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ovedmal for prosjektet

 Hovedmalet var a fremskaffe ny kunnskap som skulle kunne resultere i anbefalte
tiltak (driftstiltak) for a oppna bedre gjellehelse hos laks i sjg og fglgelig redusere tap
knyttet til drift av sjganlegg.

* Prosjektet har fokusert pa identifisering av risikofaktorer (miljgstress, patogener, og
endringer i gjellemikrobiota) for utvikling av gjellelidelser, og

* indikatorer (Eatologi, immunresponser, mikroparasitt prevalens - tetthet - diversitet)
som kan brukes til objektiv vurdering av gjellehelse fgr og etter stressbelastninger
(mekanisks avlusing, bruk av ferskvann til behandling mot AGD, og notvask).
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Mekanisk avlusing

* | prosjektet fulgte vi bruk av termisk avlusing i forbindelse med
var, sommer og hgst avlusing.

* | tillegg ble termisk behandling testet eksperimentelt, dvs
eksponering av eksperimentelt smittet laks for 34 °Ci 30
sekundetr.

* Behandling av laks holdt i kjglt ferskvann fgr termisk behandling
ble ogsa testet i forbindelse med var, sommer og hgst avlusing.



Prevetaking pa lokalitet i tillegg til data fra lokalitet

* Vurdering av fiskens ytre utseende
Registrering av vekt, lengde
Hudskader

Telling av lakselus

Gjelle score

* Vurdering av viscera

Vannprever og sjgtemperatur pa 1 og 5 meter.

Prgvetaking for:
For pavisning av mikroparasitter (Real time RT PCR analyser (gjeller, hjerte og nyren)).
Histologi (gjelle og hjerte)

Gjellevev til mikrobiota kartlegging
Gjellevev for kartlegging avimmunresponser




Real time RT PCR test for mikroparasitter

Virus

Infectious salmon anaemia virus
Salmonid alphavirus

Infectious pancreatic necrosis virus
Piscine orthoreovirus (PRV1 / PRV3)
Piscine myocarditis virus

Atlantic salmon calicivirus

Salmonid gill poxvirus

Bakterier:

Moritella viscosa

Tenacibaculum maritimum
Tenacibaculum finnmarkense

Yersinia ruckeri

Candidatus Branchiomonas cysticola
Candidatus Syngnamydia salmonis
Candidatus Clavichlamydia salmonicola

Candidatus Piscichlamydia salmonis

Parasitter:

Parvicapsula pseudobranchicola

Paramoeba perurans (Syn. Neoparamoeba perurans
Ichthyobodo spp.

Paranucleospora theridion

Salmoxcellia vastator

Kontroller:
Elongeringsfaktor fra laks

Elongeringsfaktor fra regnbuegrret

To negative kontroller for hver tiende prgve:

Rensekontroll og Negativ templat kontroll



Histologi pa gjeller fokuserte pa 11 karakterer (A — K)
Score:0-3

Histologi pa hjerte fokuserte endringer
assosiert med PD, HSMB og CMS.
. S

A: slimcellehyperplasi

B: klubbing

C: «lifting»

D: hypertrofi av epitelceller

E: hyperplasi av epitelceller

F: fortykket distal primarlamelle
sk aneurisme

H: bledende aneurisme

J: inflammasjon

K: nekrose




Termisk behandling i eksperimentelt forsgk

Kar-1 Kar-2 Kar-3
Usmitta Smitta Usmitta
Ubehandla (sedert)
N=40 N=40 N=40

Ubehandla (sedert) Behandla

Kar-4 Kar-5 Kar-6

Smitta Smitta Smitta
Ubehandla (sedert) Behandla Behandla

N= 40 N=40 N= 40

Figur 2.1. Skjematisk oversikt over kara 1 forsgket (N= antall fisk). Gren ring syner kara som ikkje vart
smitta med copepodittar, bl ring rundt kara som vart smitta. Dei gra kara vart ikkje behandla med varmt
vatn, dei kvite kara vart behandla.

NB: Det ble observert kjeveerosjon hos fiskene fgr behandling

A RN B

Figur 3.4. A: Fisk med blodig kjeveerosjon og bledning 1 auge sju dagar etter behandling med 34 °C
sjegvatn. B: Fisk med svart snute ein dag etter behandling med 34 °C sjovatn.

