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Forord

Denne oppgaven ble valgt pa bakgrunn av en stor interesse hos forfatterne for fiskevelferd og
baerekraftig matproduksjon. Noen produsenter har tidvis store utfordringer knyttet til
utviklingen av “taperfisk”. Vi gnsket a leere mer om denne problematikken, hva som forarsaker
utviklingen og om det er mulig a redusere andelen taperfisk. En reduksjon i andel taperfisk vil

kunne gi bedre fiskevelferd og en mer effektiv matproduksjon.

Sammendrag

Tittel: En studie av faktorer som kan pavirke forekomst av taperfisk i norsk oppdrettsnaring
Forfattere: Sofie Seli Ottesen, Kristine Rostad, Eiril Moen Soltvedt

Veiledere: Qystein Evensen, Arnfinn Aunsmo og Asgeir Ostvik

Norges miljg- og biovitenskapelige universitet, Fakultet for veterineermedisin, Institutt for

basalfag og akvamedisin

Utvikling av taperfisk koster oppdrettsneringen penger hvert ér, i tillegg til & representere en
velferdsutfordring. Andel taperfisk som utvikles varierer mellom ulike lokalisasjoner,
fiskegrupper og merder. Flere forskningsprosjekter har identifisert ulike faktorer som kan

pavirke utviklingen av taperfisk. Dette tyder pa en multifaktoriell arsakssammenheng.

Formalet med studien var 4 foreta en tverrsnittstudie med mal om & registrere faktorer i
ferskvanns- og saltvannsmiljeet som kan disponere for utvikling av taperfisk, samt foreta en
sammenligning av makroskopiske, histopatologiske og mikrobiologiske forhold hos taperfisk
og normal fisk. Resultatene viste store forskjeller i lengdevekst (taperfiskene hadde vokst

betydelig mindre i lengde sammenlignet med normal fisk fra samme fiskegruppe),
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tilstedevaerelse av subkutant fettvev (lite/ingenting hos taperfisk), heyere forekomst av

ubikvitere bakterier i hodenyret hos taperfisk, samt forekomst av PRV og PMCV hos bade

taperfisk og normal fisk.

Definisjoner og forkortelser

Tapersyndrom: “Tapersyndrom er en betegnelse for en tilstand der fisken avmagres eller ikke
vokser normalt og utvikler seg til tynne “tapere” eller “pinner”. Denne definisjon brukes

primart for fisk i sjeen, men en kan ogsé se taperfisk pa settefiskanlegg” (1).

Oyerogn: Utviklingsstadium for rognen, hvor gynene tydelig kan observeres som to svarte

prikker inni egget.

0-dring: Hostsmolt. Settes ut i merder i sjoen pa hesten, mindre enn ett ar gamle.

1-aring: Vérsmolt. Settes ut i sjgen pa varen, over ett ar gamle.

Smoltifisering: Prosessen hvor fisken gjennomgér en fysiologisk endring, slik at den skal

kunne leve 1 saltvann.

Smolt: Det fisken kalles etter at den har gjennomgétt smoltifisering.

Postsmolt: Stadiet nér fisken blir satt i sjo etter gjennomgatt smoltifisering.
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PCR: Forkortelse for Polymerase Chain Reaction. Dette er en metode som benyttes for &

masseprodusere DNA sekvenser. Nar man bruker denne metoden fir man oppkonsentrert den

sekvensen man ensker & underseke videre (2).

Primer: En kort sekvens med nukleinsyrer som fungerer som en «sgker» (probe) og er

startpunktet for oppformeringen av DNA eller RNA. Brukes blant annet til PCR og qPCR

).

Pinpoint bakteriekolonier: Punktformede bakteriekolonier med diameter < 1 mm.

Speilberg score: Score for & vurdere bivirkninger etter vaksiner. Graderes fra 1-6.

