne ut til mikrobiotiske og
immunologiske undersekingar. Vassprovar vart og tekne ut ved bade smitteforsgket og 1 felt.

Ingen av desse prevane vil innga 1 denne oppgéva, men er ein del av FHF-prosjektet.

For a hindre kontaminering mellom fiskane 1 felt vart skalpell og pinsett skylde 1 vatn og terka
av mellom kvar fisk. I tillegg vart det nytta eigen skalpell og pinsett til & opne buken, slik at det
utstyret som vart nytta til & ta ut dei aktuelle organa ikkje var i kontakt med noko anna.
Provetakinga i samband med smitteforsegket vart gjort inne pé laboratoriet, og her vart det nytta

etanol og gassbrennar for & sterilisere utstyret mellom kvart individ.
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2.4 Histopatologi

Dei formalin-fikserte gjellebogane vart sendt til Pharmaq Analytiq (Bergen) og vidare til Idexx
sitt laboratorium 1 Wetherby (England) innan kort tid, for vidare arbeid. Vevsbetane vart stoypt
1 parafin og behandla for histologisk analyse ved bruk av standardprosedyre (Gamble and
Bancroft, 2008). Gjellene vart snitta med 2 um tjukkleik fer montering pa poly-L-lysin-belagt
slides (SuperfrostPlus, Thermo Scientific). Etter snitting vart veva farga med hematoksylin og
eosin (HE) etter standard metode (Culling et al., 1985). Dei fysiske snitta vart sendt tilbake til
UiB for underseking.

Histologiske undersgkingar av gjellene vart gjort ved & score kvart snitt, med utgangspunkt i
fem primerlameller. Scoringssystemet som vart nytta var ein forenkla versjon av eit
scoringssystem for skader 1 gjeller, utvika av Alf S. Dalum (Pharmaq Analytiq) i samband med
dette FHF-prosjektet. Scoringssystemet bestod av elleve kjende og vanlege patologiske
responsar 1 gjellevev, som fekk ein score frd 0-3 (figur 2.5). Score 0 er inga endring, 1 milde
endringar, 2 moderate endringar og 3 omfattande endringar. | hovudsak vart dei ulike scorane
gjevne pd bakgrunn av ferekomst i ein gitt prosentdel av det undersgkte vevet. Der score 1 vart
gjeven dersom endringane vart observert i mindre enn 10 % av undersgkt vev, score 2 mellom
10-50 % og score 3 dersom endringa paverka meir enn 50 % av undersekt vev. For
slimcellehyperplasi vart derimot scoren sett utifrd kor mange slimceller det 1 gjennomsnitt vart
observert per sekunderlamelle. Opp til 3 slimceller tilsvara score 1, mellom 5-8 slimceller
tilsvara score 2 og over 8 slimceller tilsvara score 3. Fortjukka distal primerlamelle var score
utifra prosentdel av paverka primarlameller. Mindre enn 10 % av primarlamellene tilsvara

score 1, 10 — 50 % tilsvara score 2 og meir enn 50 % tilsvara score 3.

Sidan ein lag prosentdel av det totale gjellevevet for kvar fisk vart undersekt, vart
gjennomsnittleg score for kvar endring blant fisk frd& same uttak vektlagt. 1 tillegg vart

eventuelle patogen registrert.
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Figur 2.5. Histologi som syner dei
elleve patologiske endringane som
inngar i det histologiske
scoringssystemet for gjeller, nytta i
dette studiet. A: slimcellehyperplasi, B:
klubbing, C: lifting, D: hypertrofi av
epitelceller, E: hyperplasi av
epitelceller, F: fortjukka distal
primerlamelle, G: fersk aneurisme, H:
bledande aneurisme, I: gammal
aneurisme, J: inflammasjon og K:
nekrose (lant av A. Nylund). Pil syner
dei ulike endringane. Forsterring synt
pa kvart bilete.
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2.5 Deteksjon av patogen

2.5.1 RNA ekstraksjon

Ekstraksjon av total RNA er det fyrste steget i mange molekylare metodar, blant anna revers
transkriptase polymerase kjedereaksjon (RT-PCR). RNA ekstraksjon vart gjort med TRIzol®
Reagent (Life Technologies) etter protokollen til leveranderen, med nokre modifikasjonar.
Fyrst vart prevane tilsett 1 ml trizol og homogenisert i1 ein TissueLyser II (Qiagen) 1 3 minutt
med ein hastigheit pa 30 1/s. Provane vart deretter inkubert 5 min 1 romtemperatur, for det vart
tilsett 200 pl kloroform og blanda ved kraftig risting 1 15 sekund for inkubering i nye 5 min 1
romtemperatur. Deretter vart provane sentrifugert ved 12 000 x g1 15 min ved 4 °C. Dette steget
deler blandinga inn i tre ulike fasar, der det gvre laget er ein fargelause vassfasen som inneheld
totalt RNA. Omlag 450 pl av vassfasen vart deretter blanda med 500 pl isopropanol. Etter 10
min inkubering 1 romtemperatur, vart prevane sentrifugert ved 12 000 x g i 15 min ved 4 °C.
Supernatanten vart deretter fjerna og pelletten vaska to gonger med 1 ml 75 % etanol fyrst og
deretter 1 ml 100% etanol. Etter at etanolen var tilsett, vart pelletten vaska pa alle sider ved
vortex for sentrifugering ved 12 000 x g1 5 min ved 4 °C. Etanolen vart helt ut og 100 % etanol
tilsett, for vortex og ny sentrifugering i 5 min. Etanolen vart fjerna og pelletten torka 1 omlag
5-10 min, til alkoholen hadde fordampa. Til slutt vart pelletten layst opp 1 50-100 ul 70 °C
RNase-fritt vatn, avhengig av storleiken pa pelletten. Ein negativ rensekontroll vart inkludert
ved kvar ekstraksjon. Den negative kontrollen felgde den same protokollen som vevsprevane,
men utan at det var vev til stades i1 preven. Pravane vart fryst ned rett etter at pelletten var loyst

1 RNase-fritt vatn, og lagra ved -25 °C til vidare prosessering innan kort tid.

RNA-konsentrasjonen (ng/pl) 1 praven vart malt ved & nytta eit spektrofotometer (NanoDrop™
1000, Thermo Scientific). Konsentrasjonen og reinsemda vart malt for alle provane, 1 tillegg til

rensekontrollane.
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2.5.2 Real-time RT-PCR

Det ekstraherte RNAet vart analysert med real-time RT-PCR for & pavise RNA fra spesifikke
mikroparasittar. Real-time RT-PCR vart utfort ved bruk av AgPath-ID™ One-Step RT-PCR
Reagent kit fr4 Applied Biosystems. One-step kitet gjer det mogeleg & koyre bdde revers
transkripsjon og PCR-reaksjonen i1 same ror. Real-time RT-PCR registrerer amplifikasjonen av
maltemplatet 1 sanntid under reaksjonen. Grunna bruk av eit fluorescensmolekyl som vert
frigjort nar proben bind spesifikke sekvensar er det mogeleg & observere mengda méltemplat
for kvar syklus. Fluorescenssignalet aukar proporsjonalt med mengda replikert cDNA. Ein kan
derfor sj& kor mange amplifikasjonssyklusar det tek for ein nr ein bestemt terskel, som 1 dette
studiet er satt til 0.1 for alle assaya. Ct-verdien er antall syklusar det tek for at
fluorescenssignalet skal nd den bestemte terskel-verdien. Ein vil fa ein 1a4g Ct-verdi dersom det

er mykje méltemplat i1 proven. Ein heg Ct-verdi vil indikere lite miltemplat.

Provane vart fordelt i1 eit brennbrett (MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate, Applied
Biosystems). Det vart fyrst tilsett 10,5 ul reaksjonsmiks i kvar brenn. Reaksjonsmiksen bestod
av 6,25 ul 2x-RT-PCR buffer, 1,0 ul (sluttkonsentrasjon 800 nM) av bade forward og revers
primer, 0,22 ul (sluttkonsentrasjon 175 nM) probe, 0,25 pl enzym mix og 1,78 pl vatn. Deretter
vart det tilsett 2 pl templat 1 kvar brenn. Det var i tillegg ein rensekontroll og ein NTC (non
template control) for kvart assay péd brettet. Rensekontrollen vart nytta for a detektere ein
eventuell kontaminering under RNA-ekstraksjonen. NTC vart brukt som ein kontroll for
potensiell kontaminering av real-time RT-PCR reagensane. Bronnane vart forsegla med
MicroAmp™ Optical Adhesive Film (Applied Biosystems), for plata vart sentrifugert i 15
sekund og kjert 1 QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System. Reaksjonen startar med revers
transkripsjon 1 10 min pé 45 °C. Dette transkriberer RNA til cDNA som er utgangspunktet for
PCR-reaksjonen. Deretter vart temperaturen auka til 95 °C 1 10 min. Dette denaturerer og
inaktiverer revers transkriptasen 1 tillegg til & aktivere DNA-polymerasen. Til slutt har ein
amplifikasjon av maltemplatet gjennom 45 syklusar bestdande av to trinn, forst ved 95°C 1 15

sekund, deretter ved 60 °C 1 45 sekund.

Gjelle- og nyreprovar vart keyrd mot ei rekkje ulike assay, lista i tabell 2.2. Elongeringsfaktor
1 alfa (EF1A) vart nytta som referansegen (intern kontroll) for altantisk laks (Olsvik et al.,
2005). For regnbogeauren vart Regnbogeaure elongeringsfaktor 1 alfa (OmELF) nytta som

referansegen (Are Nylund, pers. kom.). Gjelleprovane frd smitteforsgket vart testa mot assaya
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TB-tuf, SGPV, ILAV, PRV, Costia, Epit og Pch. Oversikt over assaya gjelle- og nyrepravane

fra dei tre lokalitetane vart testa mot, er lista i tabell 2.3.

Tabell 2.2. Primera og TagMan probar som vart nytta for & detektere bestemte mikroparasittar ved bruk av
real-time RT-PCR. Effektiviteten for assaya er gjevne i dei lista publikasjonane.

Assay Primer Sekvens Referanse
Infeksios lakseanemivirus Probe CACATG ACCCCTCGTC Plarre et al., 2005
(Segment 7) Forward TGG GAT CAT GTG TTT CCT GCT A

Revers GAA AAT CCA TGT TCT CAG ATG CAA
Salmonid gjellepoxvirus Probe TTA TAC ACC ATC ACA TTT GTG A. Nylund, pers. kom.
(POX MCP) Forward CAG AGG TTT TTC ATA CGC CAG AA

Revers GAG GTC ACG GTG ATG ACAGAAC
Salmonid alfavirus Probe CTG GCC ACC ACTTCG A Hodneland og
(nsP1) Forward CCG GCC CTG AACCAGTT Endresen, 2006

Revers GTA GCC AAG TGG GAG AAA GCT
Piscin myokardittvirus Probe TGG TGG AGC GTT CAA Nylund et al., 2018a
(PMCYV) Forward AGG GAA CAG GAG GAA GCA GAA

Revers CGT AAT CCG ACA TCA TTT TGT GA
Infeksios pankreasnekrosevirus Probe TCT TGG CCCCGT TCATT Watanabe et al., 2006
(IPNV) Forward ACC CCA GGG TCT CCA GTC

Revers GGA TGG GAG GTC GAT CTC GTA
Piscin orthoreovirus 1 Probe CTG GCT CAA CTC TC Nylund et al., 2018a
(PRV1-M2) Forward CAA TCG CAA GGT CTG ATG CA

Revers GGG TTC TGT GCT GGA GAT GAG
Piscin orthoreovirus 3 Probe CGA AGY ATA ATG AAG A A. Nylund, pers. kom.
(PRV3-S1) Forward GCG ACG CCT TAG AGA CAA CA

Revers CRA GAT CACCAGTGG TCTIT
Salmonid herpesvirus 4 Probe ATT CTG GTG CGG ATT T A. Nylund, pers. kom.
(AHsal gly 4) Forward CGG TCG CCA GAG CATTTCT

Revers CTA TGC CGT GCGGTGTGA T
Atlantisk laksecalicivirus Probe AYC CGA AGG AGG TYT A. Nylund, pers. kom.
(ASCV) Forward CCG CCW TAY GYC YRS TTC

Revers CCA GCCRSS CKR TTR TAK TC
Piscin novirhabdovirus Probe CTC ACA GAC ATG GG Duesund et al., 2010
(VHSYV) Forward TGT CCG TKC TTC TCT CCT ATG TAC T

Revers GCC CTG RCT GMC TGT GTC A
Candidatus Branchiomonas cysticola  Probe ACT TAG CGA AAG TTA AGC Nylund et al., 2018a
(Epit) Forward GAG TAA TAC ATC GGA ACG TGT CTA GTG

Revers CTT TCC TCT CCC AAG CTT ATG C
Candidatus Piscichlamydia salmonis ~ Probe CAA AAC TGC TAG ACT AGA GT Nylund et al., 2008
(Pch) Forward TCA CCC CCA GGC TGC TT

Revers GAA TTC CAT TTC CCC CTC TTG
Yersinia ruckeri Probe TAA TAG CAC TGA ACATTG AC A. Nylund, pers. kom.
(YR) Forward GCG AGG AGG AAG GGT TAA GTG

Revers CGG TGC TTC TTC TGC GAG TAA
Tenacibaculum spp. Probe TTT CAA TAC ATA CAC CTC AGC Smage et al., 2017
(Tb-tuf) Forward AGT GTG ACG TCC ACCTT

Revers CTG TAA GCC AGG TTC TGT
Tenacibaculum maritimum Probe TGA ATC AAA TGC GAT CTT Frisch et al., 2018
(Tmar-ompA) Forward GCC AAT AGC AAC GGG ATA CC

Revers TCG TGC GACCATCITTGG T
Aeromonas sobria Probe TCT GTC AGC TGT GAC GTT A. Nylund, pers. kom.
(Asobria) Forward GGA GGA AAG GTT GGC AGCTAA T

Revers ACG GAG TTA GCCGGT GCT T
Pasturella spp. Probe S. Nylund (Pharmaq
(Pasteur) Forward  Konfidensielt Analytiq)

Revers
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Candidatus Clavichlamydia Probe CGT GACAGC GAT AGA G Nylund et al., 2011
salmonicola Forward AGA ACC TTA CCC AGA TTT GACATG T
(Ach) Revers CCT GTC CTT TCG GAA GAC GAT
Candidatus Syngnamydia salmonis Probe TCC TTC GGG ACCTTAC Nylund et al., 2014
(SCh) Forward GGG TAG CCC GAT ATC TTC AAA GT

Revers CCC ATG AGC CGC TCTCTCT
Paranucleospora theridion Probe TTG GCG AAG AAT GAA A Nylund et al., 2010
(Nuc) Forward CGG ACA GGG AGC ATG GTA TAG

Revers  GGT CCA GGT TGG GTC TTG AG
Paramoeba perurans Probe CTG GTT CTT TCG RGA GC Nylund et al., 2018b
(Pperu) Forward GAT AAC CGT GGT AAA TCT AGA GCT AAT A

Revers TGG CAT TGG CTT TTG AAT CT
Paramoeba pemaquidensis Probe GAC TGC TYT CGR GTA GG A. Nylund pers. com
(Ppemq) Forward GAT AAC CGT GGT AAA TCT AGA GCT AAT A

Revers TGG CAT TGG CTT TTG AAT CT
Ichthyobodo spp. Probe TCC ACG ACT GCA AAC GATGACG Isaksen et al., 2012
(Costia) Forward ACG AAC TTA TGC GAA GGC A

Revers TGA GTA TTC ACT YCC GATCCA T
Parvicapsula pseudobranchicola Probe CCG TAT TGC TGT CTT TGA Nylund et al., 2011
(Parvi) Forward TCG TAG TCG GAT GAC AAG AAC GT

Revers  AAA CAC CCC GCA CTG CAT
Paramoeba spp. Probe ATG AAA GAC GAA CTT CTG A. Nylund pers. com
(Neo-ny) Forward TTG TCA GAG GTG AAA TTC TTG GAT T

Revers TGA AAA CAT CTT TGG CAA ATG C
X-celle-liknande parasitt Probe AGC GTT GAG CGG AT A. Nylund pers. com
(PER) Forward CCC TGC TAA ATA GTA TGC GGT ATA CA

Revers ACC TTC AAA ATA AGA ACA ATC AGC AA
Tetracapsuloides bryosalmonae Probe TGT TGT TAG GAT ATT TTC C A. Nylund pers. com
(PKX) Forward CAA GAT CGC GCC CTA TCA AT

Revers CGT CAC CCG TTA CAA CCT TGT
Atlantisk laks elongeringsfaktor Probe ATC GGT GGT ATT GGA AC Olsvik et al., 2005
(EF1A) Forward CCC CTC CAG GAC GTT TAC AAA

Revers CAC ACG GCC CACAGGTACA
Regnbogeaure elongeringsfaktor Probe ATC GGC GGT ATT GGA AC A. Nylund pers. com
(OmELF 1 alfa) Forward CCC CTC CAG GAT GTC TAC AAA

Revers

CAC ACG GCCCACGGGTACT

35




Tabell 2.3. Oversikt over kva assay dei ulike proveuttaka frd kommersiell produksjon vart testa mot.
Kryss syner at alle prevane fra uttaket vart analysert med assayet. Svart kryss = analyserte gjelleprovar
og oransje kryss = analyserte nyreprovar.