Antall lakselus per kar
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Gj.snitt antall lus per fisk

B Fer behandling [ 1d etter behandling [ 7d etter behandling
Figur 3.5. Gjennomsnittleg antall mobile lakselus per fisk (IN=10 fisk per kolonne) 1 kvart kar ved de1
tre preveuttaka. Kar-5 og kar-6 er behandla med 34 °C sjevatn, kar-2 og kar-4 er ubehandla. Kar-1 og
kar-3 var ikkje smitta med lus, og derfor ikkje med 1 figuren. ** P< 0,01, *** P=< 0,001 og **+*+* p<
0.0001.

Gjellescore
Smitteforsek

Med unntak av hypertrofi av
epitelceller, var det ingen

klare endring histologi etter
behandling med varmt vatn.
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Hypertrofi
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Figur 3.7. Gjennomsnittleg gjellescore av alle seks kara for de1 elleve patologiske endringane inkludert
i dette studiet. ved tre prewveuttak. I: slimcellehyperplasi. II: klubbing. III: lifting. ITV: hypertrofi av
epitelceller, V- hyperplasi av epitelceller, VI: fortjukka distal primserlamelle, VII: fersk aneurisme,
VIII: bledande aneurisme, IX: gammmal aneurisme, X: inflanmmasjon og XI: nekrose. Gjellescore fra 0-
3. Feilfelta syner standardavviket mellom prevane. N= 60 for kvart uttak (10 fisk A kvart kar), med
unntak av 7 dagar etter behandling der N= 58.




Gene expression after thermal treatment

In laboratory trials no significant differences were observed at any time point measured

(A) MHC Il Control untreatec (B)IL-1p

Figure 11 Immune response of gills upon
Thermolicer treatment at three time points;
pre-treatment, 1 day and 7 days post
treatment. Absolute expression of), MHC Il (A),
IL-1B (B TGF-B (C) and TNFa (D) in gills upon
o, = thermal treatment were investigated. Data are
s mean + SD at three time points.
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Two-way ANOVA followed by Tukey's multiple
comparison was conducted to analyse the
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Konklusjon eksperimentell termisk behandling

* Smitte med lakselus endret mikrbiota diversiteten pa gjellene hos laksen og fgre til
mindre diversitet hos smittet fisk versus kontroll fisk.

e Termisk behandling fgrte ikke til endringer i immunrespons.

* Termisk behandling fgrte ikke til alvorlig endring i gjellehelse hos fisken, men en
gkning i hypertrofi ble registrert en dag etter behandling og var fallende syv dager
etter behandling.

* Behandlingen forte ikke til gkt dg@delig, men umiddelbart etter behandling ble det
observert mgrke snuter hos noen fisk.

* Behandlingen ferte til en signifikant reduksjon i antall lakselus.



Thermolicer mars 2019:
Tempisjg ca 6.0 °C. Behandling 34 °Ci 30 sekunder. A= 28 °C.

* Tap av fisk pa behandlingsdagen var 0,4 %. Reduksjon i bevegelige stadier 4 - 00,3

i Dadelegheit behandla merd
DﬁdEIEgEle:atTﬁgtagdla merd 29.03.19 - 12.04.19

] 0,4 %
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Histo-score

Gjellescore lokalitet-A

[l Feor behandling

epitelcelle [l Etter behandling
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Figur 3.25. Gjennomsnittleg gjellescore for dei elleve patologiske endringane inkludert 1 dette studiet,
ved uttak for og etter behandling med Thermolicer pa lokalitet-A_ I: slimcellehyperplasi, IT: klubbing,
IO: 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.
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Alle de 90 analyserte prgvene (tatt ut fgr, under og etter behandling) var negative for:

SAV, SGPV, ASCV, IPNV, Salmonid herpesvirus 4 (SalH-4), Tenacibaculum maritimum,
og Paramoeba perurans.