CMS: Kardiomyopatisyndrom, ogsa kalthjertesprekk, er en alvorlig hjertesykdom som kan

ramme oppdrettslaks i sjgen. Smittestoffet er piscint myokardittvirus (PMCV) (3).

HSMB: Hjerte og skjelettmuskelbetennelse er en smittsom virussykdom som kan ramme

oppdrettslaks. Smittestoffet er Piscine orthoreovirus (PRV) (4).

Benzoak vet.

Anestetikum til fisk. Brukes ogsa ved avliving gitt i overdose (5).
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Innledning

Oppdrettsnzeringen i Norge

Norsk oppdrettsnaering har siden pionerfasen pa 60-tallet hatt en enorm vekst og er né en av
Norges viktigste eksportnaringer. Verdien av norsk sjgmateksport har aldri vert heyere enn
den var i1 2019. Tilsammen ble det eksportert 2,7 millioner tonn sjemat til en verdi av 107.3
milliarder NOK. Dette tilsvarer hele 36 millioner maltider hver eneste dag hele aret eller 25 000
maéltider per minutt. Laks er den sterste arten malt i volum og verdi, og er et sa@rlig ettertraktet
produkt verden over. Det ble i 2019 eksportert 1.2 millioner tonn laks til en verdi av 72.5
milliarder NOK (6).

Den store veksten til oppdrettsnaringen har ikke vart uten utfordringer, og velferden til fisken
har den siste tiden fitt mye oppmerksomhet i media (7). I 2019 gikk hele 59,3 millioner

oppdrettslaks tapt, hvorav 52,8 millioner er kategorisert som “dedfisk” (1).

Taperfisk

“Taperfisk” er en type fisk som ofte klassifiseres som enten dedfisk, svinn eller destruert”.
Veterinzrinstituttet definerer i Fiskehelserapporten 2019 taperfisk slik: «Tapersyndrom er en
betegnelse for en tilstand der fisken avmagres eller ikke vokser normalt og utvikler seg til tynne
‘tapere’ eller ‘pinner’». Denne definisjon brukes primert for fisk i sjgen, men en kan ogsé se

denne definisjonen brukt pé taperfisk i settefiskanlegg (1).
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Figur 1. Sammenligning av fisk med forventet vekst (overst) og en taperfisk (nederst). Foto: Kristine Rostad

Figur 1 illustrerer storrelsesforskjellen mellom en normal fisk og en taperfisk. Disse to fiskene
kommer fra samme fiskegruppe og samme settefiskanlegg. De har statt i samme merd etter
sjosetting. Den normale fisken har vokst jevnt etter utsett, mens taperfisken har vokst lite etter

utsett.

Taperfisk er typisk avmagret, med lite eller totalt fraveer av fettvev rundt indre organer
(perivisceralt fettvev). Nyret er ogsa ofte merkere enn normalt. Bakteriologiske og virologiske
undersekelse gir som regel negative funn (1).

Utviklingen av taperfisk koster naeringen mye penger hvert ar. Taperfisken vokser minimalt og
vil derfor ikke kunne slaktes som normalt. Videre representerer utviklingen av taperfisk en
velferdsutfordring, da denne fisketypen virker 4 ta til seg lite naring, er apatisk og potensielt

kan fungere som reservoar for sykdommer.

Andel taperfisk som utvikles varierer mye mellom anlegg. Enkelte anlegg kan oppleve at 20-
25% av populasjonen utvikler seg til taperfisk, mens andre anlegg ikke ser ut til & ha dette
problemet i det hele tatt (8). Taperfiskproblematikken er kompleks og det er sannsynlig at flere
faktorer spiller inn i utviklingen og forekomsten av taperfisk. Manglende systematiske

registreringer gjor det utfordrende 4 kartlegge arsaksforhold. Det ma tas hensyn til at typen fisk

-10 -
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som kategoriseres som “taperfisk” ikke er standardisert og at dette representerer en mulig

feilkilde for variasjon i tallene.