A Lokalitet-A Lokalitet-B Lokalitet-C
ssay For | Dod | Etter | For | Ded | Etter | For | Dod | S etter F etter

ILAV s7 XX | X X X X X X X X X
POX X X X X | X X X X X X
nsP1 XX | X X X X X X X X X
PMCV XX | X X X X X X X X X
IPNV X X X X X X X X X X
PRV1-M2 XX | X X X X X X X X X
PRV3-S1 X X X X
AHsal gly4 X X X X X
ASCV X X X X X
VHSV X X X X
Epit X X X X X X X X X X
Pch X X X X X X X
Ach X X X X X X X
Sch X X X X X X X
Yersinia X X
Tb-tuf X X X X X X X X X X
Tmar X X X X X X X X X X
Asobria X X X X X
Pasteur X
Nuc X X X X X X X X X X
Pperu X X X X | X X X X X X
Ppemq X X X X X X X
Costia X X X X X X X X X X
Parvi X X X X X X
Neo-ny X X
PER X X X X
PKX X X X X

2.5.3 Effektivitetstest av real-time RT-PCR assay

Dei fleste assaya var bade optimalisert og effektivitetstesta pd feorehand, og dei
konsentrasjonane og verdiane vart nytta i dette studiet. Elongeringsfaktoren til regnbogeaure
(OmELF) og assayet mot X-celle liknande parasitt (PER) hadde ikkje kjend effektivitet.
Effektiviteten til desse to assaya vart testa ved & analysere ei fortynningskurve med templat i
triplikat. Fortynningsserien bestod av atte punkt (10°-10%). Ct-verdiane for kvar triplikat vart
plotta inn 1 ei standardkurve for & finne stigningstalet og regresjonstalet (R») til assayet. Dette

legg grunnlaget for utrekning av effektiviteten (E) med felgande formel (1):

1) E = 10(—1)/stigningstal
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2.6 Densitet

Densitet seier noko om kor infisert kvar enkelt fisk er av eit bestemt patogen. Det kan dermed
nyttast som eit mal pa tettleiken av eit bestemt patogen 1 kvar enkelt fisk. I dette studiet vart det
nytta til & gje eit inntrykk av mengda spesifikt RNA frd ein bestemt patogen 1 proven. Densiteten
1 denne oppgava er uttrykt pa to ulike matar, bade som normalisert uttrykk (NE) og som reverse

Ct-verdiar.

2.6.1 Utrekning av normalisert uttrykk

Resultata fra real-time RT-PCR vart normalisert mot referansegen, EF1A for atlantisk laks og
OmELF for regnbogeaure, for a korrigere eventuelle forskjellar i mengde vev i analyseproven.
Normalisert uttrykk (NE) vart rekna ut ved bruk av formel (2). Der E.r er effektiviteten til
elongeringsfaktoren og Cter er Ct-verdien for elongeringsfaktoren. Emai og Ctmar er
effektiviteten for det aktuelle patogenet som skal normaliserast med tilhgyrande Ct-verdi.

Negative provar vart ikkje teke med.

_ (Eref)Ctref
2) NEGjellevev T (Eqap)Ctmal
a

Dei normaliserte verdiane vart vidare rekna om til NE-fold, for & seie noko om variasjonen
mellom prevane. Dette vart gjort ved 4 sette det normaliserte uttrykket (NE) opp mot den ldgaste

NEumin for gjelle- og nyrevev ved kvar lokalitet, ved bruk av formel (3).

Det var stor variasjon ved bruk av NE-fold, derfor vart alle data log-transformert, for & gje eit

betre bilete av mengda patogen ved kvart uttak.

2.6.2 Reverse Ct-verdiar

For ein betre framstilling av Ct-verdiane vart dei reversert ved bruk av formel (4). Det vil seie
at hoge verdiar (l1age Ct-verdiar) indikerar hag densitet. Denne utrekninga vert berre nytta nar
Ct-verdiane til elongeringsfaktoren var tilnerma stabile. Negative provar vart framstilt som 0

ved reverse Ct-verdiar.

4) Densitet = 40 — Ct verdi
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2.7 Prevalens

Prevalens er andelen av ein populasjon som er infisert med eit spesifikt patogen, dette vert ofte
oppgjeve 1 prosent og rekna ut med formel (5). Dette vil gje ein indikasjon pa utbreiinga av ein

mikroparasitt i den testa populasjonen.

Analyse av 30 fisk vil pavise ein prevalens pa 10 % i den undersekte populasjonen med eit
sikkerheitsniva (konfidensintervall) pa 95 %. Analyse av 60 fisk vil pavise ein prevalens pa 5

% (med 95 % sikkerheitsniva) i ein populasjon > 1 000 000 individ.

Antall positive prgvar

5) Prevalens (%) = x 100

Totalt antall prgvar

2.8 Diversitetsindeks

Diversitetsindeks vart nytta for & beskrive kor mange ulike mikroparasittar det er 1 ein
individuell fisk og 1 ein populasjon. Diversitetsindeksen vart funne ved bruk av formel (6), og
uttrykt fra 1-10. Kvart uttak vart analysert mot ulikt antall assay, og antall patogen analysert for

vil derfor variere mellom uttaka (sja tabell 2.3).

Antall patogen til stades

x 10

6) Diversitetsindeks =
Antall patogen analysert for

2.9 Statistikk

NE-fold verdiar vart nytta til & utfere statistiske analysar for & underseke endringar 1 densitet
av patogen mellom uttaka. Statistiske analysar vart gjort pA MNE-fold av positive individ for
kvart uttak. NE-fold verdiane var ikkje normalfordelt. Derfor vart den ikkje-parametriske testen
Kruskal-Wallis nytta ved samanlikning av fleire prevar, folgt av ein Dunn’s post-hoc multiple
samanlikningstest. Ved statistiske analysar for & undersgke endring i gjennomsnittleg antall
lakselus per fisk for og etter behandling under smitteforseket, var verdiane normalfordelt.
Derfor vart det nytta ein One-way ANOVA test, folgt av ein Tukeys’s multiple

samanlikningstest.

P-verdi < 0,05 vert sett pad som signifikant for alle statistiske analysar. Resultata vert skrivne
som *=P <0,05, ** =P <0,01, *** =P <0,001 og **** =P <0,0001. Programmet GraphPad
Prism 8 for Mac OS X, versjon 8.3 vart brukt for alle statistiske analysar, og for a lage alle

grafar.
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3 Resultat

Registrerte miljefaktorar (temperatur, oksygen og salinitet), patologi, kartlegging av
mikroparasittar, histologiske endringar og mortalitet hos fisken for, under og etter behandling

med varmt vatn mot lakselus er presentert nedanfor.

325 gjelleprovar og 265 nyreprovar vart analysert ved bruk av real-time RT-PCR 1 dette studiet.
Dette for a kartleggje kva patogen som var tilstades pa fisken og kva belastinga av desse var
ved tre tidspunkt 1 samband med eit smitteforsgk og tre avlusingar i kommersiell produksjon. I
tillegg wvart totalt 350 gjellebogar scora for histologiske endringar ved bruk av eit

gjellescoringssystem utvikla i samband med dette studiet.

Etter gjennomgang av resultata fra smitteforseket vil resultata fr4 kvar enkelt avlusing i

kommersiell produksjon (A, B og C) bli presentert.
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3.1 Smitteforsok

3.1.1 Abiotiske faktorar

Alle miljefaktorar vart prevd haldne konstante gjennom heile forseket. Fisken gjekk pa eit
12:12 lysregime. Etter ei akklimatiseringstid pa tre dagar var vasstemperaturen 11,9 + 0,2 °C
(figur 3.1) og saliniteten 34,3 + 0,1 %o (figur 3.2). Gjennomstrauminga 1 alle kara var 850

liter/time. Fisken vart rokta dagleg, for & sikre god fiskevelferd i kara.

Vasstemperatur

Vasstemperatur (°C)
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Figur 3.1. Registrert temperatur gjennom heile forsgket. Pil syner behandlingstidspunktet.
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Figur 3.2. Registrert salinitet gjennom heile forsegket. Pil syner behandlingstidspunktet.
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3.1.2 Biotiske faktorar

Det vart registrert varierande grad av kjeveerosjon hos dei fleste fiskane i alle kara ved det
fyrste uttaket. Dei fleste av desse med lett erosjon pa underkjeven. Atte fisk deydde under
forseket. Dei tre fyrste same dag som fisken vart smitta med lus, men ingen av desse fiskane
vart smitta (to stk fra kar-1 og ein fra kar-3). Tre dagar etter behandlinga vart to svimara avliva,
begge var smitta og behandla (ein fra kar-5 og ein fra kar-6). Dagen etter deydde det ein fisk
frd kar-5 (smitta og behandla), og seks dagar etter behandlinga deydde det ein fisk og ein svimar
vart avliva frd kar-6 (smitta og behandla). Gjennomsnittslengda og vekta for dei ulike kara ved
kvart preveuttak er lista 1 tabell 3.1.

Tabell 3.1. Gjennomsnittslengd og vekt ved preveuttak ein dag for behandling (11.03.2019), ein dag
etter behandling (13.03.2019) og sju dagar etter behandling (19.03.2019), N=10 fisk per kar per uttak.

Kar-1 er kontrollgruppe, kar-2 og kar-4 er smitta men ubehandla, kar-3 er ikkje smitta men behandla og
kar-5 og kar-6 er smitta og behandla.

Fgr behandling 1d etter behandling 7d etter behandling
Vekt (gram) Lengde (cm)  Vekt (gram) Lengde (cm) Vekt (gram) Lengde (cm)
Kar-1 240,5 27,3 237,1 27,4 228,4 26,7
Kar-2 229,4 26,9 235,3 27,2 245,9 27,5
Kar-3 245,6 27,4 219,7 26,6 245,5 27,4
Kar-4 242,8 27,0 239,8 27,2 261,9 27,7
Kar-5 235,5 27,0 217,0 26,5 249,0 27,6
Kar-6 219,1 26,5 255,8 27,8 239,7 27,0

3.1.3 Behandling med varmt vatn

Ved behandling i 34 °C sjovatn heldt laksen seg roleg 1 haven dei fyrste 10 sekunda, medan den
dei siste 20 sekunda sprella svart mykje. Fisken roa seg med ein gong den vart overfort til
normal temperatur etter behandlinga. Under behandling vart det danna store mengda skum i
behandlingskaret (figur 3.3). Fisken 1 tre kar vart behandla (kar-3, kar-5 og kar-6), der dei to
siste kara var smitta med lus. Under behandling av desse kara fall det av totalt 250 lus 1 kar-5,
og 348 lus 1 kar-6. Kjeveerosjonen som vart observert under det fyrste proveuttaket, vart og
registert ved uttak 2 og 3, i noko sterre grad (figur 3.4A). Det vart og observert svarte snutar pa
fisken 1 dei behandla kara ved preveuttak ein dag etter behandling (figur 3.4B). I karet som
ikkje var smitta (kar-3), vart det observert svarte snutar hos 5 av 10 fiskar. Medan det 1 dei to
smitta kara (kar-5 og kar-6) vart registrert 9 av 10 og 10 av 10 fiskar med svarte snutar. Ved
uttaket sju dagar etter behandling vart det ikkje registrert svarte snutar hos nokon av fiskane.

Utanom dette vart det registrert lite patologi pa fisken.
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Dei to svimarane som vart tekne ut fra dei to smitta og behandla kara (kar-5 og kar-6) tre dagar
etter behandlinga, hadde noko meir synleg patologi samanlikna med resten av fisken. Fisken
fra kar-5 hadde katarakt i begge augene, i tillegg til bledning i det eine og utstdande skjel.
Svimaren fra kar-6 hadde eit stort sér bak feittfinna og eit pa hovudet. Dei hadde henholdsvis 4

og 10 mobile lakselus pa seg.

i%'i;gur 3.4. A: Fisk med blodig kjeveerosjon og bladning i auge sju dagar etter behandling med 34 °C
sjovatn. B: Fisk med svart snute ein dag etter behandling med 34 °C sjevatn.
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Antallet mobile lakselus pd smitta laks 1 dei behandla kara, vart signifikant redusert etter
behandling med 34 °C sjovatn (Kar-5: 1 dag etter P< 0,001 og 7 dagar etter P< 0,01. Kar-6: 1
dag etter P< 0,001 og 7 dagar etter P< 0,0001) (figur 3.5). I kar-5 vart gjennomsnittleg antall
lus redusert frd 15,2 for behandling til 6,4 og 7,4 ved dei to preveuttaka etter behandling (Ein
dag og sju dagar etter). I kar-6 vart gjennomsnittleg antall lakselus redusert fra 17,9 for
behandling, til 7,8 og 6,7 ved dei to pafelgjande uttaka. I dei to smitta, men ubehandla, kara var

antallet lakselus stabilt gjennom heile forseket.

Antall lakselus per kar
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Figur 3.5. Gjennomsnittleg antall mobile lakselus per fisk (N=10 fisk per kolonne) i kvart kar ved dei
tre proveuttaka. Kar-5 og kar-6 er behandla med 34 °C sjovatn, kar-2 og kar-4 er ubehandla. Kar-1 og
kar-3 var ikkje smitta med lus, og derfor ikkje med i figuren. ** P< 0,01, *** P< 0,001 og **** P<
0,0001.

3.1.4 Kartlegging av mikroparasittar

For a sikre at fisken nytta 1 forseket var patogenfri, vart gjelleprovane fra det siste uttaket (N=
60) nytta til real-time RT-PCR analyse for & kartleggje eventuell forekomst av patogen. Alle 60
gjellepravane var negative for virusa Salmonid gjellepoxvirus (SGPV), Piscin orthoreovirus

(PRYV) og Infeksios lakseanemivirus (ILAV).
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44 av dei 60 analyserte gjellepravane var positive for Tenacibaculum spp. Ct-verdiane for alle
dei positive prevane var over 30, med unntak av tre fiskar frd kar-6 (smitta og behandla) som
hadde Ct-verdiar ned mot 28,9. Dette indikerer ei ldg mengde méltemplat 1 preven og derfor
lite bakterie. Figur 3.6 syner ulikskap 1 densitet mellom dei ulike kara. Signifikant lagare
densitet av Tenacibaculum spp. 1 kar-3 samanlikna med kar-4 og kar-6 (Kar-4 P< 0,05 og kar-
6 P<0,01).