Dead under behandling
Ct-verdi % Crt-verdi %

Gj.snitt Range Gj.snitt Range  Prevalens

LAV (Gy) 319 27.0-36.2 ' 319 31,9 3 344 313-371 40

PMCV (Nv) Neg Neg Neg 387 359-372 10 37.0 37.0 3

P. pseudobranchicola (&) 34.0 30.5-36.5 10 316 31.2-321 7 37.0 37.0 3

Tenacibaculum spp. (Gj) 347 30.1-380 / 330 279-353 73 342 314-369 43

Tenacibaculum spp. (Ny) Neg Neg Neg 348  334-363 27 Neg Neg Neg

¥ ruckeri (Ny) 388 36.5-304 10 384 352-397 17

Etter behandling
Ct-verdi %%

Feor behandling

Prevalens Range Prevalens | Gj.snitt

37.0-300 30 38.0




Konklusjon anlegg A

* Behandling med Thermolicer gav en signifikant reduksjon i mengde lakselus pa
fisken.

* Tap av fisk i forbindelse med behandlingen var moderat (0,4 %)
* Behandlingen hadde ikke noen klar negativ signifikant innvirkning pa gjellehelsen.

* En svak gkning i epitelcelle hyperplasi og hypertrofi ble observert



Thermolicer august 2019

Temp.isjg ca 14,1 °C. Behandling 33,5 °Ci 30 sekunder. A=19.4°C

0,9 % av laksen dgde
under behandling i

_ . merden
Alle fiskene hadde sar fgr B For behandiing

behandling 1.Chalimus til preadult = ca 6 dager W Etter behanding
2.Chalimus til preadult = ca 2 dager
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Figur 3.46. Gjennomsnittleg gjellescore for de1 elleve patologiske endringane inkludert 1 dette studiet,
ved uttak for og etter behandling med Thermolicer pa lokalitet-B. I: slimcellehyperplasi, IT: klubbing,
IOI: Lfting, IV: hypertrofi av epitelceller, V: hyperplasi av epitelceller, VI: fortjukka distal
primerlamelle, VII: fersk aneurisme, VIII: bledande aneunsme, IX: gammal aneurisme, X
inflammasjon og XI: nekrose. Gjellescore fra 0-3. Feilfelta syner standardavviket mellom prevane N=
— 30 for begge uttaka.

Fer Dad under Etter
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For behandling Dgd under behandling Etter behandling
Ct-verdi % Ct-verdi % Ct-verdi %
D e 9 O an al yse rte p rﬂve n e Var Gj.smitt Range Prevalens | Gj.smitt Range  Prevalens | Gj.snitt Range Prevalens
- LAV (Gj) 339 313-356 10 353 343-364 7 3 353-36.7 17
n e g at I Ve fo r : ILAV (Ny) Neg Neg Neg 355 355 Neg Neg Neg

SGPV (Gj) 348  280-380 7 300 257-357 23 358 3

SA\/, Sal H -4, ASC\/, I P NV, P. pseudobranchicola (Gy) 333 30.1-37.0 60 336 200-375 7 278-375 20

Tenacibaculum spp. (Gj) 318 289-340 57 280-343 77 303-35.6

Param Oeba pemaqu idenSiS, Cand . Tenacibaculwm spp. (Ny) 343 280-363 33 - - - 343-374
- - - - T maritimum (Gj) 354 313-365 47 347 308-364 G 3 336-393
C. salmonicola, og Yersinia ruckeri.
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Konklusjon anlegg B

* Behandling med Thermolicer gav en signifikant reduksjon i mengde lakselus
ERINGlE

* Tap av fisk i forbindelse med behandlingen var 0,9 %, og de fiskene som dgde
hadde en hgyere belastning med PRV1, P. theridion og Cand. B. cysticola enn
fisk for og etter behandling.

* Behandlingen hadde ikke noen klar negativ innvirkning pa gjellehelsen.

* Hudsar ble observert hos fiskene bade fgr og etter behandling og kan veere
et resultat en hyppig frekvens med termisk avlusing (trenging og pumping av
fisk) i anlegget.
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Gj.snitt antall lus per fisk

Optilicer november 2019 (Regnbuegrret

Mobile lakselus per fisk
Aktuell merd - lokalitet-C

Dag 2 etter
behandling.
Temp=9,1°C

—

Fear Svimar etter
behandling behandling

Frisl'»:»aT etter
behandling

Log NE-Fold

Gjellescore lokalitet-C

I Fer behandling
. Svimar etter behandling
1 Friske etter behandling

Epitelcelle hyperplasi

Det var hgy
' dpdelighet i
/}dubbmg» forbindelse
med
behandling
(tall ikke gitt).