Produksjonssyklus

Stamfisk

Produksjonssyklusen i oppdrettsneringen starter ved at det strykes kjennsmoden laks. Deretter
blandes rogn og melke slik at eggene befruktes og utvikles videre til & bli yngel (9). Stamfisken
selekteres pa basis av ulike kriterier ut fra en liste med enskede egenskaper som er viktig for en
god produksjon og et sett av ulike egenskaper knyttet til sykdomsresistens. Det er mange
forhold ut over den genetiske bakgrunn som bestemmer avkommets kvalitet, blant annet forhold

1 miljoet pa settefiskanlegget.

Rognfase og klekking

Den befruktede rognen blir oppbevart i lystette beholdere. Det renner vann over eggene hele
tiden. Temperaturen pa vannet er lavere enn 8 °C. Etter ca. 220 degngrader utvikler rognen seg
til ayerogn (9). Den taler da noe mer hindtering og kan transporteres til settefiskanleggene. Det
finnes flere store produsenter av rogn som leverer til oppdrettsselskapene, mens noen selskaper
star for rognproduksjonen selv. Det genetiske arbeidet er viktig for & fa rogn av god kvalitet.
Arbeid til rognprodusent deles gjerne i 3: 1. avl for & bedre det genetiske potensialet, 2. arbeid
for smittesikker rogn og 3. arbeid for god rognkvalitet med god overlevelse/ klekking, jevn
rogn, godt sortert etc. (personlig meddelelse, A. Aunsmo, 10.05.20).

Etter ca. 500 degngrader klekker rognen til plommesekkyngel (9). I plommesekken er det

naring som yngelen tar til seg, for de begynner a ta opp for.

-11 -
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Vekstfase i ferskvann
Yngelen vokser fra & vere ca. 0,1 gram ved klekking til & bli en smolt péd ca. 100 gram i lepet
av et halvt ar. Til sammenligning vil en laks i naturen bruke 2-5 ar i elven for den smoltifiserer
(9). Arsaken til den raske veksten hos oppdrettslaks skyldes optimal fortilgang, heyere
temperaturer og styring av daglengden. Fisken sorteres etter storrelse flere ganger pa
settefiskanlegget.
Pé settefiskanlegget blir laksen vaksinert mot de vanligste bakterie- og virussykdommene. Det
er vanlig med noe bivirkninger etter vaksinasjon. Noen fisk fir sterre vaksinereaksjoner enn
andre avhengig av hvilke vaksiner som brukes, om innstikkstedet ved vaksinasjon er korrekt
etc. Immunreaksjon 1 etterkant av vaksinasjon medferer at fisken omdirigerer mye energi til
betennelsesreaksjonen som har oppstitt og etterfelgende immunrespons. Dette kan fore til

redusert tilvekst.

Matfiskproduksjon i sjo

Laksen blir satt i sje nér den er ferdig smoltifisert. Framforingstiden i sjeen er mellom 14-22
méneder, litt avhengig av hvor i landet man er, vanntemperatur og lysforhold. Fisken slaktes
nér den har nddd en vekt pa 4-6 kg (10).

Vekstfasen i sjo er den lengste fasen for oppdrettslaks. Overgangen fra ferskvann til sjgvann
representerer et vesentlig stress for laks og det nye miljoet byr pé ulike typer utfordringer. En
laks som ikke er optimalt smoltifisert vil ha et darlig utgangspunkt for & kunne tilpasse seg det
nye miljoet. Fisken gar fra 4 bli foret i et relativt lite kar hvor foret neermest faller ned i hodet
pa dem, til 4 i sterre grad matte jakte pd maten i konkurranse med andre. Laks som av ulike
grunner er stresset eller redusert, vil kunne tape kampen om foret. De vil havne sist 1 keen og

svemme i utkanten for a fé i1 seg rester etter at den store fisken er forsynt.