Tenacibaculum spp. Tenacibaculum spp.
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Figur 3.6. Gjennomsnittleg densitet av Tenacibaculum spp. detektert i gjeller ved siste proveuttak. Data
er presentert som Log MNE-fold av positive prevar og reverse Ct-verdiar (40 — Ct-verdi). I figuren til
hagre er negative pravar uttrykt som 0. Feilfelta syner standardavvik (SD) mellom prevane. Kar-1 er
kontrollgruppe, kar-2 og kar-4 smitta men ubehandla, kar-3 er ikkje smitta men behandla og kar-5 og
kar-6 er smitta og behandla. Prevalensen er henholdsvis 60, 60, 40, 80, 100 og 100 % for dei ulike kara.
N= 10 for alle kara. * P< 0,05 og ** P< 0,01.

Analysar mot ektoparasitten Ichthyobodo salmonis og bakteriane Candidatus Branchiomonas
cysticola og Candidatus Piscichlamydia salmonis gav negative resultat for alle dei 60 analyserte
gjelleprovane, med unntak av seks individ fra kar-4, kar-5 og kar-6 (tabell 3.2). Ct-verdien for
dei seks fiskane var alle over 34.

Tabell 3.2. Pavising av Ichthyobodo salmonis i ein fisk, Candidatus Piscichlamydia salmonis i fire
fiskar og Candidatus Branchiomonas cysticola i ein fisk. Fisken fré kar-4 var smitta med copepodittar

men ikkje behandla, medan fisk fra kar-5 og kar-6 var smitta og behandla med varmt vatn. Vekt, lengde
og Ct-verdi for dei ulike fiskane er oppgitt.

Status Vekt Lengde Patogen Ct-verdi
Kar-4 Smitta ogubehandla 2626 28,0 Ichthyobodo salmonis 35,8
Kar-5  Smitta og behandla 2452 27,5 Cand. P. salmonis 34,8
Kar-5  Smitta og behandla 240,9 27,5 Cand. P. salmonis 34,8
Kar-5  Smitta og behandla 227,5 26,5 Cand. P. salmonis 36,4
Kar-6  Smitta og behandla 180,7 24,5 Cand. P. salmonis 35,9
Kar-6 Smitta og behandla 239.8 27,0 Cand. B. cysticola 35,8
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3.1.5 Histopatologi

I hovudsak var det klubbing, og hypertrofi og hyperplasi av epitelceller med score 1 som vart
registrert ved alle tre uttaka (figur 3.7). Enkelt fisk fekk score 2 pd klubbing og hypertrofi. Kar
4-6 (Kar-4: smitta og ubehandla, kar-5 og -6: smitta og behandla) fekk ein noko hagare score
pa hyperplasi og hypertrofi av epitelceller og inflammasjon, samanlikna med dei tre andre kara,
utanom det var det ingen tydeleg ulikheit mellom dei seks kara. Med unntak av hypertrofi av

epitelceller, var det ingen utvikling av gjellescore etter behandling med varmt vatn.

Gjellescore
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Figur 3.7. Gjennomsnittleg gjellescore av alle seks kara for dei elleve patologiske endringane inkludert
i dette studiet, ved tre proveuttak. I: slimcellehyperplasi, II: klubbing, III: lifting, IV: hypertrofi av
epitelceller, V: hyperplasi av epitelceller, VI: fortjukka distal primarlamelle, VII: fersk aneurisme,
VIII: bladande aneurisme, IX: gammal aneurisme, X: inflammasjon og XI: nekrose. Gjellescore fra 0-
3. Feilfelta syner standardavviket mellom provane. N= 60 for kvart uttak (10 fisk fra kvart kar), med
unntak av 7 dagar etter behandling der N= 58.

Snitt 1 figur 3.8 syner korleis hovudandelen av det undersokte gjellevevet sag ut for alle kara
ved alle tre uttaka, ingen tydelege patologiske endringar. Det vart observert enkelte hypertrofe
celler 1 dei fleste snitta, 1 hovudsak score 1 (figur 3.9). Enkelte omrader med klubbing (figur
3.10), hyperplasi av epitelceller og slimcellehyperplasi (figur 3.11) vart og observert. Det vart
observert lakselus (chalimus) pd sju snitt frd fyrste preveuttak, og péd eit snitt ved andre
proveuttak (Kar-6: smitta og behandla). Distalt pd primarlameller 1 omradet rundt lakselusa,

vart det observert hyperplasi av epitelceller og inflammasjon (figur 3.12).
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50 um

Figur 3.8. Histologi som syner standarden for undersekt gjellevev ved smitteforseket, med tydelege
sekundarlameller utan patologiske endringar. A: fisk nr. 27 fra kar-3 (usmitta), ved uttak for behandling.
B: fisk nr. 61 fra kar-1 (kontrollgruppe) ein dag etter behandling. C: fisk nr. 162 fré kar-5 (smitta og
behandla), ved uttak sju dagar etter behandling. Stav: 50 pm.

@ W

“ T e "
Figur 3.9. Histologi fré fisk nr. 1 frd kar-1 (kontrollgruppe), ved uttaket for behandling. Fine gjeller
med enkelte hypertrofe epitelceller (pil). Stav: 20 pm.
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Figur 3.10. Histologi fra fisk nr. 34 fra kar-4 (smitta), ved uttaket f@r behandling. Klubbing distalt pa
sekunderlameller (pil), i enkelte omrader. Stav: 50 pm.

Figur 3.11. Histologi fra fisk nr. 64 fra ka-l kontrlgruppe), ved uttaket ein dag etter behandling.
Hyperplasi av epitelceller ved basis av sekundarlameller og slimcellehyperplasi (piler). Stav: 50 pm.
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Figur 3.12. Histologi fra fisk nr. 54 fra kar-6 (smitta), ved uttaket for behandling. Lakselus (chalimus),
med hyperplasi av epitelceller og inflammasjon distalt pa primarlameller i omradet rundt. Stav: 200

pm.
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3.2 Avlusing med Thermolicer pa lokalitet-A

Ved fyrste proveuttak, 11 dagar for avlusinga, hadde fisken (Salmo salar) ei gjennomsnittsvekt
pa 1046 + 188 gram og ei gjennomsnittleg lengd pé 45 + 3 cm. Det var i gjennomsnitt 4,1
mobile lus per fisk med variasjonar fra 0-10. P4 dette tidspunktet hadde fisken lite synleg
patologi. Berre enkeltfisk hadde noko bladning pa buken (figur 3.13A) og slitasje pa snuten

(figur 3.13B). Makroskopisk sag ein lite eller ingen endring pa gjellene.

Figur 3.13. Synlig patologi ved provetaking elleve dagar for behandling med Thermolicer pé lokalitet-
A. A: bladning pa buken og B: slitasje pa snuten.

Temperaturen i sjoen ldg mellom 5,8 og 6,9 °C i manaden for behandlinga. Pa
behandlingsdagen var temperaturen 6,7 °C (figur 3.14). Oksygenmetninga 1 sjoen var mellom
85-100 % i manaden for behandling, og pa behandlingsdagen 89 % (figur 3.15). Saliniteten i

sjoen var tilnerma full sjo, over 32 %eo.
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Vasstemperatur
Lokalitet-A

Vasstemperatur (°C)

0-+rrrrrrrerrTrTTTTTTT T T T T T T T T T T T
AQ AQ AQ AQ AQ
20 20 20 20 120
o o o e &
Figur 3.14. Temperaturen i sjgen med daglege registreringar fra ein ménad fer behandling og fram til
behandlingsdagen pé lokalitet-A. Pil syner behandlingsdagen.
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Figur 3.15. Oksygen i sjgen med daglege registreringar fra ein ménad fer behandling og fram til
behandlingsdagen pé lokalitet-A. Pil syner behandlingsdagen.
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Det doydde 500 fisk i den aktuelle merda pa behandlingsdagen. Dette utgjer 0,4 % av
behaldninga i den aktuelle merda. Det vart ikkje observert noko gross patologi av betydning pa
dei 30 undersekte dedfiskane, og det vart heller ikkje registert mobile lus pd denne fisken.
Makroskopisk sag ein ingen lesjonar pa gjellene. I dei tre pafelgjande dagane etter behandlinga
doydde det henholdsvis 43, 19 og 39 fisk. Etter dette var dedelegheita tilneerma lik for
behandling, med eit gjennomsnitt pd 11 dede individ per dag (figur 3.16).
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Figur 3.16. Dagleg dedelegheit i den aktuelle merda ein periode for og etter behandling. Rad pil syner
dedelegheita pa behandlingsdagen. Utsnittet syner dedelegheita i merda i ein periode pa ei veke for og
ei veke etter behandlingsdagen.

Utifrd dei 30 fiskane som vart tekne ut for, under og etter behandling i dette forseket, vart
gjennomsnittleg antall mobile lakselus per fisk redusert fré 4,1 for behandling til 0,0 og 0,3 ved
dei to uttaka etter behandling (figur 3.17A). Det var ein signifikant reduksjon ved begge uttak
etter behandling (P< 0,0001). I folgje BarentsWatch og innrapporterte lusetal fra lokaliteten,
kan ein og sjd ein svak reduksjon i gjennomsnittleg antall mobile lakselus (figur 3.17B).
Antallet vaksne holus er relativt stabilt etter behandling og vert redusert ei veke etter. Dette
skuldast at halve lokaliteten vart behandla i1 veke 14, og resten veka etter, medan lusetalet gjeld

for heile lokaliteten.
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Figur 3.17. Gjennomsnittleg antall lakselus per fisk i samband med behandling med Thermolicer pé
lokalitet-A. A: Gjennomsnittleg antall mobile lakselus per fisk, talt for, under og etter behandling i
aktuell merd. N= 30 for kvart uttak. Feilfelta syner standardavviket (SD) mellom prevane. **** P<
0,0001. B: Gjennomsnittleg lusetal pa heile lokaliteten, kvar veke i ein periode for og etter behandling
med Thermolicer (tal henta fra BarentsWatch). Oransje linje syner antall mobile lus og raud linje antall
vaksne holus. Svart pil syner veka avlusinga i dette studiet vart gjennomfort.

Ved proveuttaket tre dagar etter behandling vart det observert bledningar pa buken hos 6 av dei
30 undersgkte fiskane. Ein fisk hadde eit sir pd sida. Utanom det vart det ikkje observert annan

synleg patologi. Gjellene hadde ingen makroskopiske endringar.

3.2.1 Kartlegging av mikroparasittar

Alle dei 90 analyserte pravane (tekne ut for, under og etter behandling) var negative for virusa
Salmonid alfavirus (SAV), Salmonid gjellepoxvirus (SGPV), Atlantisk laksecalicivirus
(ASCV), Infeksios pankreasnekrosevirus (IPNV) og Salmonid herpesvirus 4 (SalH-4). Det var
heller ingen positive provar for bakterien Tenacibaculum maritimum eller ameben Paramoeba

perurans, med unntak av ein dedfisk (Ct-verdi 26,0).

Folgjande patogen var positive ved analyse av gjelle- og nyrevev: ILAV, Piscin orthoreovirus
1 (PRV-1), Piscin myokardittvirus (PMCV), Cand. B. cysticola, Tenacibaculum spp., Yersinia
ruckeri, Paranucleospora theridion, I. salmonis og Parvicapsula pseudobranchicola.

Alle dei 90 analyserte prevane var positive for PRV, med signifikant 1dgast densitet etter

behandling (figur 3.18). Ved analyse av gjellevev var densiteten signifikant hegast for
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behandling (Ded under P< 0,01 og etter P< 0,0001), medan det i nyrevevet ikkje var signifikant
ulikheit mellom fer behandling og dedfisken (figur 3.19).

Alle dei analyserte gjellepravane var og positive for bakterien Cand. B. cysticola, med
signifikant lagast densitet for behandling (Ded under P< 0,001 og etter P< 0,0001) (figur 3.20).
Nyreprovane var positive for all fisken som deydde under behandling, og for tre individ etter
behandling (figur 3.21).

Gjelleprovane hadde ein prevalens pa 100 % for P. theridion, med unntak av ein preve for
behandling og ein prove etter behandling (figur 3.22). Det var ingen signifikant forskjell
mellom dei tre uttaka. Prevalensen var ldgare for behandling ved analyse av nyreprevane (figur
3.23).

Dei 30 gjelleprovane som vart tekne ut frd dedfisken var alle positive for ektoparasitten /.
salmonis. Det var ingen positive for denne parasitten ved uttaket for behandling, og fire positive
individ frd uttaket etter behandling (figur 3.24).

Dei andre patogena fisken var positiv for hadde lag prevalens og/eller 14g densitet, og er lista i

tabell 3.3.

Diversitetsindeksen var 2,6 bade ved uttaket for og etter behandling. For dedfisken var den 3,0.
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Piscin orthoreovirus Piscin orthoreovirus
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Figur 3.18. Densitet av PRV for kvart enkelt individ ved analyse av gjellevev ved tre proveuttak. Data
er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Den svarte linja syner medianen
for kvar gruppe. Prevalensen er 100 % ved alle uttaka. N= 30 for kvart uttak. ** P< 0,01 og **** P<
0,0001
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Figur 3.19. Densitet av PRV for kvart enkelt individ ved analyse av nyrevev ved tre preveuttak. Data
er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Den svarte linja syner medianen
for kvar gruppe. Prevalensen er 100 % ved alle uttaka. N= 30 for kvart uttak. ** P< 0,01 og **** P<
0,0001.
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Cand. Branchiomonas cysticola Cand. Branchiomonas cysticola
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Figur 3.20. Densitet av Cand. B. cysticola for kvart enkelt individ ved analyse av gjellevev ved tre
preveuttak. Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Den svarte linja
syner medianen for kvar gruppe. Prevalensen er 100 % ved alle uttaka. N= 30 for kvart uttak. *** P<
0,001 og **** P< 0,0001.
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Figur 3.21. Densitet av Cand. B. cysticola for kvart enkelt individ ved analyse av nyrevev ved tre
preveuttak. Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Ved framstilling
av reverse Ct-verdiar er negative provar sett til 0. Den svarte linja syner medianen for kvar gruppe.
Prevalensen er 0, 100 og 10 % ved dei tre uttaka. N= 30 for kvart uttak.
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Paranucleospora theridion Paranucleospora theridion

9+ 40

8-

71 =

3 30
5 67 g
(o] P s
55 0 S
z © Q20 o
24 08 o x O o)
® o
~ 3 = do
g=izs==n R - 3 RO e
24 O o° 10 OdD
H s
- gt
1 O o
o
c : L] L] c N E T L
For Dgd under Etter For Dad under Etter
behandling behandling behandling behandling behandling behandling

Figur 3.22. Densitet av P. theridion for kvart enkelt individ ved analyse av gjellevev ved tre proveuttak.
Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Ved framstilling av reverse
Ct-verdiar er negative provar sett til 0. Den svarte linja syner medianen for kvar gruppe. Prevalensen er
97, 100 og 97 % ved dei tre uttaka. N= 30 for kvart uttak.
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Figur 3.23. Densitet av P. theridion for kvart enkelt individ ved analyse av nyrevev ved tre proveuttak.
Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Ved framstilling av reverse
Ct-verdiar er negative provar sett til 0. Den svarte linja syner medianen for kvar gruppe. Prevalensen er
87, 100 0og 97 % ved dei tre uttaka. N= 30 for kvart uttak. * P<0,05.
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Figur 3.24. Densitet av /. salmonis for kvart enkelt individ ved analyse av gjellevev ved tre preveuttak.
Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Ved framstilling av reverse
Ct-verdiar er negative provar sett til 0. Den svarte linja syner medianen for kvar gruppe. Prevalensen er
0, 100 og 13 % ved dei tre uttaka. N= 30 for kvart uttak.