Slimcelle hyperplasi

Gjellescore
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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, ITI:
lifting. I'V: hypertrofi av epitelceller. V: hyperplasi av epitelceller, VI: fortjukka distal primeerlamelle.
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 behandling,
N= 9 for svimara etter behandling og N= 10 for tilsynelatande friske etter behandling.
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Konklusjon anlegg C

* Behandling med Optilicer gav en signifikant reduksjon i mengde lakselus pa fisken.

* Tap av fisk i forbindelse med behandlingen var hgy (tall ikke gitt), og de fiskene
som dgde hadde en hgy belastning med SAV, Cand. B. cysticola og Salmoxcellia
vastator enn fisk for behandling.

* Behandlingen resulterte i en gkning i slimcellehyperplasi, «klubbing», og
epitelcelle hyperplasi.

* Det ble ikke observert hudsar etter behandlingen.

* Dgdeligheten i forbindelse med behandling var i felge oppdretter et resultat av feil
under trenging og pumping av fisken



Gene expression after thermal treatment in field

Significant differences were observed in all samples from field trials tested
post-treatment

AMHC i The results suggest
- Poveanen = Poseanen ottt 8 P that Thermolicer
Figure 10: Immune response of gills upon Thermolicer treatment in the field
T treatment at two time points; pre-treatment and post has a profound effect

treatment. Absolute expression of (A) MHC 11 (B), IL-1pB (C), upon the regulation of

TGF-B and (D) TNFa in gills upon thermal treatment were the immune system
investigated. Data are mean + SD at three time points. whereas in controlled
e e laboratory trials such
T e (/e Unpaired t test was conducted to analyse the data with the [ EENRIN- PRGN
ey A— level of significance of p<0.05 using GraphPad Prism reproduced

Posbimsinen version 8.0. *=p<0.05, **=p<0.005 and ***=p<0.0005
T T denote significantly different.

r S ¢

T

T

T

-
1

A
-
E
3
£
»
a
]
12
-
g
-

3-
24
14
0

Log10 (Copy numbers)
1 L

w
1

Therefore, temperature
shock itself may not be

Measured targets represent antigen the main driver for the
presentation and both pro- and anti- observed effect
T —— inflammatory cytokines.

Log10 (Copy numbers)
'l
Log10 (Copy numbers)

Pre-treatment Postdreatment
Time Point




Innvirkning av termisk behandling pa gjelle mikrobiota

* | et tilfelle ble det registrert en signifikant gkning i gjellemikrobiota diversitet etter
termisk behandling, mens det i et annet tilfelle ikke ble pavist noen signifikant
endring i mikrobiota f@r og etter behandling.

* Forskjellene kan vezere et resultat av at fisken i de to anleggene hadde forskjellig
helsestatus fgr behandling.

* Det ene anlegget hadde AGD, PGI, og var i tillegg smittet med PMCV, og hadde
gjennomgétt flere avlusninger i perioden f@gr behandlingen (hgst avlusing), men
Isken i det andre anlegget var ikke diagnostiert med alvorlig gjellesykdom fer
behandling (var avlusing).

* Det er vanskelig vurdere situasjonen i anlegg C, men dgdeligheten ble forklart
som et resultat av patogenbelastning i kombinasjon med feil under trenging og
pumping pa vei inn i Optilizeren.
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Lokalitet

Daglig dgdelighet i SB 2021

08.09.2021 17.09.2021

06.09.2021
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09.06.2022 20.06.2022

08.06.2022

GB2022

=13,8°C
Lus: 3,5-0,3

Temp

120Z/0T/S0
1202/0T/€0
1202/0T/10
1202/60/6¢
1202/60/LT
1202/60/S¢
1202/60/€C
1202/60/1C
1202/60/61
1202/60/L1
1202/60/ST
120Z/60/€T1
120Z/60/TT
120¢/60/60
1202/60/L0
1202/60/50
1202/60/€0
1202/60/10
1202/80/0¢€
1202/80/8t
1202/80/9¢
1202/80/v¢
1202/80/tt
1202/80/0¢
120Z/80/81
1202/80/91
1202/80/¥1
1202/80/tT
120¢/80/0T
1202/80/80
1202/80/90