-12-
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Faktorer som kan bidra til utvikling av taperfisk

Dirlig smoltifisering

Pa settefiskanlegget blir laksen sortert i ulike grupper etter storrelse. Fisken sorteres etter behov
fram til vaksinering i oktober, men blir ikke sortert ytterligere for den blir satt ut pafelgende
vér. Sterrelsesvariasjoner innad i fiskegruppen kan pévirke smoltifiseringen og fere til at
fiskegruppen smoltifiseres i ujevnt tempo. Deler av fiskegruppen kan ha smoltifisert flere
ganger for utsett, mens andre deler av fiskegruppen ikke har startet pa sin smoltifisering enda.
En slik spredning vil innebzre at deler av fiskegruppen ikke nedvendigvis er optimalt
smoltifisert for & settes i sjo. Slik fisk vil ha et darligere utgangspunkt for a takle overgangen,
og kan utvikle seg til en “smolttaper”. Smolttaperne vil man kunne observere kort tid etter at
fisken er satt i sjo, da disse ofte sliter med ionereguleringen og ikke vil ga i matfatet. Dersom

disse overlever kan de ha heyere risiko for & utvikle seg til taperfisk.

Vannkvalitet

God vannkvalitet er viktig i alle laksens utviklingsstadier og dérlig vannkvalitet kan potensielt
pavirke laksens velferd og helse 1 negativ grad. I settefiskperioden gar laksen enten i
gjennomstreomningsanlegg eller resirkuleringsanlegg. De ulike anleggstypene har ulik
utforming og ulike utfordringer nar det kommer til vannkvalitet. Viktige indikatorer er blant
annet pH, temperatur, gasser og metallinnhold. God ravannskilde er viktig, i tillegg til
overvaking og oppfelging av vannkvaliteten (Rosseland, forelesning NMBU: Vannkvalitetens
betydning for oppdrett av laksefisk: Aluminium, Oslo, 2020). Darlig vannkvalitet i
settefiskperioden kan vere en risikofaktor for utvikling av taperfisk. I sjofasen er det mindre
regulering av vannkvaliteten, men det er viktig & ha kontroll pa for eksempel oksygennivéet i
forbindelse med stressende handteringssituasjoner, siden laksen bruker mer oksygen nar den

trenges.

-13 -
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Infeksjoner
Laksen kan utsettes for ulike agens (virus, sopp, bakterier og parasitter) bade i ferskvann- og
sjovannsfasen. Det er krevende for fisken & héndtere en infeksjon, hvor store deler av
energiomsetningen brukes til & handtere sykdommen. Fisken spiser i tillegg mindre nér den er
syk og dette forer til nedsatt tilvekst. Veterinarinstituttets definisjon av tapersyndrom beskriver
bakteriologiske og virologiske undersgkelser som negative, i de fleste tilfeller (1). Basert pa
dette mistenkes det ikke at infeksjoner i seg selv forer til utvikling av taperfisk. En kan likevel
ikke utelukke at det kan veere en medvirkende arsak, og serlig kan kroniske virusinfeksjoner

spille en rolle.

Tidlig kjennsmodning

Fisk 1 oppdrett er avlet for & fa en sen kjonnsmodning. Nesten all laks er anadrom, og vandrer
ut til havet (11). Hannlaks som blir kjgnnsmodne uten & ha vert i havet kalles for dverghanner.
Nér unge hannlaks blir utsatt for kontinuerlig lys og hey temperatur pa settefiskanlegget kan
kjennsmodningen starte (12). En kjennsmoden laks har sitt naturlige opphold 1 ferskvann. I
sjovann vil den ha redusert forutnyttelse og redusert tilvekst (13). Den far vandreadferd, siden
det naturlige for den vil veere a vandre tilbake til elva for & gyte. Om kjennsmodning har noe &

si for utviklingen av taperfisk er usikkert.