Tabell 3.3. Pavising av ILAV, PMCV, P. pseudobranchicola, Tenacibaculum spp. og Y. ruckeri med
lag densitet og/eller 1ag prevalens. Tre proveuttak. Syner gjennomsnittleg Ct-verdi ved alle tre uttaka
for kvart patogen, i tillegg til rangen for dei positive Ct-verdiane og prevalensen. Nokre analyserte
gjellepravar (Gj) og nokre analyserte nyreprevar (Ny). N= 30 for alle patogena ved alle tre uttaka.

Feor behandling Deod under behandling Etter behandling
Ct-verdi % Ct-verdi % Ct-verdi %
Gj.snitt Range Prevalens | Gj.snitt Range Prevalens | Gj.snitt  Range Prevalens

ILAV (Gj) 31,9 27,0 - 36,2 40 31,9 31,9 3 344 31,3-37,1 40
PMCV (Ny) Neg Neg Neg 36,7 35,9-37,2 10 37,0 37,0 3
P. pseudobranchicola (Gj) 34,0 30,5 - 36,5 10 31,6 31,2-32,1 7 37,0 37,0 3
Tenacibaculum spp. (Gj) 34,7 30,1 - 38,9 17 33,0 27,9 -353 73 342  31,4-369 43
Tenacibaculum spp. (Ny) Neg Neg Neg 34,8 33,4-36,3 27 Neg Neg Neg
Y. ruckeri (Ny) 38,8 37,0 - 39,9 30 38,0 36,5-39,4 10 384  352-397 17
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3.2.2 Histopatologi

Gjellescoren synte relativt lik gjennomsnittleg score ved begge uttaka for alle registrerte
endringar (figur 3.25). I hovudsak vart score 0 og 1 nytta, som vert rekna som milde endringar.
For enkelt fisk vart score 2 gjeven. Det var ingen tydeleg utvikling av gjellescore etter

behandling med Thermolicer.

Gjellescore lokalitet-A
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Figur 3.25. Gjennomsnittleg gjellescore for dei elleve patologiske endringane inkludert i dette studiet,
ved uttak for og etter behandling med Thermolicer pa lokalitet-A. I: slimcellehyperplasi, I1: klubbing,
III: lifting, IV: hypertrofi av epitelceller, V: hyperplasi av epitelceller, VI: fortjukka distal
primerlamelle, VII: fersk aneurisme, VIII: bledande aneurisme, IX: gammal aneurisme, X:
inflammasjon og XI: nekrose. Gjellescore fra 0-3. Feilfelta syner standardavviket mellom prevane. N=
30 for begge uttaka.

Mesteparten av det underseket gjellevevet, bade for og etter behandling, var utan patologiske
endringar (figur 3.26). I enkelt celler og enkelt omréder vart det derimot observert milde
endringar i1 form av auke 1 antall slimceller pa sekundeerlamellene, klubbing (figur 3.27) og
hypertrofi og hyperplasi av epitelceller (figur 3.28). I tillegg vart det observert enkelt fisk med
ferske aneurismar bade for og etter behandling (figur 3.29). Etter behandling vart det og
observert enkelt fisk med eldre aneurismar og inflammasjon. Epiteliocystar utan patologi i

omradet rundt, vart observert i tre fisk etter behandling (figur 3.30).
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Figur 3.26. Histologi som syner standarden for undersekt gjellevev fra lokalitet-A. A: fisk nr. 8 for
behandling med Thermolicer og B: fisk nr. 86 etter behandling med Thermolicer. Blodcellene mellom
sekundazrlamellene er eit resultat av provetaking. Stav: 50 pm.
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Figur 3.27. Histologi som syner klubbing (svart pil) og auke i slimceller (gron pil) apikalt pa
sekundarlameller i enkelt omréader hos fisk nr. 82 etter behandling. Stav: 50 um.

Figur 3.28. Histologi av gjellevev fra fisk nr. 78 etter behandling som syner hypertrofi av enkelte
epitelceller (raud pil), hyperplasi av epitelceller i enkelte sekundaerlameller (gren pil) og
slimcellehyperplasi (svart pil). Stav: 50 um.
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Figur 3.29. Histologi av gjellevev fra fisk nr. 85 etter behandling som syner ferske aneurismar (svart
pil) i enkelte sekunderlameller. Stav: 50 um.
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Figur 3.30. Histologi av gjelle\'/ev fra sk nr. 86 etter ehanling som sner epiteliocysta (raud pil) 1
to sekundaerlamellar apikalt pa primerlamella. Enkelte hypertrofe epitelceller rundt (svart pil). Stav: 20
pm.
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3.3 Avlusing med Thermolicer pa lokalitet-B

Fisken (Salmo salar) hadde ei gjennomsnittsvekt pa 2894 + 502 gram og ei gjennomsnittleg
lengd pa 61 + 4 cm ved fyrste proveuttak, to dagar fer behandling. Det var i gjennomsnitt 4,6
mobile lus per fisk med ein variasjon fra 1-11. Eit par fiskar hadde bleike gjeller og all undersekt
fisk hadde bledning i1 huda (figur 3.31A) og bak gattfinna assosiert med lakselus (figur 3.31B).
I havoverflata var temperaturen 14,5 °C og pa 5 meter djupn var den 15,0 °C. I ménaden for
behandlinga 20.09.2019 lag sjetemperaturen mellom 14,2 og 17,5 °C, med ein topp i slutten av
august for den gradvis vart ldgare i september (figur 3.32). P& behandlingsdagen var

sjotemperaturen 14,1 °C. Saliniteten 1 sjeen var tilnerma fullt sjevatn.

Figur 3.31. Atlantisk laks fra lokalitet-B med bledning i huda to dagar for behandling med Thermolicer.
A: bladning pa buken og bak brystfinna. B: blgdning i huda bak gattfinna i narleik av lakselus.
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Figur 3.32. Sjetemperatur pa lokalitet-B i ein periode for behandling og fram til ei veke etter
behandling. Kvart punkt representerer ei registrering, omtrent daglege registreringar. Pil syner
behandlingsdagen.
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Det doydde 1366 fisk 1 den aktuelle merda pa behandlingsdagen (figur 3.33), som utgjer 0,9 %
av behaldninga 1 denne merda. Den undersegkte fisken som deydde under behandling hadde
bledning pa buken, 1 tillegg hadde 26 av 30 koagulert blod i pericardialhola. I dei to pafelgjande
dagane sank dagleg dedelegheit til 125 og 214, for den auka igjen tre og fire dagar etter
behandlinga. I perioden fem til 23 dagar etter behandlinga var dedelegheita relativt stabil, med
eit gjennomsnitt pa 32 dede per dag.
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Figur 3.33. Dagleg dedelegheit i den aktuelle merda pé lokalitet-B, fra behandlingsdagen og tre veker
fram i tid. Red pil syner dedelegheita pa behandlingsdagen.

Ved dei to pafelgjande provetakingsdagane vart gjennomsnittleg antall mobile lakselus per fisk
redusert frd 4,6 for behandling til 0,1 og 2,4 etter behandling (figur 3.34A). Signifikant
reduksjon bade hos dedfisken (P< 0,0001) og eit veke etter behandling med Thermolicer (P<
0,05). Innrapporterte lusetal frd lokaliteten til BarentsWatch syner ein reduksjon i
gjennomsnittleg antall vaksne holus (figur 3.34B). Det var berre delar av lokaliteten som
behandla 1 veke 38, medan dei innrapporterte tala gjeld for heile lokaliteten. Resten av
lokaliteten vart behandla i dei pafelgjande vekene (40 og 41). Gjennomsnittleg antall mobile
lus aukar etter behandling med Thermolicer 1 veke 38, men vert kraftig redusert etter siste

behandling av lokaliteten i1 veke 41.
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Figur 3.34. Gjennomsnittleg antall lakselus per fisk i samband med behandling med Thermolicer pa
lokalitet-B. A: Gjennomsnittleg antall mobile lakselus, talt pa fisk for, under og etter behandling i aktuell
merd. N= 30 for kvart uttak. Feilfelta syner standardavviket (SD) mellom prevane. * P< 0,05 og ****
P< 0,0001. B: Gjennomsnittleg antall lakselus pa heile lokalitet-B, kvar veke i ein periode for og etter
behandling (tal henta frad BarentsWatch). Oransje linje syner antall mobile lus og raud linje antall vaksne
holus. Svart pil syner veka avlusinga i dette studiet vart gjennomfort.

Ved proveuttaket sju dagar etter behandling vart det observert bladning pé buken hos dei fleste
av dei 30 fiskane. I tillegg sdg ein enkelt fisk med sar, bleike gjeller og bledning i auge.

3.3.1 Kartlegging av mikroparasittar

Dei 90 analyserte preovane var negative for SAV, SalH-4, ASCV, IPNV, Paramoeba
pemaquidensis og bakterien Cand. C. salmonicola. Gjelleprovane fra uttaket for og etter
behandling vart analysert mot bakterien Yersinia ruckeri, ingen av dei 60 analyserte prevane

var positive.

Pravane var positive for felgjande mikroparasittar: ILAV, SGPV, PRV-1, PMCV, P. theridion,
P. perurans, 1. salmonis, P. pseudobranchicola, Cand. B. cysticola, Tenacibaculum spp., T.
maritimum, Cand. S. salmonis og Cand. P. salmonis.

Alle dei 90 analyserte gjelle- og nyreprevane var positive for PRV, med signifikant lagast
densitet hos dedfisken ved analyse av gjeller (For P< 0,001 og Etter P< 0,05) (figur 3.35). 1
nyrene var densiteten signifikant hegast hos dedfisken (P< 0,0001) (figur 3.36).
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Gjellene og nyrene hadde ein relativ hag prevalens for PMCV ved alle tre uttaka. Stor spreiing
1 Ct-verdiar mellom dei positive individa, og ingen signifikante forskjellar mellom uttaka for
verken gjellepravane (figur 3.37) eller nyreprovane (figur 3.38).

Alle analyserte gjellepraovar var positive for Cand. B. cysticola, med hegare densitet hos fisken
som deydde under behandlinga samanlikna med etter behandling (P< 0,01) (figur 3.39). Ved
analyse av nyrepregvane var densitet hagast hos dedfisken (P< 0,0001) (figur 3.40).

Alle gjelleprovane hadde ein prevalens pa 100 % for Cand. P. salmonis, med signifikant hegast
densitet ved uttaket etter behandling (Fer P< 0,01 og Ded under P< 0,0001) (figur 3.41).
Fisken hadde og ein prevalens pd 100 % for bakterien Cand. S. salmonis for behandling og hos
dedfisken. Etter behandling var prevalensen 93 % (figur 3.42). Ingen signifikant forskjell
mellom uttaka.

Alle analyserte gjelle- og nyreprevar var positive for P. theridion, med signifikant hegast
densitet hos fisken som deydde under behandling (Fer P< 0,01 og etter P< 0,0001) (figur 3.43).
100 % prevalens for I. salmonis, med signifikant hegast densitet ved uttaket for behandling
(Ded under P< 0,001 og etter P< 0,01) (figur 3.44).

Ved uttak for og etter behandling var prevalensen 100 % for P. perurans. For dedfisken var
prevalensen 87 %, og densitet var signifikant ldgast ved dette uttaket (For P< 0,0001 og etter
P<0,01) (figur 3.45).

Dei resterande patogena denne fisken var positiv for hadde lag prevalens og/eller lag densitet,

og er lista i tabell 3.4.

Diversitetsindeksen var 4,8 bade ved uttaket for og etter behandling. For dedfisken var den

5,2.
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Piscin orthoreovirus
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Figur 3.35. Densitet av PRV-1 for kvart enkelt individ ved analyse av gjellevev ved tre preveuttak.
Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Den svarte linja syner
medianen for kvar gruppe. Prevalensen er 100 % ved alle uttaka. N= 30 for kvart uttak. * P< 0,05 og

**% P<0,001.
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Figur 3.36. Densitet av PRV-1 for kvart enkelt individ ved analyse av nyrevev ved tre preveuttak.
Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Den svarte linja syner
medianen for kvar gruppe. Prevalensen er 100 % ved alle uttaka. N= 30 for kvart uttak. **** P<

0,0001.
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Piscin myokardittvirus Piscin myokardittvirus
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Figur 3.37. Densitet av PMCYV for kvart enkelt individ ved analyse av gjellevev ved tre proveuttak.
Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Ved framstilling av reverse
Ct-verdiar er negative pravar sett til 0. Den svarte linja syner medianen for kvar gruppe. Prevalensen
er 70, 77 og 90 % ved dei tre uttaka. N= 30 for kvart uttak.
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Figur 3.38. Densitet av PMCYV for kvart enkelt individ ved analyse av nyrevev ved tre preveuttak.
Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Ved framstilling av reverse
Ct-verdiar er negative pravar sett til 0. Den svarte linja syner medianen for kvar gruppe. Prevalensen
er 63, 90 og 93 % ved dei tre uttaka. N= 30 for kvart uttak.
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Cand. Branchiomonas cysticola Cand. Branchiomonas cysticola
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Figur 3.39. Densitet av Cand. B. cysticola for kvart enkelt individ ved analyse av gjellevev ved tre
preveuttak. Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Den svarte linja
syner medianen for kvar gruppe. Prevalensen er 100 % ved alle uttaka. N= 30 for kvart uttak. ** P<
0,01.
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Figur 3.40. Densitet av Cand. B. cysticola for kvart enkelt individ ved analyse av nyrevev ved tre
preveuttak. Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Ved framstilling
av reverse Ct-verdiar er negative prevar sett til 0. Den svarte linja syner medianen for kvar gruppe.
Prevalensen er 80, 100 og 40 % ved dei tre uttaka. N= 30 for kvart uttak. **** P< (,0001.
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Cand. Piscichlamydia salmonis Cand. Piscichlamydia salmonis
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Figur 3.41. Densitet av Cand. P. salmonis for kvart enkelt individ ved analyse av gjellevev ved tre
preveuttak. Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Den svarte linja
syner medianen for kvar gruppe. Prevalensen er 100 % ved alle uttaka. N= 30 for kvart uttak. ** P<
0,01 og **** P<0,0001.
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Figur 3.42. Densitet av Cand. S. salmonis for kvart enkelt individ ved analyse av gjellevev ved tre
preveuttak. Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Ved framstilling
av reverse Ct-verdiar er negative prevar sett til 0. Den svarte linja syner medianen for kvar gruppe.
Prevalensen er 100, 100 og 93 % ved dei tre uttaka. N= 30 for kvart uttak.
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Paranucleospora theridion Paranucleospora theridion
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Figur 3.43. Densitet av P. theridion for kvart enkelt individ ved analyse av gjellevev ved tre
preveuttak. Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Den svarte linja
syner medianen for kvar gruppe. Prevalensen er 100 % ved alle uttaka. N= 30 for kvart uttak. ** P<
0,01 og **** P<0,0001.

Ichthyobodo salmonis Ichthyobodo salmonis
9- *k 40
kokok
8- O o)
o
74 =
EEFD Cg) _§ 30
3 64 P M g g
o geziiinoa 3
> 88 ' o
4 §_20
2 41 Xx LB e
- ]
34 =
R 10
2=
1
o T T T 0 T T T
For Dad under Etter For Dad under Etter
behandling behandling behandling behandling behandling behandling

Figur 3.44. Densitet av 1. salmonis for kvart enkelt individ ved analyse av gjellevev ved tre
preveuttak. Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Den svarte linja
syner medianen for kvar gruppe. Prevalensen er 100 % ved alle uttaka. N= 30 for kvart uttak. ** P<
0,01 og *** P<0,001.