24.08.2022 08.09.2022

24.08.2022

LB2022

Termisk
behandling
30 °C/30sek

Dgdelighet i GB 2022

Kjgrt ferskvann

Lokalitet

8 °C/ 4 timer
8,5 °C/ 4 timer 30,

SB2021

lusing

Var av

C/ 30sek

5 o

GB2022

C

10

Lus: 3,7-0,28

Vi

=9

Temp

|

28 °C/ 30 sek

6 °C/ 4 timer

LB2022

L0c0ce
S0v0¢¢c
€090¢¢
T080¢¢
6¢90¢¢
£790C¢C
§790¢¢C
€¢90¢¢
T¢90¢e
6190¢¢
£190¢¢
ST90¢¢
€190¢¢
T190¢¢

+ 6090¢¢

£090¢¢
S090¢¢
€090¢¢
T090¢¢
0€s0¢¢
8¢S0¢¢C
9¢s0ce
7¢s0¢e

v ¢cS0ce

0¢soce
8150¢¢
9150¢¢
¥150¢¢
¢150¢¢
0TS0¢¢
80S0¢¢

Dgdelighet Dgdelighet etter

Dgdelighet fgr

Lokalitet

Dgdelighet i LB 2022

80

60

NB: Laksen begynte a spise kort tid

Sommer avlusing

l

15,8 °C
Lus: 2,3-0,15

Temp

|

40

tilbakefgrt til

merden etter termisk behandling i

at den var
alle tre anleggene.

etter

20
0

€¢60¢¢
T¢60¢ce
6160¢C¢
L160¢¢
ST160¢¢
€160¢¢C
T160¢¢
6060¢¢
£060¢¢
S060¢¢C
€060¢¢
T1060¢¢
0€80¢¢
8¢80¢¢
9¢80¢¢
7¢80¢¢
€e80¢e
0¢80¢e
8180¢¢
9180¢¢
¥180¢¢
180¢¢
0T80¢¢
8080¢¢
9080¢¢
7080¢¢
¢080¢¢
T€L0TC
6¢L0cc
LcLocee
§¢L0T¢C




Prevalens i SB
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NB: Det ble ikke observert forskjeller i
belastning (tetthet) for og etter behandling
med unntak av reduksjon av P. perurans i GB og
Ichthyobodo salmonis i LB.

| anlegg SB ble PMCV og Ca. P. salmonis kun
pavist hos dgd laks, men med lav prevalens og
tetthet. | tillegg var prevalens og SGPV og ILAV
(HPO) hgyere hos dgd laks.




Konklusjon: termisk behandling av laks fra kjglt ferskvann

* Termisk behandling gav en signifikant reduksjon i mengde lakselus pa fisken i alla
tre anleggene.

e Tap av fisk i forbindelse med behandlingen var minimal (0,01 — 0.08 %).
* Behandlingen hadde ikke noen klar negativ innvirkning pa gjellehelsen.
* Ingen ytre skader ble observert etter behandling.

* Fisken begynte a spise innen et dggn etter behandling.



Termisk behandling - anbefaling

Den mest skansomme termiske behandlingen synes a veere behandling av laks som
ha veert hold i kjglt ferskvann i fire timer fgr behandling.

(Dette gir ogsa mulighet til a oppna en optimal delta uten a ga hgyere i temperatur
enn 30 °C.)

Hey belastning med PMCV, PRV, SAV, P. theridion, P. perurans og Cand. B. cysticola er
assosiert med gkt dgdelighet ved termisk behandling.

Det ma foretas en ngye vurdering av gjellehelse og hjertepatologi f@r termisk
behandling av laksefisk.

Termisk behandling om varen, med lav belastning fra gjellepatogener, gir mindre
risiko for dgdelighet enn tilsvarende behandling om hgsten.



Hva ma prioriteres? Ny kunnskap for bedre gjellehelse.

* Videre utvikling av metoder for mekanisk avlusing.
* Nye metoder for kjemisk avlusing.

* Pkt kunnskap om de antatt mest alvorlige gjellepatogener.
* Er alle gjellepatogener hos laks i norsk oppdrett identifisert?

* Hvilke miljgfaktorer, i tillegg til temperatur, og andre patogener er viktig for
utvikling av gjellesykdom hos laks?

* Endringer i produksjon av laks i omrader med alvorlig gjelleproblemer?
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