Stress

I en studie utfert i samarbeid med Faggruppen for dyrevelferd ved Havforskningsinstituttet ble
det pavist okt serotoninaktivitet i hjernen og ekt kortisolproduksjon hos taperfisk (14). Kortisol
er stresshormonet som finnes hos fisk og andre dyr, mens serotonin er en signalsubstans i
hjernen som har en viktig funksjon nar det kommer til & regulere appetitt, humer og adferd. Det
er normalt med en stressrespons ved endringer som for eksempel sortering, vaksinering og

transport. En stressrespons kan 1 slike tilfeller vere gunstig og gjere at fisken takler

-14 -
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handteringen bedre. Dersom fisken utsettes for flere stressorer samtidig kan det ha en negativ
virkning pd bade helse og tilvekst. En laks i en kunstig produksjonssyklus utsettes for et stort
antall stressorer som den ikke nedvendigvis ville bli utsatt for i vill tilstand. Videre er dagens
laks en relativt nylig domestisert art. Det er ikke utenkelig at laksen mé takle stressorer den ikke
er evolusjonsmessig utviklet for & métte takle. Hva som ferer til endringene i hjernekjemi og

hormonproduksjon er ikke direkte kjent, men det kan indikere at taperfisk er kronisk stresset

(15).

Evolusjon

En hunnlaks legger i naturen ca. 7600 egg pa elvebunnen, som sa blir fertilisert av hannene (Ian
Mayer, forelesning NMBU: Fish reproduction, Oslo, 2018). Laksen har en
reproduksjonsstrategi som innebarer at den legger et stort antall egg, som sa blir overlatt til seg
selv. En slik kvantitativ reproduksjonsstrategi, hvor det i utgangspunktet produseres et hayt
antall avkom, vil innebere at noen individer statistiske sett er darligere rustet for overlevelse
enn andre. Kan det vare slik at vi md regne med at noen individer med suboptimale, eller
mindre tilpassede egenskaper, overlever lenger under oppdrettsforhold enn hva som er tilfelle 1

vill tilstand?

Maseaval

Denne oppgaven er skrevet i samarbeid med Mésgval Fiskeoppdrett, som holder til pa Froya i
Trendelag. Bedriften ble startet i 1973 og drev de ferste drene med oppdrett av regnbueerret. I
1977 startet de med oppdrett av laks, og er slik & regne blant pionérene i oppdrettsnaeringen.
Maseval har totalt ni konsesjoner og har drift pd syv lokaliteter for matfiskproduksjonen.
Produksjonen skjer i kommunene Froya, Kristiansund, Hemne og Aukra kommune (16).
Proveuttaket i oppgaven ble utfort ved lokalitet Fjolveret pa Froya Nord og det er hentet data

fra settefiskanlegget Laksavika.

-15-
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Formalet med oppgaven

Formalet med denne studien var a foreta en tverrsnittstudie, ved lokalitet Fjolvaret (Maseoval),
med mal om a registrere faktorer i miljoet i ferskvann og etter sjosetting som kan ha betydning
for utviklingen av taperfisk, samt & foreta en sammenligning av makroskopiske,

histopatologiske og mikrobiologiske forhold hos taperfisk og normal fisk.
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Materiale og metoder

Studiepopulasjonen er atlantisk laks (Salmo salar L.) med karakteristisk taperfiskfenotype,
definert som: avmagrede, tynne fisk (’pinner”’), med avvik i lengde og vekt, sammenlignet med
normal fisk som er satt ut samtidig (1). Den normale fisken fungerer som kontrollgruppe.
Laksen 1 wundersokelsen er fra matfiskanlegget Fjolvaeret. Anlegget er plassert i

produksjonsomradet «Nordmere og Ser-Trendelagy.

Det ble samlet inn informasjon om vannkvalitet, dedelighet/destruert fisk i settefiskanlegget,
gjennomfort bivirkningskontroll og informasjon om vekstutvikling, dedelighet, foropptak, og
spesifikk vekstrate (SGR) i de utvalget merdene hvor det ble foretatt proveuttak (se nedenfor).
Béde studiepopulasjonen og kontrollgruppen har lik vaksinasjonsstatus og kommer fra

settefiskanlegget Laksavika.