71



Paramoeba perurans
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Figur 3.45. Densitet av P. perurans for kvart enkelt individ ved analyse av gjellevev ved tre
preveuttak. Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Ved framstilling
av reverse Ct-verdiar er negative prevar sett til 0. Den svarte linja syner medianen for kvar gruppe.
Prevalensen er 100, 87 og 100 % ved dei tre uttaka. N= 30 for kvart uttak. ** P< 0,01 og **** P<

0,0001.

Tabell 3.4. Pavising av ILAV, SGPV, P. pseudobranchicola, Tenacibaculum spp. og T. maritimum med
lag densitet og/eller 1ag prevalens. Tre proveuttak. Syner gjennomsnittleg Ct-verdi ved alle tre uttaka
for kvart patogen, i tillegg til rangen for dei positive Ct-verdiane og prevalensen. Nokre analyserte
gjelleprevar (Gj) og nokre analyserte nyreprovar (Ny). N= 30 for kvart patogen ved kvart uttak.

Fer behandling Deod under behandling Etter behandling
Ct-verdi Y% Ct-verdi Y% Ct-verdi Y%
Gj.snitt Range Prevalens | Gj.snitt Range  Prevalens | Gj.snitt Range Prevalens

ILAV (Gj) 33,9 31,3-35,6 10 353  343-364 7 36,0 35,3-36,7 17
ILAV (Ny) Neg Neg Neg 35,5 35,5 3 Neg Neg Neg
SGPV (Gj) 34,8 28,0-38,0 27 30,9  25,7-35,7 23 35,8 35,8 3
P. pseudobranchicola (Gj) 33,3 30,1-37,0 60 33,6 29,0-375 70 33,7 27,8-37,5 20
Tenacibaculum spp. (Gj) 31,8 28,9-34,0 57 31,0 28,9-343 77 333 30,3 -35,6 80
Tenacibaculum spp. (Ny) 34,3 28,0-36,3 33 - - - 35,8 343-374 23
T. maritimum (Gj) 354  31,3-36,5 47 34,7  30,8-36,4 90 36,4 33,6-39,3 27
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3.3.2 Histopatologi

I hovudsak vart det registrert endringar tilsvarande score 1 og score 2, som vert rekna som milde
og moderate endringar (figur 3.46). Dei same endringane vart registrert bade ved uttaket for og
etter behandling med Thermolicer. Med unntak av klubbing var det ingen utvikling av

gjellescore etter behandling.

Gjellescore lokalitet-B

3-
Il For behandling
[ Etter behandling
v 2
o
0
®
9
S,
)
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0- I I

I o m IV V VI VI vim IX X X

Figur 3.46. Gjennomsnittleg gjellescore for dei elleve patologiske endringane inkludert i dette studiet,
ved uttak for og etter behandling med Thermolicer pa lokalitet-B. I: slimcellehyperplasi, II: klubbing,
III: lifting, IV: hypertrofi av epitelceller, V: hyperplasi av epitelceller, VI: fortjukka distal
primerlamelle, VII: fersk aneurisme, VIII: bledande aneurisme, IX: gammal aneurisme, X:
inflammasjon og XI: nekrose. Gjellescore fra 0-3. Feilfelta syner standardavviket mellom provane. N=
30 for begge uttaka.

Alt undersokt gjellevev, bade for og etter behandling, hadde omrader med patologiske
endringar (figur 3.47). Hovudfunna var slimcellehyperplasi og samanvoksing av
sekunderlameller som folgje av hypertrofi og hyperplasi av epitelceller og inflammasjon (figur
3.48), 1 tillegg til eldre aneurismar. Det vart og observert klubbing (figur 3.49) og ferske

aneurismar hos ein del fisk ved begge uttaka.
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Figur 3.47. Histologi som syner standarden for undersekt gjellevev fra begge uttaka. A: for
behandling, fisk nr. 8 og B: etter behandling, fisk nr. 62. Omrader med lokal hyperplasi og hypertrofi
av epitelceller samt inflammasjon som har fort til samanvoksingar av sekundarlameller (svart pil). I
tillegg til eldre aneurismar (oransje pil) og ein fersk aneurisme (raud pil) (A). Klubbing i dei mindre
paverka omrada. Stav: 500 um.

07
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Fimgur 3.48. Histologi émsyner lokal samanvoksing av sekundaerlameller som folgje av ammasj on
og hypertrofi og hyperplasi av epitelceller (pil). Fisk nr. 70 etter behandling. Stav: 100 pm.
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Figur 3.49. Histologi som syner mindre paverka omrader. Enkelte sekunderlameller med klubbing
(pil). Fisk nr. 64, etter behandling. Stav: 100 um.
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3.4 Avlusing med Optilicer pa lokalitet-C

Regnbogeauren hadde ei gjennomsnittsvekt pa 2185 £ 769 gram og ei gjennomsnittslengd pa
54 + 8 cm ved fyrste proveuttak, fire dagar for behandling. Det vart tald eit gjennomsnitt pa 1,1
mobile lus per fisk med ein variasjon fra 0-5 for behandlinga. I hovudsak var fisken fin og rund
for behandlinga, med raude gjeller utan makroskopiske lesjonar (figur 3.50). Ein del av fisken
hadde raude buk- og gattfinner (figur 3.51). I tillegg var 23 % av den undersogkte fisken
kjonnsmodne hannar. To fisk hadde sir og ein hadde bledning pa innsida av gjelleloket.
Temperaturen i sjoen lag i hovudsak mellom 9,0 og 11,6 °C i veke for og etter behandling (figur

3.52), og oksygenmetninga mellom 67 og 111 % 1 same periode (figur 3.53). Saliniteten var

tilneerma fullt sjevatn (27-31 %o).

Figur 3.50. Det vart i hovudsak registrert fin, rund regnbogeaure i forkant av behandling med Optilicer.
Med noko teikn til raude bukfinner.

Figur 3.51. Regnbogeaure for behandling med Optilicer. Raude bukfinner og gattfinne.
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Vasstemperatur
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Figur 3.52. Temperaturen i sjgen med daglege registreringar fra ei veke for behandling og fram til ei
veke etter behandling pé lokalitet-C. Registreringar 3, 5 og 15 meter under vassoverflata. Pil syner
behandlingsdagen.
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Figur 3.53. Oksygen i sjgen med daglege registreringar fra ei veke for behandling og fram til ei veke
etter behandling pa lokalitet-C. Registreringar 3, 5 og 15 meter under vassoverflata. Pil syner
behandlingsdagen.
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Det vart opplyst om heg dedelegheit i samband med behandlinga som felgje av ein feil under
trenginga og pumpinga i forkant av sjelve behandlinga. Eksakt dedstal er ukjent dé lokaliteten
ikkje ville oppgje dette. Sidan det i hovudsak vart motteke fryste hovud fra fisken som deydde
under behandlinga, vart registreringa av ytre endringar avgrensa. Det vart likevel registrert
koagulert blod 1 pericardialhola hos ein del fisk. I tillegg vart det registrert koagulert blod i
pericardialhola hos fem av dei 13 svimarane etter behandling. Ein fisk hadde frynsete gjeller,
ein nekrose pa gjellene og ein hadde aneurismar pa gjellene. Det vart registrert ein kjgnnsmoden
hannfisk blant dei 13 svimarane etter behandling. Store delar av denne fisken var raud i
hovudregionen (figur 3.54A), pa bukfinnene og rundt anus (figur 3.54B). Ein av dei
tilsynelatande friske fiskane etter behandling, hadde skade pa gjelleloket.

-

Figur 3.54. Regnbogeaure (svimar) etter behndling med Optilicer pa lokalitet-C. A: raud i
hovudregionen og B: raude bukfinner og gattfinne.

Det vart ikkje tald lus pé fisken som deydde under behandlinga, sidan det berre var hovud som
vart sendt til FDRG. Det vart derimot tald pa fisken etter behandling. Svimarane hadde i
gjennomsnitt 0,5 mobile lus per fisk, medan dei tilsynelatande friske fiskane etter behandling
hadde 0,2 mobile lus per fisk (figur 3.55A). Signifikant reduksjon av antall mobile lakselus hos
dei tilsynelatande friske fiskane etter behandling, samanlikna med for behandling (P< 0,05).
Innrapporterte lusetal fra lokaliteten til BarentsWatch syner ein svak auke i béde
gjiennomsnittleg antall mobile lakselus og vaksne holus per fisk 1 veka etter behandling (figur
3.55B). Dette skuldast at lusetala gjeld heile lokaliteten, medan berre delar av lokaliteten vart

behandla denne veka.
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Figur 3.55. Gjennomsnittleg antall lakselus per fisk pa lokalitet-C i samband med avlusing med
Optilicer. A: Gjennomsnittleg antall mobile lus, talt pad fisk for behandling, og pa svimara og
tilsynelatande friske etter behandling. N= 30 for behandling, N= 13 for svimara etter behandling og N=
12 for tilsynelatande friske etter behandling. Feilfelta syner standardavviket (SD) mellom prevane. *
P< 0,05. B: Gjennomsnittleg antall lus pa heile lokalitet-C, kvar veke i ein periode for og etter
behandling (tal henta fra BarentsWatch). Den oransje linja syner antall mobile Ius og raud linje antall
vaksne holus. Svart pil syner veka avlusinga i dette studiet vart gjennomfort.

3.4.1 Kartlegging av mikroparasittar

Effektivitetstest av to assay

Eftektivitetstest vart utfort for assaya OmELF og PER. OmELF (elongeringsfaktoren til
regnbogeaure) hadde ein effektivitet pa 2,01. PER (assay for X-celle liknande parasitt) hadde
ein effektivitet pa 2,06. Standardkurve for dei to assaya (appendiks, figur 7.3-7.4).

Alle dei 85 analyserte provane var negative for virusa ILAV, PRV-3, PMCV, Piscin
novirhabdovirus (VHSV) og SGPV. I tillegg til bakteriane Cand. P. salmonis og Candidatus
Clavichlamydia salmonicola, og parasittane P. pemaquidensis og Tetracapsuloides

bryosalmonae (PKX).

Ved analyse av gjelle- og nyrevev var fisk frd denne lokaliteten positive for falgande patogen:
SAV, PRV-1,IPNV, Cand. B. cysticola, Cand. S. salmonis, Tenacibaculum spp., T. maritimum,
P. theridion, P. perurans, 1. salmonis og X-celle liknande parasitt. Analyse av nyrevev for SAV
gav hegast prevalens hos dedfisken (97 %), og signifikant hogast densitet ved dette uttaket,
samanlikna med for behandling (Fer P< 0,001) (figur 3.56). For dei tre andre gruppene var

prevalensen under 40 %.
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Prevalensen var 100 % for Cand. B. cysticola (figur 3.57), Cand. S. salmonis (figur 3.58), P.
theridion (figur 3.59), P. perurans (figur 3.60) og 1. salmonis (3.61) ved analyse av gjellevev.
For Cand. B. cysticola var densiteten signifikant hagare hos dedfisken samanlikna med for
behandlinga og dei tilsynelatande friske fiskane etter behandling (Fer P< 0,001 og etter P<
0,05).

Analyse av X-celle-liknande parasitt i nyrevev gav ein prevalens pa 90 % for dedfisken, 8 %
for svimara etter behandling og 0 % for dei to andre uttaka (figur 3.62).

Dei andre patogena denne fisken var positiv for hadde 14g densitet og/eller lag prevalens og er

lista i tabell 3.5.

Diversitetsindeksen var 3,4 for behandling og 3,8 hos dedfisken. Etter behandling var den 3,3

hos svimarane og 3,2 hos dei tilsynelatande friske fiskane.
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Figur 3.56. Densitet av SAV for kvart enkelt individ ved analyse av nyrevev ved fire praveuttak. Data
er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Ved framstilling av reverse Ct-
verdiar er negative pravar sett til 0. Den svarte linja syner medianen for kvar gruppe. Prevalensen er
37,97, 38 og 17 % ved dei fire uttaka. N= 30 for dei to fyrste uttaka, N=13 og N= 12 for dei to siste.
*** P<0,001.
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Cand. Branchiomonas cysticola Cand. Branchiomonas cysticola
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Figur 3.57. Densitet av Cand. B.cysticola for kvart enkelt individ ved analyse av gjellevev ved fire
preveuttak. Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Den svarte linja
syner medianen for kvar gruppe. Prevalensen er 100 % ved dei fire uttaka. N= 30 for dei to fyrste
uttaka, N=13 og N= 12 for dei to siste. * P< 0,05 og *** P< 0,001.
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Figur 3.58. Densitet av Cand. S. salmonis for kvart enkelt individ ved analyse av gjellevev ved fire
preveuttak. Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Den svarte linja
syner medianen for kvar gruppe. Prevalensen er 100 % ved dei fire uttaka. N= 30 for dei to fyrste
uttaka, N=13 og N= 12 for dei to siste. ** P<0,01.
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Paranucleospora theridion Paranucleospora theridion
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Figur 3.59. Densitet av P. theridion for kvart enkelt individ ved analyse av gjellevev ved fire
preveuttak. Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Den svarte linja
syner medianen for kvar gruppe. Prevalensen er 100 % ved dei fire uttaka. N= 30 for dei to fyrste
uttaka, N=13 og N= 12 for dei to siste.
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Figur 3.60. Densitet av P.perurans for kvart enkelt individ ved analyse av gjellevev ved fire
preveuttak. Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Den svarte linja
syner medianen for kvar gruppe. Prevalensen er 100 % ved dei fire uttaka. N= 30 for dei to fyrste
uttaka, N=13 og N= 12 for dei to siste. * P< 0,05 og ** P<0,01.
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Ichthyobodo salmonis Ichthyobodo salmonis
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Figur 3.61. Densitet av 1. salmonis for kvart enkelt individ ved analyse av gjellevev ved fire
preveuttak. Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Den svarte linja
syner medianen for kvar gruppe. Prevalensen er 100 % ved dei fire uttaka. N= 30 for dei to fyrste
uttaka, N=13 og N= 12 for dei to siste. * P<0,05.
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Figur 3.62. Densitet av X-celle liknande parasitt for kvart enkelt individ ved analyse av nyrevev ved
fire proveuttak. Data er presentert som Log NE-fold og reverse Ct-verdiar (40- Ct-verdi). Ved
framstilling av reverse Ct-verdiar er negative provar sett til 0. Den svarte linja syner medianen for kvar
gruppe. Prevalensen er 0, 90, 8 og 0 % ved dei fire uttaka. N= 30 for dei to fyrste uttaka, N=13 og N=
12 for dei to siste.
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Tabell 3.5. Pavising av PRV-1, IPNV, Tenacibaculum spp. (TB-tuf) og T. maritimum med 1ag densitet
og/eller lag prevalens. Fire proveuttak: eit for behandling, eit av fisk som deydde under behandling og
to etter; eit av svimara (S) og eit av tilsynelatande frisk fisk (F). Syner gjennomsnittleg Ct-verdi ved alle
fire uttaka for kvart patogen, i tillegg til rangen for dei positive Ct-verdiane og prevalensen. Nokre
analyserte gjellepravar (Gj) og nokre analyserte nyreprevar (Ny). N=30 for alle patogena for behandling
og ded under behandling. N= 13 for svimara etter behandling og N= 12 for tilsynelatande friske etter

behandling.
For behandling Deod under behandling Etter behandling (S) Etter behandling (F)
Ct-verdi % Ct-verdi % Ct-verdi % Ct-verdi Y%
Gj.snitt Range Prevalens | Gj.snitt Range Prevalens | Gj.snitt Range Prevalens | Gj.snitt Range Prevalens

PRV-1 (Gj) 34,7  29,0-36,3 40 38,0 38,0 3 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
IPNV (Ny) 33,0  32,7-33,4 7 33,9 33,9 3 34,0 34,0 8 33,3 32,0-34,6 17
TB-tuf (Ny) Neg Neg Neg 351  33,6-35,7 20 324 29,5-36,4 69 354 35,4 8
TB-tuf (Gj) 32,7  29,7-35,5 70 34,0 253-37,7 70 27,5  23,3-32,0 100 32,6  26,1-35,2 100
T. maritimum
(Gj) 36,4  35,2-37,2 30 36,5 36,2-36,9 13 359  34,7-36,8 31 36,7 36,7 8

3.4.2 Histopatologi

Score 1 vart 1 hovudsak gjeven for dei registrerte patologiske endringane for alle tre gruppene

(figur 3.63). Dei same endringane vart registrert ved alle tre uttaka og det var ingen utvikling

av gjellescore etter behandling med Optilicer, verken hos svimarane eller hos dei tilsynelatande

friske fiskane.