Studieutvalget ble tatt ut fra utvalgte merder pé lokalitet Fjolveret: merdene 108, 109 og 110.
Valget av merder er basert pa tallmateriale, tilsynsrapporter fra 2019 og observasjoner gjort av

personale ved lokalitet Fjolvaeret.

Proveuttaket ble gjennomfoert 6. november 2019. Utvalget av taperfisk i studien er basert pa
mengde taperfisk som var tilgjengelig pa uttaksdato. Det ble hosten 2019 lagt ned et omfattende
arbeid for & effektivisere opptak av taperfisk (Henny Ferde, personlig meddelelse, Fraya 2019),
med det resultat at majoriteten av taperfisken allerede var fjernet fra merdene da proveuttaket

skulle gjennomfores.

Taperfisken ble fanget inn manuelt med hév (figur 2). Normal fisk (kontrollgruppe) ble fanget
inn ved & heise opp dedfiskhdven og «lokke» de inn i denne ved & kaste forpellets over den.

Taperfisk og normal fisk ble avlivet i en bette med en overdose Benzoak Vet (200 mg/ml).
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Det ble samlet inn 33 fisk totalt og hver enkelt fisk ble merket med lapp i munnen som viste

merdnummer og nummer pd fisken (figur 3). Tabell 1 viser antall fisk fra de respektive

merdene.

Tabell 1: Tabellen viser antall taperfisk og normal fisk tatt opp fra merd 108, 109 og 110.

Antall Merd 108 Merd 109 Merd 110 Totalt
Taperfisk 4 8 9 21
Normal fisk 2 5 5 12
Sum 6 13 14 33

Figur 2: Fangst av taperfisk fra merdkanten. » Figur 3: Merking av fisk (lapp med nummer i munnen).

Foto: Kristine Rostad Foto: Kristine Rostad

- 18 -




Ottesen, Rostad, Soltvedt

Taperfisk

Proveuttak

Utstyr brukt til preveuttak inkluderte skalpell, saks, pinsett, hav, formalinbeholdere, RNA-later,
sterile podegser, tommestokk, bakterieskaler med blodagar tilsatt 2% salt, méleband, beholder
for skarpt materiell, hansker, papir, blyant.

For proveuttak ble lengden for hver enkelt fisk registrert, for vurdering av eventuell vekst fra
utsettkontroll og frem til dato for prevetakning (6. november 2019). Folgende prover ble tatt ut
med sterile metoder til RNA-later: hjertespiss og hodenyre. Folgende vevsprover ble fiksert i
formalin: gjelleprove fra andre gjellebue venstre side, hudsnitt inkludert red og hvit muskulatur,
lever, milt, pankreas med blindsekker, tarm, nyre (midtnyre) og hjerte. Vevsprovene ble fiksert
i proveglass med 15-20 ml 10% bufret formalin. Prevene fra hvert individ ble lagt i individuelle

proveglass, merket med tidspunkt, dato og individnummer.

Uttak for bakteriologisk undersekelse (etter uttak av prever til RNA-later, for uttak av
vevsprove): svaber fra hodenyret. Proven ble sadd ut pa blodagar tilsatt 2 % NaCl og fortynnet

i tre omganger. Bakterieskdlene fra samtlige fisk ble inkubert ved 15 °C i 4 degn.

Bakteriemorfologi

Totalt ble det tatt bakterieprover av 21 taperfisk og 12 normale fisk. Basert pa
bakteriekolonienes morfologi ble det gjort et utvalg for videre utstryk og preservering.