Gjellescore lokalitet-C

3-

Gjellescore
N
L

-—
L
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|

[l For behandling
[l Svimar etter behandling
[[] Friske etter behandling

v Vi VI

Vil
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Figur 3.63. Gjennomsnittleg gjellescore for dei elleve patologiske endringane inkludert i dette studiet,
ved uttak for og etter behandling med Optilicer pé lokalitet-C. I: slimcellehyperplasi, II: klubbing, III:
lifting, I'V: hypertrofi av epitelceller, V: hyperplasi av epitelceller, VI: fortjukka distal primarlamelle,
VII: fersk aneurisme, VIII: bladande aneurisme, IX: gammal aneurisme, X: inflammasjon og XI:
nekrose. Gjellescore fra 0-3. Feilfelta syner standardavviket mellom prevane. N= 30 for behandling,

N= 9 for svimara etter behandling og N= 10 for tilsynelatande friske etter behandling.
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Hovudfunna, bdde ved uttaket for behandling og dei to uttaka etter behandling (svimara og
tilsynelatande friske), var omrdder med hypertrofi og hyperplasi av epitelceller, inflammasjon
og slimcellehyperplasi (figur 3.64). 1 tillegg vart det registrert klubbing, lifting, ferske
aneurismar (figur 3.65A) og intralamellere bledningar (figur 3.65B). Det vart observert noko

autolyse i enkelte omrader fré dei to gruppene etter behandling.
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Figur 3.64. Histologi som syner standarden for undersekt gjellevev fra alle tre uttaka. A: for
behandling, fisk nr. 30, B: svimar etter behandling, fisk nr. 36 og C: tilsynelatande frisk etter
behandling, fisk nr. 61. Omrader med lokal hyperplasi og hypertrofi av epitelceller samt inflammasjon
som har fort til samanvoksingar av sekundarlameller (svart pil). Nokre omrader med autolyse i B og
C (raud ring). Stav: 500 pm.
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Fgu 3.‘6'5.‘Histologi so syneriA.: ferske aneurismar (pil) fr fisk n. 26 for ehandling o B:
intralamellaere bledningar (pil) fra fisk nr. 66 etter behandling (tilsynelatande frisk fisk). Stav: 100 pm.
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4 Diskusjon

Infeksjon med lakselus har gjeve auka produksjonskostnadar for lakseoppdrettarar i Noreg dei
seinare ara (Abolofia et al., 2017, Costello, 2009). Bade grunna kostnadar med behandlingar,
men og grunna redusert fiskevelferd og dedelegheit som folgje av luseinfeksjonen. Termiske
behandlingar mot lakselus har hatt ein kraftig auke frd 2014 til 2019 (Sommerset et al., 2020),
samstundes som mekaniske skadar ved avlusing vart rapportert & vere den viktigaste arsaken til
redusert fiskevelferd, og etter CMS dedelegheit hos oppdrettslaks i sjgen. Med ei forventning
om vekst 1 oppdrettsneringa 1 Noreg, er det behov for meir kunnskap om termiske avlusingar.
Behandlingsmetodar mot lakselus er allereie avgrensa grunna resistens mot fleire medikament
(Torrissen et al., 2013, Helgesen et al., 2020). Derfor er det viktig a kartleggje effekten av
allereie etablerte og effektive metodar, for & finne forbetringspunkt som kan bidra til & betre

rutinar og sikre fiskevelferda.

I dette studiet vart tre termiske avlusingar i kommersiell produksjon pé Vestlandet evaluert med
fokus pa gjellehelse. I tillegg til eit smitteforsek der malet var & behandle patogenfri laks med
varmt vatn utan den mekaniske delen, med trenging og pumping i forkant. Evalueringa av dei
fire avlusingane vart basert pa synleg patologi, dedelegheit, utvikling av histologisk gjellescore
og kvantifisering av patogen i gjelle- og nyrevev ved hjelp av real-time RT-PCR. Det vart lagt
vekt pa endring i tettleik og prevalens av patogen for, under og etter behandling. I tillegg til
endring av histologisk gjellescore for og etter behandling. I denne delen vil paviste
mikroparasittar verta diskutert, for si & setja det opp mot histologiske funn. For begge desse
faktorane vil verta samanlikna med dedelegheit. Til slutt vil registreringar av atferda til fisken

frd smitteforseket verta diskutert mot tidlegare studiar.

Fleire tidlegare studiar har sett pd effekten av termisk avlusing, med ulike konklusjonar.
Grontvedt et al. (2015) dokumenterte at effekten av avlusing med Thermolicer gav kraftig
reduksjon i antall mobile lus, pa ein velferdsmessig forsvarleg mate. Roth (2016) gjennomferte
eit tilsvarande forsek med Optilicer, som synte same resultat. Poppe et al. (2018) syner til dirleg
dokumentasjon av laksens smerteoppleving og patologiske funn i etterkant av behandlingar.
Nye studiar av laks eksponert for varmt vatn konkluderte med at termisk avlusing er ein risiko
for fiskevelferda, bdde grunna vevskadar og mogeleg smerte (Nilsson et al., 2019, Gismervik

etal., 2019).
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4.1 Evaluering av material og metodar

I smittforseket vart det nytta fisk med ei snittvekt rundt 235 g. I kommersiell produksjon vert
vanlegvis ikkje fisken behandla mot lakselus for den er rundt 1000-3000 g, men for & fa plass
til nok fisk til prevetaking vart det nytta mindre fisk 1 dette forseket (Linda Andersen, pers.
kom.). Fisken er likevel over smolt-stadiet, der den grunna fysiologiske og morfologiske
endringar kan ha noko redusert robustheit (Stefansson et al., 2008), og er derfor representativ
for a studere effekten av varmt vatn. Storleiken pé fisken samsvarar 1 tillegg med storleiken pa
fisken brukt 1 Nilsson et al. (2019) og Gismervik et al. (2019) sitt smitteforsek pa smerterespons

og skadar hos atlantisk laks ved eksponering for varmt vatn.

Smittedosen 1 dette forseket er hogare enn det ein normalt finn péd oppdrettslaks. Utifra tidlegare
erfaringar pd ILAB var smittedosen i dette forseket sett til 25 copepodittar/fisk (Steffen
Blindheim, pers. kom.). Erfaringar har vist at denne dosen fungerer bra i smitteforsek, og at ein
treng noko meir lus i forsek for & fa gode data. Det finst ingen tidligare eksperimentelle forsek
som viser at varmt vatn har effekt pd reduksjon av antall lus (L. Andersen, pers. kom.), derfor

vart ein hegare smittedose valt for & f4 nok data til statistiske analysar.

Fisken vart behandla med varmt vatn 15 dpi. Pé dette tidspunktet, ved ein vasstemperatur pa 12
°C, hadde dei fleste copepodittane utvikla seg til pre-adulte stadier (Hamre et al., 2019). Hamre
etal., 2019 viste i forsek at 85 % av lusa har utvikla seg til pre-adult I hannar etter 13,2 dpi ved
12 °C, og ved 15,4 dpi har dei tidlegaste byrja skalskifte til pre-adult II. For hoene gir utviklinga
noko seinare og ved 13,5 dpi vil dei tidlegaste lusa ha byrja skalskifte til pre-adult I, og ved
15,8 dpi har alle utvikla seg til pre-adult I ved 12 °C. Ved termiske avlusingar 1 felt har ein sett
god reduksjon av mobile lakselus, men ingen klar reduksjon i antall chalimus (Grentvedt et al.,
2015, Roth, 2016). Det var derfor ynskjeleg med mobile stadier pa4 behandlingstidspunktet. Ved
registrering av antall lus per fisk, vart all synleg lus registrert men ikkje stadiebestemt. Grunna
variasjonar 1 utviklingstid kan ein derfor ha enkelte chalimus med 1 registreringane. Begge dei
smitta og behandla kara syner ein signifikant reduksjon av antall lus per fisk, som tyder pa at

behandling med varmt vatn var vellykka.

Fisken 1 smitteforsgket vart sedert med Aqui-S fer behandling med varmt vatn, for & dempe
stress- og panikkétferda og redusere oksygenforbruket. Forsgk har vist at Aqui-S kan ha ein
viss effekt mot lakselus ved bruk av hege konsentrasjonar og lengre holdetid (Hagset, 2014).
Konsentrasjonen som vart nytta i smitteforseket samsvarar med den eine konsentrasjonen nytta

1 forsgket til Hogset, 6 ppm Aqui-S. Ved denne dosen siag ein ingen dede lus ved

88



eksponeringstid 1 45 minutt, verken ved avlesing direkte eller etter eit degns akklimatisering.
Sidan eksponeringstida her var langt under 45 minutt, og lusetalet 1 dei sederte og ubehandla
kara var stabilt, kan ein anta at Aqui-S har lite eller ingen effekt pa lusa. Dette kunne derimot
vorte sjekka ved a halde lus 1 tilsvarande konsentrasjon Aqui-S i ei tilsvarande tid, for a sjekke

om dei vart inaktiverte, men grunna avgrensa kapasitet vart ikkje dette gjort.

Ved preveuttaka i felt (for og etter behandling pa lokalitet-A og -B, og feor behandling pa
lokalitet-C), vart pinsett og skalpell skyldt 1 vatn og terka av mellom kvar fisk. Dette er ikkje
standard for sterilt uttak av prever, og kan potensielt fore til kontaminering mellom individa.
Ved analyse av prevane sig ein derimot negative individ mellom individ med lage Ct-verdiar,

noko som tyder pa at kontaminering mellom individ var minimal.

Det har ved fleire tidlegare have vorte forsekt & lage ein standard histologisk gjellescore for
kartlegging av gjellehelsa til oppdrettslaks (Gjessing et al., 2018, Mitchell et al., 2012), dette
var og eit av méla for dette prosjektet (AP: IV, Alf S. Dalum). Dessverre vart det ikkje nok tid
til 4 nytte dette nye scoringssystemet i denne masteroppgava, og ein forenkla versjon vart nytta.
Det er vanskeleg & lage eit standard gjellescoringssystem dé det alltid vil vere subjektivt, og
histologiske undersgkingar vanlegvis berre tek for seg ein bit av ein gjelleboge, noko som utgjer
ein liten del av det totale gjellevevet til ein fisk. For & avgrense arbeidsmengda i denne
masteroppgava var fem primarlameller per snitt undersekt og scora. Dette utgjev ein liten
prosentdel av det totale gjellevevet per fisk, og ein kan dermed rekne med & fa ein annan score
dersom andre scorar dei same snitta pa andre primarlameller. Scoringssystemet vert derfor
nytta som ein indikator pa gjellehelsa til laksen. Sidan same person scora alle snitta, og innan
eit kort tidsrom, kan ein nytte scoren til & studere utvikling av gjellescore for og etter
behandling. Nokre av snitta hadde omrader med autolyse, truleg som felge av for lang tid fra
fisken vart avliva med ein overdose bedevelsesmiddel og praovetaking. I snitta med autolyse
vart omrader, tilsvarande fem primarlameller, utan autolyse scora. For & fa ein meir korrekt
gjellescore kunne snitta vorte scora blindt, men grunna praktisk gjennomfering og

tidsavgrensing vart ikkje dette gjort.
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4.2 Mikroparasittar

Patogenbelastinga pa gjellene var ulike pa dei tre lokalitetane 1 kommersiell produksjon, for
termisk avlusing. Diversitetsindeksen var hegast ved lokalitet-B. Dette samsvarar med at
patogenbelastinga 1 sjoen ofte er hegast tidleg pa hausten ndr vasstemperaturen er heg
(Gunnarsson et al., 2017, Herrero et al., 2018, Sveen et al., 2012). Pa vinteren og pa véren er
vasstemperaturen og patogenbelastinga i1 sjgen normalt ldgare. Det samsvarar med at
diversitetsindeksen var lagare ved avlusing i starten av desember (lokalitet-C), der det i tillegg
var regnbogeaure som vart undersgkt, og pd varen (lokalitet-A). Patogenbelastinga kan og ha
samanheng med tida fisken har stétt 1 sjeen for proveuttaka 1 samband med dette studiet. Fisken
frd lokaliteten med hegast diversitetsindeks hadde stitt omlag eit ar 1 sjoen, medan fisken fra
dei to andre lokalitetane hadde statt omlag eit halvt ar. Fisken som deydde under behandlinga

hadde noko hegare diversitetsindeks samanlikna med fisken for og etter behandling.

4.2.1 Gjellepatogen

Ei rekkje patogen assosiert med gjellesjukdom (GD) (Candidatus Branchiomonas cysticola,
Candidatus Pischiclamydia salmonis, Candidatus Syngnamydia salmonis, Paranucleospora
theridion, Ichthyobodo salmonis, Paramoeba perurans) vart pavist med hag prevalens ved alle
tre lokalitetane (Isaksen et al., 2011, Nylund et al., 2010, Nylund et al., 2011, Draghi et al.,
2004, Mitchell et al., 2013, Nylund et al., 2014, Steinum et al., 2010, Young et al., 2007). Det
var pavist fleire gjellepatogen pa lokalitetane som vart behandla pa hausten og tidleg vinter
(lokalitet-B og -C), samanlikna med lokaliteten som vart behandla pé véren (lokalitet-A) (figur
4.1). Dette samsvarar med at GD gjerne oppstar pa denne tida av aret (Gunnarsson et al., 2017,
Steinum et al., 2010), og at fisken pa lokalitet-B tidlegare hadde fétt diagnosen gjellebetennelse
og fisk pa lokalitet-C diagnosen gjellebladning. Arsaka til diagnosen gjelleblodning er ukjent,
og fleire patogen kan truleg spele ei rolle. I hovudsak vart det registrert lite makroskopiske
endringar 1 gjellevevet ved undersegking av all fisk fra kommersiell produksjon. Lokaliteten som
vart behandla pd hausten hadde derimot enkelt fisk med bleike gjeller. Sidan denne fisken hadde
flest paviste gjellepatogen, 1 tillegg til & ha statt lengst i sjo, er det naturleg a registrere meir

makroskopiske endringar pa gjellene hos denne fisken.
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Figur 4.1. Densitet til paviste gjellepatogen fra dei tre
lokalitetane i kommersiell produksjon. Analyserte
gjellepravar fra tre uttak for kvar lokalitet: for termiske
behandling, fisken som deydde under behandlinga og
etter behandling. Ved lokalitet-C var det tillegg eit
flerde uttak av svimara etter behandling. Data er
presentert som Log MNE-Fold av positive prevar og
feilfeltet syner standardavviket (SD) mellom prevane.
Uttaka med prevalens under 100 % er vist med pil og
prevalens i figuren. N= 30 for alle uttaka, med unntak
av etter behandling pa lokalitet-C der N= 13 for
svimara og N= 12 for tilsynelatande friske fiskar.

P. theridion har ved tidlegare pavisingar vist sesongvariasjonar, med heg densitet om

sommaren og hausten for densiteten sekk til relativt lage niva om vinteren og varen

(Gunnarsson et al., 2017, Sveen et al., 2012). Det samsvarar med resultata fra dei tre anlegga i

dette studiet. P. theridion vart pavist 1 gjeller pa alle tre lokalitetane med ein prevalens > 97 %

ved alle uttaka. Dette stottar Gunnarsson et al. (2017) sine funn om hegt smittepress av

mikrosporidien pd Vestlandet. MNE-Fold viser tendens til hegast densitet hos dedfisken bade

ved analyse av gjelle- og nyrevev. Tidlegare funn av mikrosporidien har vist relativ lik densitet
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1 alle positive organ (Nylund et al., 2010), som samsvarar med funn frd lokalitet-B. I tillegg
krev mikrosporidien temperaturar over 10 °C for a utvikle seg til ein systemisk infeksjon i
atlantisk laks (Gunnarsson et al., 2017, Sveen et al., 2012). Dette vart berre registrert ved
lokaliteten som vart behandla pa hausten (14,1 °C), og er truleg grunnen til mindre
mikrosporidie i nyre ved lokalitet-C (Sveen et al., 2012). Lokaliteten som vart behandla pa
varen hadde derimot lik gjennomsnittleg Ct-verdi bade 1 gjelle og nyre, men Ct-verdiane
indikerer lite P. theridion (A. Nylund pers. kom.). Kva rolle parasitten spelar aleine er uklar,
men saman med andre patogen har den vorte pavist & forrsake hyperplasi, hypertrofi og
inflammasjon 1 gjellevev og ein kan derfor ikkje utlukke at den svekker gjellene (Nylund et al.,
2011, Steinum et al., 2010, Sveen et al., 2012, Gunnarsson et al., 2017). I dette studiet vart den
derimot registrert med hoge gjennomsnittlege Ct-verdiar ved alle uttaka, sjelv om prevelensen
var hog. Lagaste Ct-verdiar vart pavist hos dedfisken frd lokalitet-B (>14,3).

Cand. B. cysticola, som har vorte vist & vere primarpatogen for epiteliocystis (Toenshoff et al.,
2012), vart pavist med ein prevalens pa 100 % 1 gjeller ved alle uttaka og med signifikant hegast
densitet hos dedfisken fra alle tre lokalitetane. Gunnarsson et al. (2017) sig at bakterien viste
tendensar til hogare densitet sommar-haust, 1 dette studiet var densiteten relativ lik ved alle
uttaka med gjennomsnittlege Ct-verdiar mellom 18,3-23,6. Ved epiteliocystis vert gjerne
endringar 1 gjellevev som hyperplasi og hypertrofi av epitelceller og auka slimcelleproduksjon
med pafelgjande respiratoriske problem observert (Nylund et al., 1998). I likskap med tidlegare
studiar vart bakterien og pavist 1 nyre, som indikerer ein systemisk infeksjon (Tolas, 2012).
Tolas (2012) registrerte positive nyreprevar utan positive gjelleprevar som kan indikere at
bakterien har ein annan inngangsport enn gjellene. Dette vart ikkje registrert ved dette forsoket,
der alle nyreprevane hadde ein hogare Ct-verdiar samanlikna med tilsvarande gjelleprove. Ved
analyse av nyre for Cand. B. cysticola skilte dedfisken seg derimot ut med hegast prevalens (>
97 %) ved alle tre lokalitetane. Gjennomsnittlege Ct-verdiar var derimot over 30,8 og indikerer
lite bakterie 1 nyrene.

1. salmonis vart 0g pévist pa alle tre lokalitetane, med 100 % prevalens pa lokalitet-B og -C og
100 % prevalens hos dedfisken pé lokalitet-A. Parasitten har tidlegare vorte pavist saman med
andre patogen i samband med gjellesjukdom (Gunnarsson et al., 2017, Nylund et al., 2011).
Med unntak av lokalitet-A skilte ikkje dedfisken seg ut med hegast densitet, og det er ingen
indikasjonar pa at denne parasitten gjer fisken darlegare rusta til ein termisk behandling eller at
termiske behandling ferer til proliferasjon av /. salmonis.

Dei to lokalitetane som vart behandla pé haust og vinter (lokalitet-B og -C) hadde i tillegg Cand.

S. salmonis og P. perurans med prevalens over 87 % ved alle uttaka. Lokalitet-B hadde 1 tillegg
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Cand. P. salmonis med ein prevalens pd 100 %. Cand. S. salmonis og Cand. P. salmonis er
begge chlamydia-bakteriar som har vorte assosiert med epiteliocystis (Draghi et al., 2004,
Nylund et al., 2014). Kva samanheng Cand. P. salmonis har med epiteliocystar har derimot
vore diskutert 1 seinare tid, d4 det har vorte gjennomfert studiar som viser ein hegare prevalens
av epiteliocystar enn prevalens av bakterien (Mitchell et al., 2013, Steinum et al., 2010,
Toenshoff et al., 2012). Det vart pavist signifikant hegast densitet hos fisken etter behandlinga,
ein kan derfor anta at bakterien ikkje har spelt ei rolle i dedelegheita. Cand. S. salmonis er ein
nyleg karakterisert bakterie, og kunnskapen om denne er derfor avgrensa (Nylund et al., 2014).
Bakterien har derimot vorte isolert fra fisk med P. perurans og synest & vere ein endosymbiont
1 amegben med evne til & vokse og overleve (Nylund et al., 2018b). Bdde ameben og bakterien
vart pavist pa to av lokalitetane med heg prevalens og Ct-verdiar som syner ein samanheng i
mengda mellom desse to. Bade bakterien og ameben vart derimot pavist 1 enkelt fisk der den
andre var negativ. Dette stottar Nylund et al. (2018b) sine funn om at bakterien ikkje er ein
obligat symbiont for ameben.

P. perurans vart pavist med ein prevalens pa 100 % 1 gjellene pa lokalitet-B og -C, med unntak
av dedfisken pa lokalitet-B der prevalensen var 87 %. Amgben fordrsakar amebegjellesjukdom
(AGD), som ofte vert pavist pa hausten 1 norsk lakseoppdrett og forsvinn gjennom vinteren
(Karlsbakk, 2015). Dette samsvarar med resultata i dette studiet der fisken pa lokalitet-A (vér)
var negativ for ameben. Densiteten ved begge dei to positive lokalitetane syner mindre amgbe
hos fisken som deydde under behandlinga, som indikerer at ameben ikkje var ein arsak til
dedelegheit og kan tyde pa at ameben forlét den dede fisken. Det vart heller ikkje registrert
makroskopiske lesjonar pa gjellene som samsvarar med AGD, og fisk med 1ag AGD-score er

mindre utsett for & dey av ei handtering (Taylor et al., 2009).

Ingen av dei paviste gjellepatoga skil seg ut med spesielt hog densitet. Generelt vart det pavist
gjellepatogen med hag prevalens og lag til moderat densitet. Ein har lite kunnskap om kva
paverking dei ulike gjellepatogena har dleine. Summen av fleire gjellepatogen kan derimot

truleg svekke fisken, og gjere den dérlegare rusta for ei handtering og stressande situasjonar.
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4.2.2 Andre patogen

Fisken fra dei tre lokalitetane var og positiv for virusa PRV, PMCV og SAV, som 1 hovudsak
ikkje infiserer gjeller. PRV som har vorte vist a forarsake hjarte- og skjellettmuskelbetennelse
(HSMB) (Kongtorp et al., 2004, Palacios et al., 2010, Vendramin et al., 2019), vart pavist pa
lokalitet-A og -B med ein prevalens pa 100 % ved alle tre uttaka. Viruset, som er svart utbreidd
blant altantisk laks i sjefasen, infiserer erytrocyttar og forarsakar inflammasjon i hjarte- og
skjelettmuskulatur (Levoll et al., 2012, Finstad et al., 2014, Kongtorp et al., 2004, Dhamotharan
et al., 2020). Truleg vart viruset pavist i gjellevev grunna infeksjon 1 sirkulerande erytrocyttar
og ein kronisk form av infeksjon (Dhamotharan et al., 2020). Pavising av lage Ct-verdiar av
PRV har vore observert i samband med utbrot av HSMB, men hege Ct-verdiar kan og ferekome
utan diagnosen HSMB (Levoll et al., 2012). Ingen av lokalitetane hadde pévist HSMB og
viruset var 1 hovudsak pévist med hege Ct-verdiar, som indikerer lite maltemplat og dermed
lite virus 1 preven. Sidan viruset paverkar hjarte, kan det likevel tenkjast at fisken kan ha vore
svekka og dermed tolt ei handtering dérlegare.

PMCYV forarsakar kardiomyopatisyndrom (CMS) som er eit auka problem 1 norsk lakseoppdrett
og den viktigaste arsaken til dedelegheit blant laks 1 sjo (Haugland et al., 2011, Sommerset et
al., 2020). Sjukdommen vert ofte omtala som hjartesprekk, dette fordi viruset fordrsakar
betennelsesreaksjonar 1 den spongiose delen av atriet og ventrikkelen, som 1 alvorlege tilfelle
kan vere s& omfattande at atriet sprekk (Ferguson et al., 1990). Dette gjer hjarta skjort og darleg
rusta for stress og handtering. Viruset vart pavist pa lokalitet-A og -B, men pa lokalitet-A var
prevalensen svaert 1ag (< 10 %) og Ct-verdiane svaert hoge (> 35,9). Fisken fra lokalitet-B hadde
derimot hegare prevalens ved alle tre uttaka (> 70 %), 1 tillegg til at denne fisken tidlegare
hadde fétt diagnosen CMS. Dette i tillegg til at det var observert koagulert blod i pericardialhola
hos mange av dedfiskane, kan tyde pa at positive individ var svekka av viruset og dermed ikkje
tolte behandlinga.

SAV vart berre pavist 1 regnbogeauren fra lokalitet-C. I Noreg finst det to subtypar av SAV
som begge fordrsakar pankreasjukdom (PD) hos atlantisk laks og regnbogeaure i oppdrett
(Hjortaas et al., 2013, Jansen et al., 2014, Weston et al., 2002, Karlsen et al., 2014); SAV3 som
lenge har vore kjent 1 norsk oppdrett og SAV2 som fyrst var pavist 1 Noreg 1 2011 (Hjortaas et
al., 2013). Assayet som vart nytta for pavising detekterer begge subtypane av viruset, men sidan
dei 1 hovudsak vert pavist 1 kvar sine geografiske omrader, SAV3 pa Vestlandet og SAV2 i
Midt-Noreg (Hjortaas et al., 2013, Jansen et al., 2014), antar ein at det var SAV3 som vart pavist

her. PD er ein av dei mest alvorlege virussjukdommane 1 norsk lakseoppdrett, og forarsakar

94



store gkonomiske tap med dedelegheit mellom 3-20 % (Taksdal et al., 2007). Utbrot av
sjukdommen kan forekome heile aret, men dei fleste tilfella oppstér gjerne i sommarhalvéaret
med hege vasstemperaturar (McVicar, 1987). Sjukdommen omfattar skadar i1 pankreas og
betennelse og nekrose 1 hjarte- og skjelettmuskulatur (McLoughlin et al., 2002). Utbrot og
omfang av PD vert paverka av faktorar som stressar fisken, som til demes andre sjukdommar,
handtering og milje (McVicar, 1987). Statistiske analysar viste at densiteten var signifikant
hegast hos dedfisken, noko som kan tyde pé at fisk med heog densitet av viruset toler stress i
samband med behandling darlegare og dermed deydde. Regnbogeauren pa lokaliteten hadde 1
tillegg diagnosen PD, og hjarta kan dermed ha vore svekka som folgje av sjukdommen.

I regnbogeauren fra lokalitet-C vart det 0g pavist ein mindre kjent og lite omtala parasitt, som
er slektning til e1 gruppe parasittar pd andre fisk (X-celle-liknande parasitt) (Nylund et al., 2006,
A. Nylund, pers. kom.) Denne parasitten har vorte pavist fra sjuk regnbogeaure tidlegare, med
kvite granulom 1 ei rekkje organ. Parasitten vart berre pavist hos den fisken som deydde eller
svima etter behandlinga, sjelv om densiteten i hovudsak var 14g. Det er derfor interessant &

studere denne vidare, for & finne ut kva paverknad den har pa fisken.

Ved smitteforseket vart berre fisken ved siste uttak (7 dagar etter behandling) analysert for
patogen, for 4 kartleggje om den atlantiske laksen nytta i forseket var patogenfri. Fisken var
positiv for Tenacibaculum spp., med hegast prevalens i kar 4-6 (80, 100 og 100 %). TB-tuf
assayet som vart nytta, har ein 1&g spesifisitet og kan detektera fleire artar Tenacibaculum, blant
anna 1. finnmarkense, T. dicentrarchi, T. ovolticum og T. soleae (Smége et al., 2018). I tillegg
har fleire artar av T. finnmarkense vist seg & ikkje vere patogene for laks (Olsen et al., 2017,
Olsen et al., 2011, Sméige et al., 2018). Det er kjent at ILAB har ein variant av Tenacibaculum
spp. 1 vatnet (A. Nylund, pers. kom.). Dette 1 tillegg til hage Ct-verdiar, gjer at fisken vert rekna

som patogenfri.
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4.3 Histopatologiske undersgkingar

Den histologiske gjellescoringa viste ingen utvikling av gjellescore etter behandling, verken
ved smitteforseket eller i kommersiell produksjon. Dette samsvarar med diversitetsindeksen
som heller ikkje vart endra etter behandling. Det var heller ikkje noko stor utvikling av enkelte
akutte skadar, som ein kan forvente & finne etter ei handtering som er stressande for fisken
(Poppe et al., 2018, Gismervik et al., 2019, Ferguson, 1989). Lokalitet-A fekk faerre registrerte
patologiske endringar og lagare gjellescore, samanlikna med dei to andre lokalitetane. Dette
samsvarar med diversitetsindeksen og at lokalitet-B og -C hadde pavist gjellesjukdom.