Bakteriene ble vurdert pa sterrelse, form, farge og konsistens.
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Sekundzrutstryk og preservering

Basert pa bakteriemorfologien ble det foretatt sekunderutstryk og preservering av de
forskjellige typene av bakteriekolonier. Der bakteriomorfologien var lik ble det kun sadd ut én
prove for videre karakterisering. Malet var slik at alle bakterietypene var representert videre,
uten at alle bakteriene ble karakterisert. Totalt ble 8 ulike bakteriekolonier sddd ut pd marin
agar. To av provene ble i tillegg til & bli sddd ut pa blodagar (én med hemolyse og én uten
hemolyse). Skalene ble inkubert ved 15 °C i 3 degn.

Preserveringen ble utfert ved & overfere bakteriekolonier i renkultur til 1 ml glycerol.

Preserverte prover ble lagret ved - 80 °C.

Gramfarging

Gramfarging er en teknikk som differensierer mellom to grupper bakterier, basert pa
sammensetning av celleveggen til bakteriene. Grampositive bakterier har et tykt
peptidoglykanlag i celleveggen og vil farges lilla gjennom gramfargingsprosedyren. De
gramnegative bakterienes cellevegg har et tynt peptidoglykanlag, samt en lite gjennomtrengelig
yttermembran bestaende av lipopolysakkarider. Disse vil miste lillafargen i lopet av prosedyren,

og heller farges rede (17).

Reagenter:

Gram’s crystal violet Solution
Gram’s iodine Solution
Gram’s Decolorizer Solution

Gram’s safranin Solution
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10 ul PBS ble plassert pa et objektglass. Deretter ble én bakteriekoloni overfort aseptisk og
blandet med PBS. Blandingen ble spredd utover i en sirkel med en podendl. Sa ble blandingen
luftterket og fiksert over flamme for proven ble avkjolt.
Gram’s crystal violet Solution ble helt over og holdt pd preven i 60 sekunder. Fargestoffet
(krystallfiolett) binder seg til peptidoglykanlaget. Deretter ble fargen helt av og preven skylt
med springvann. Gram’s iodine Solutuin ble s& applisert og holdt pa preven i 60 sekunder.
Denne losningen forarsaker dannelse av et iodin-krystall-kompleks. Fargen ble deretter helt av
og preven skylt med springvann. Videre ble Gram’s Decolorizer Solution (95 % etanol) pafert
i 10-15 sekunder. Denne vasker bort krystallfiolett-jodid fra de gramnegative bakterienes
cellevegg. Praven ble sa skylt forsiktig under springvann. Til slutt ble Gram’s safranin Solution
pafort 1 60 sekunder. Safranin farger de gramnegative cellene rede. Losningen ble deretter skylt
av, og proven luftterket. Praven ble sa lest av ved direkte lysmikroskopi. Bakteriene ble vurdert

pa 100 x forsterrelse, med olje. Gramfarging og form ble vurdert.

Biokjemiske metoder

Katalase
Denne testen viser om bakteriene produserer enzymet katalase. To-tre bakteriekolonier ble
blandet 1 40 pl hydrogenperoksid (H,0O,). Bobler/utvikling av gass indikerer positiv test. Ingen

bobler/gassutvikling indikerer negativ test.

Oksidase
Formalet med testen er & se om bakteriene produserer cytokrom c¢ oksidase, et enzym som er
aktivt i elektrontransportkjeden. Dersom enzymet er til stede vil det oksidere reagenten

(tetramethyl-p-phenylenediamine) pa stripsen til indophenoler. Dette vil gi et blé/lilla
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fargeomslag (positiv test). Dersom enzymet ikke er tilstede vil reagenten ikke bli oksidert, og
stripsen forbli fargelos (negativ test). Alle bakterier som er oksidase positive er aerobe eller

fakultativ aerobe (18). To-tre bakteriekolonier ble overfort til Cytokrom Oksidase-strips. Testen

ble lest av etter 30 sekunder.

Molekylaere metoder

DNA-ekstraksjon

DNA isoleres fra cellulert materiale og er grunnlaget for PCR reaksjonen. Overordnet bestar
prosedyren av tre trinn: isolering av DNA, vasking/eliminering av annet cellulert materiale og
utfelling av DNA.