I tre snitt etter behandling fra lokalitet-A vart det observert epiteliocystar, som kan forarsakast
av bakterien Cand. B. cysticola (Mitchell et al., 2013, Toenshoff et al., 2012, Nylund et al.,
1998), som vart pavist {fra denne fisken. Truleg har bakterien liten pdverking pd gjellehelse hos
denne fisken, d& det vart observert fa fisk med epiteliocystar og ingen patologiske endringar
rundt cystene (Mitchell et al., 2013). Cand. B. cysticola er funne & tilheyra den normale
bakteriefloraen i gjellevev hos atlantisk laks, der positiv fisk ikkje hadde endringar 1 gjellevevet
(Mitchell et al., 2013, Toenshoff et al., 2012, Tolas, 2012). Det vert stotta av dette studiet der
det var registrert Ct-verdiar ned mot 17,7 utan endring i gjellevevet ved histologisk
underseking. I hovudsak var det fa og mindre alvorlege endringar som vart registrert pa fisken
frd lokalitet-A, og basert pa den histologiske gjellescore saman med lag mengde gjellepatogen
vart gjellehelsa til denne fisken vurdert som god bade for og etter behandling med Thermolicer.
Fisk fréd lokalitet-B og -C viste noko meir patologiske endringar i gjellevevet samanlikna med
lokalitet-A. Begge desse lokalitetane hadde kvar si gjellediagnose hovesvis gjellebetennelse og
gjelleblodning, som begge er uspesifikke diagnosar der fleire patogen kan vere involvert
(Gunnarsson et al., 2017, Herrero et al., 2018, Steinum et al., 2010). Fra real-time RT-PCR-
analysar samsvarar dette med at begge lokalitetane fekk pdvist fleire gjellepatogen med hog
prevalens. Hovudfunna ved béade uttaka for og etter behandling ved desse to lokalitetane, syner
omrader med samanvokste sekund@rlameller som folgje av hyperplasi og hypertrofi av
epitelceller, 1 tillegg til inflammasjon og slimcellehyperplasi. Dette er vanlege funn hos fisk
med gjellesjukdommar (Mitchell et al., 2012, Nylund et al., 1998, Nylund et al., 2011, Steinum
et al., 2010, Gjessing et al., 2018). Fisken fra lokalitet-B hadde 1 tillegg eldre anuerismar i
hovuddelen av undersekt fisk, som tyder pé tidlegare skadar 1 gjellevevet. Tilnerma likt antall
ferske aneurismar for og etter behandling, tyder pa at andre faktorar har spelt inn.
Regnbogeauren fra lokalitet-C viste motsett tendens med fleire ferske aneurismar enn eldre,

som samsvarar med diagnosen gjellebledning. Det var derimot tilnerma lik mengde ferske
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aneurismar hos fisken bade for og etter behandling. Sjelv om bade den atlantiske laksen og
regnbogeauren fra desse to lokalitetane synte meir patologiske endringar 1 gjellevevet
samanlikna med den atlantiske laksen fra lokalitet-A, er det lite som tyder pa at gjellehelsa vart
svekka av den termiske behandling. Gjellehelsa kan derimot ha vore svekka for behandlinga
grunna fleire gjellepatogen og patologiske endringar i gjellevevet, og dermed gjort fisken
mindre robust for & takle e1 handtering 1 form av termiske behandling.

Det vart observert lite patogen pa histologisnitta, sjelv om fleire patogen som 1. salmonis og P.
perurans vart pavist ved real-time RT-PCR. Mogeleg forklaring pd dette kan vere at patogena
vart vaska vekk ved metoden som vart nytta til prosessering av vevsnitta (A. Nylund, pers.

kom.).

Ved smitteforseket vart det observert chalimus apikalt pd primarlameller hos sju fisk for
behandling og ein fisk ein dag etter behandling, ved histologiske undersgkingar. Det vart ikkje
talt lus fré gjellene makroskopisk, men erfaringsmessig er det fa lus som festar seg pa gjellene
(S. Blindheim, pers. kom). Grunna variasjonar 1 utviklingstid for lakselus vart det rundt
behandlingstidspunktet registrert chalimus festa pa gjellene (Hamre et al., 2019). Ved det tredje
uttaket (7 dagar etter behandling) har truleg all lusa utvikla seg til pre-adulte stadier, og ein vil
derfor ikkje finne lus pa gjellene. Apikalt pd primarlamellene, rundt festepunktet til lusa, vart
det observert proliferasjon av epitelceller og inflammasjon. Utanom dette var det lite patologisk

endring ved alle tre uttaka, og gjellehelsa vart vurdert som god og uendra.

4.4 Dgdelegheit i samband med behandlingane

Ved & studere data frd norsk oppdrettsneering fra 2012-2017 viste Overton et al. (2019) at
behandling mot lakselus forer til ein auke 1 dedelegheit i manaden etter behandling, samanlikna
med méanaden for. Denne auken var sterst ved bruk av termiske metodar, samanlikna med andre
avlusingsmetodar. I dette studiet vart det 0g registrert ein auke 1 dedelegheit i manaden etter
behandling, men samanlikna med dedelegheita 1 manaden for behandling var det ingen kraftig
auke. Lokaliteten som hadde lagast diversitetsindeks og farrast patologiske endringar i
gjellevevet, hadde og lagast dedelegheit i mdnaden for behandling (lokalitet-A). Ved denne
lokaliteten auka dedelegheita frd 0,2 % 1 ménaden for behandling til 0,6 % 1 ménaden etter
behandling. Samanlikna med lokaliteten med hegast diversitetsindeks og fleire endringar 1

gjellevevet (lokalitet-B), er det ein tydeleg hegare dedelegheit pd denne lokaliteten.
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Dadelegheita auka frd 2,2 % i1 manaden for behandling til 3,7 % 1 minaden etter behandling.
Det kan tyde péd at mengda patogen spelar ei rolle i korleis laksen toler ein termisk behandling.
I tillegg hadde denne fisken gjennomgatt fire tidlegare behandlingar mot lakselus innan ein
periode pd seks méinadar. Ein har sett at laks som vert utsett for stress over lengre periodar er
vist & fa redusert immunrespons, og er truleg meir mottakeleg for enkelte patogen (Fast et al.,
2008, Wiik et al., 1989).

Ved avlusinga pa lokalitet-C var det forhega dedelegheit i samband med behandlinga. Det er
derimot vanskeleg 4 vurdere den mot dedelegheita 1 forkant, da lokaliteten ikkje ville oppgje
data pa dette. Dodelegheita under behandlinga var derimot rapportert & skuldast ein feil under
trenginga og pumpinga pa veg inn i Optiliceren, og ikkje av behandlinga 1 seg sjolv. Utifra
diversitetsindeks og histologisk gjellescore samanlikna med dei to andre lokalitetane, er det
ingenting som tyder pa at dedelegheita skulle vore hegare enn ved lokalitet-B, som hadde
heogare diversitetsindeks og histologisk gjellescore. I tillegg vart det registrert ein del
kjonnsmodne hannar fer behandlinga, og desse vil truleg tole ei behandling dérlegare
samanlikna med resten av fisken (Taranger et al., 2010b). Det vart og registrert raude parti 1
hovudregionen til ein del svimara etter behandling, som kan tyde péd slagskadar under den
mekaniske delen av behandlinga.

Under smitteforsgket var det noko dedelegheit gjennom heile forsegket. I perioden mellom
smitte med copepodittar og behandlinga deydde tre fisk, alle fr4 usmitta kar. Det var ingen
dodelegheit pa behandlingsdagen eller 1 dei to pafelgjande dagane. Frd tre dagar etter
behandlinga og fram til forseket vart avslutta, deydde to fiskar og tre svimara vart avliva.
Dadelegheita som vart registrert 1 forseket i samband med erosjonen péa underkjeven som vart
registert ved alle uttaka, uavhengig om fisken var behandla eller ikkje, er vanleg 4 sja ved forsek
med fullt sjovatn pd ILAB (A. Nylund, pers. kom.). Truleg er dette fordrsaka av ein Vibrio
splendidus-liknande bakterie, som er etablert pd ILAB. Dette i tillegg til at det deydde to fiskar
frd kontrollkaret (kar-1), og henholdsvis to og tre fiskar frd dei smitta og behandla kara (kar-5
og kar-6), tyder pa at behandling aleine ikkje forarsaka dedelegheit.
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4.5 Smerte ved eksponering for varmt vatn

Det har vorte stilt spersmél ved smerteopplevinga til laksen ved bruk av termiske metodar til
behandling mot lakselus (Poppe et al., 2018). Nilsson et al. (2019) utferte eit forsek for a
kartleggje atferda til laks ved eksponering for varmt vatn, som viste at ved 28 °C deydde
hovuddelen av fisken etter omlag fire minutt. Ved 34 °C, som samsvarar med temperaturar nytta
1 dette studiet, deydde fisken etter omlag to minutt 1 varmt vatn. Ved lage og middels
temperaturar roa fisken seg ned innan 30 sek, over 28 °C gjorde ikkje fisken dette. I tillegg
kolliderte fisken 1 karveggen og sekte mot vassoverflata for den slutta 4 rere seg og deydde.
Desse responsane skjedde tidlegare ved hegare temperaturar. Det vart konkludert med at
temperaturar over 28 °C er ubehageleg for fisken, og den viser smerterespons innan fa sekund.
Auka aktivitetsniva vart og observert 1 dette forseket, men ikkje for etter 10 sek. Det kan truleg
ha samanheng med at fisken var sedert og dermed hadde ein seinare reaksjon (Adams, 2019).
Kollisjonar eller annan aktivitet observert av Nilsson et al. (2019) vart ikkje observert her, da
fisken vart halden i hav og ein dermed berre kunne registrere kraftig sprelling. Kort tid etter
behandling roa fisken seg derimot ned, og basert pd synleg patologi og histopatologiske
undersgkingar av gjellevev er det lite som tyder pa at fisken fekk vedvarande skadar av
behandling. Sedasjonen 1 dette forseket kan derimot ha hatt ein positiv effekt pad fisken 1
etterkant, dd studiar har vist at sedert fisk raskare gér tilbake til normal symjeaktivitet etter
overforing til normale forhold (Adams, 2019). I tillegg til at sedert fisk viser mindre kraftig
reaksjon pa varmt vatn og responsen er forsinka.

Gismervik et al. (2019) fann akutte vevskadar 1 ei rekkje organ hos atlantisk laks ved utsetjing
for vasstemperaturar over 34 °C 1 72 til 140 sekund. Tilsvarande funn har og vorte registrert fra
fisk 1 kommersiell produksjon i etterkant av termisk avlusing (Poppe et al., 2018). Med unntak
av erosjon 1 kjevepartiet som utvikla seg gjennom forseket, og var tilsvarande likt 1 alle kara,
vart det ikkje registrert makroskopiske skadar pa fisken. Etter behandlinga vart det registrert
svarte snutar pd hovuddelen av den undersegkte behandla fisken, men desse forsvann og er truleg
ikkje av betyding. Gjellevev var det einaste som vart undersekt histologisk her, og kan derfor
ikkje utelukke skadar 1 andre vev. Hjernen vart blant anna ikkje sjekka, og bledning i hjernen
har vorte observert bade 1 forsek med varmt vatn og i felt i samband med termisk avlusing
(Gismervik et al., 2019, Poppe et al., 2018). Gismervik et al. (2019) registrerte bledning i
hjernen, bdde makroskopisk og histologisk hos ei rekkje individ etter eksponering for varmt
vatn. Dette vart 1 hovudsak registrert 1 fisk eksponert for hegare temperaturar og lengre holdetid.

Ved 34 °C vart det berre registrert histologisk i ein fisk, eksponert 1 90-140 sekund.
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5 Konklusjon og vidare arbeid

Dette studiet har vist at verken patogenbelastninga 1 gjellevev eller histopatologiske endringar
1 gjellevevet, vert endra etter ein termisk avlusing av atlantisk laks eller regnbogeaure. Det
kan derimot visast at fisken som deydde av behandling har noko hggare densitet av enkelte
patogen. Dadelegheita 1 samband med termiske avlusingar syner a4 ha samanheng med
patogenbelastinga, dedelegheit og status pa gjellehelsa 1 forkant av behandlinga. Gjellehelsa
syner ikkje & verta paverka negativt av behandling med varmt vatn 1 ettertid, men darleg
gjellehelse for behandling kan truleg fore til ein forhega dedelegheit. I tillegg syner kjente
virussjukdommar & ha péverking pd dedelegheita. Det er derimot ein feresetnad at fisken vert
handtert skdnsamt under trenginga og pumpinga i forkant av behandlinga. Studiet viser 0g at

termisk avlusing har ein god effekt pa reduksjon av mobile lakselus.

Vidare studiar ber studere fisken nerare gjennom heile behandlinga for & finne
forbetringspunkt pa avlusingskonstruksjonane. I tillegg ber ein fokusere pa auka kunnskap
rundt dei enkelte gjellepatogena, for a kartleggje kva effekt dei har aleine. Dette vil gjere det
enklare for fiskehelsepersonell & vurdere risikoen med ein termisk avlusing, og bidra til betre
utfall. Dette studiet fokuserte pa gjellene til laksen, det vil sjalvsagt og vere interessant &
studere hud og andre organ som er i nerkontakt med det oppvarma vatnet. Hjernen vart heller
ikkje undersekt her, og det ville vore interessant a studere prevalensen av hjernebledning 1
etterkant av termisk avlusing for & sj& om det er det varme vatnet eller slagskadar i samband
med pumpinga som fordrsakar dette. I dette studiet vart fisken frd lokalitetane folgt til omlag
el veke etter behandling. Det kunne vore interessant a folgje dei lenger, for 4 studere om

belastinga av dei ulike patogena byggjer seg opp over tid.
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7 Appendiks

7.1 Termiske avlusingsmetodar

7.1.1 Thermolicer
&skinen

Thermoliceren er en maskin som utferer badebehandling av fisk. En
plutselig skning i vanntemperatur er en velkjent metode for & drepe lus.
Vi har utviklet en maskin som gjer dette pd en kommersiell skala.

Fisken samles og pumpes inn i maskinen, hvor den passerer gjennom
behandlingssleyfen p& 25-30 sekunder. Behandlingsvannet holder 30—
34 grader avhengig av sjetemperaturen. Behandlingsvannet filtreres,
luftes, tilsettes oksygen og brukes pé nytt i systemet. Denne enkle og
miljevennlige behandlingen har en effekt som overgar tradisjonelle
behandlingsmidler som kjemikalier og medisiner.

Fisken entrer Thermoliceren etter pumping.
. Vannseparasjon.
. Sjevann blir filtrert og sluppet ut.
. Fisken utsettes for lunkent vann.
. Behandlingssloyfe.
. Vannoverflate.
Separator for behandlingsvann.

. Fisken forlater maskinen.

© 0w N O 0 A W N P

. Oppvarmet vann sirkuleres til vanntanken for filtrering, lufting og oppvarming.

&~ 10. Behandlingsvannet pumpes tilbake til behandlingssleyfen.

NB. Vannbehandlingssystemet er ikke vist.

@uk

Thermoliceren blir montert pd en bat eller lekter og hver maskin kan
behandle opp mot 80 tonn per time, avhengig av trengsel og lokale
forhold. Fisken samles og pumpes gjennom Thermoliceren og deretter
tilbake i samme bur, eller til et tomt bur. Sammen med Thermoliceren far
du oppleering og anbefalinger for & sikre at du kan behandle fisken nar
det trengs, og ikke veere avhengig av en tredjepart.

Figur 7.1. Prinsippet til Thermolicer, skjermbilete frd produsenten si nettside
(https://www.steinsvik.no/no/produkter/n/seaculture/fiskehelse/thermolicer/, henta 25.05.2020).
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7.1.2 Optilicer

How Optilice 4 works

The fish is pumped from the cage for the Optilice 4-treatment,
using the SQ 16 fish pumping system. The fish is counted, and
then bathed in temperature-controlled water (-1C - 36 °C
seawater or fresh water) in a controlled and time-adjustable
time treatment. The underwater circulation of 1000 Itr/sec per
line secures a continuous supply of fresh seawater (10
m3/hour per line).

After the treatment, the fish flows back to the cage, and all sea
lice are filtered out and destructed. The system comes with an
g open construction for easy access, control and cleaning, and a
£ A flow of fresh seawater in the outfeed-chute/pipe. Optilice 4
provides a reliable, robust and good monitoring of fish welfare.
The system can be combined with grading-equipment and is
Optimar Commander compatible.

Figur 7.2. Prinsippet til Optilicer, skjermbilete frd produsenten si nettside
(https://optimar.no/optilice.html, henta 25.05.2020).

7.2 Effektivitetstest

OmELF
50,0
40,0
30,0
20,0 y=-3,2877x + 35,42
R2=0,9988

10,0

0,0

7 6 -5 4 3 2 -1 0

Figur 7.3. Standardkurve for OmELF
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PER

50,0
40,0
30,0
20,0 y =-3,1813x + 13,428
R?=0,9971

10,0

0,0

-8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 1 0

Figur 7.4. Standardkurve for PER

114