Prover: 10 stk bakteriekolonier i renkultur, dyrket pd marin agar ved 15 grader.

DNAeasy Blood and Tissue Kit: Fra hver bakterieskal ble det overfort bakteriekolonier til 200
ul PBS. Det ble sé tilsatt 20 ul proteinase K og 200 pl buffer AL til hver beholder. Dette ble
blandet ved & bruke en vortexer, deretter inkubert ved 56 °C i 10 min, med kontinuerlig
bevegelse. Resultatet av disse stegene er cellelysis og frigjering av DNAet. Videre ble det tilsatt
200 pl etanol (96 % etanol) til hver prove, for blanding med vortexer.

Hver blanding ble deretter overfort til hvert sitt minispinn-rer som ble plassert i et 2-ml
samleror. Dette ble sentrifugert pa 8000 rpm (rounds per minute) i 1 min, for samlereret ble
kastet. Minispinn-reret ble overfort til et nytt samlerer som ble tilsatt 500 pl buffer AWI,
sentrifugert pd 8000 rpm i 1 min. Samleroret ble deretter kastet. Minispinn-reret ble videre
overfort til et nytt samlerer. Det ble tilsatt 500 pl buffer AW2, sentrifugert pa 13 000 rpm i 3
min. Samleroret ble deretter kastet. Minispinn-reret ble s& overfert til et nytt samleror og
sentrifugert igjen pa 13 000 rpm i 3 min. Gjennom denne prosedyren festes DNA til membranen

1 minispinnreret, mens resterende komponenter i cellen vaskes bort. Minispin-reret ble overfort
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til et nytt samlerer. Det ble tilsatt 40 pl destillert vann for eluering av DNA. Provene ble

inkubert ved romtemperatur (15-20 °C) i 1 min, for s & bli sentrifugert i 1 min pd 8000 rpm.

Isolert DNA ble samlet i et eget samleror.

Miling av DNA-konsentrasjon

DNA-konsentrasjonen i prgvene ble malt ved hjelp av et Epoch Microplate Spectrophotometer.
Denne maskinen sender elektromagnetiske straler med en bestemt frekvens gjennom provene,
og kan ut ifra absorpsjonsgraden estimere mengden DNA (19). Forst ble maskinen kalibrert
med destillert vann. Deretter ble 2 pl fra hver preve overfort til mikrovolumplaten for
kvantifisering av DNA. Det ble tilsatt et storre volum av prevene, der konsentrasjonen var lav,

for & gjore konsentrasjonene sa like som mulig.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR er en metode for 4 amplifisere spesifikke DNA-sekvenser. Dette gjores ved 4 tilsette DNA-
polymerase, et enzym som syntetiserer polymerer av nukleotider, i tillegg til primere,
Mastermix og destillert vann. Primerne som ble brukt var 16 CIFA Universal Forward (27F)
og 16 CIFA Universal Reverse (1492R). Mastermixen bestar av nukleotider, Mg*", buffer og
DNA-polymerase. Totalt ble 10 pul Mastermix, 11,5 pl destillert vann, 0.5 pl forward primer
(konsentrasjon 100 pmol/ul) og 0.5 ul reverse primer (konsentrasjon: 100 pmol/ul) blandet
sammen og overfort til PCR-bronn. Deretter ble det tilsatt 2.5 ul DNA (templat). Totalt innhold
i brenn var 25 pl.

Provene ble deretter satt inn i PCR-maskin (T100 Thermal Cycler) for videre prosessering
(figur 4). Folgende program ble brukt: Steg 1: prevene ble varmet til 95 ° C i 5 minutter. Steg
2:95°C i1 min. Steg 3: 55 °C i 1 min. Steg 4: 72 °C i1 1 min. Steg 2-4 ble deretter repetert 35

ganger. Steg 6: 72 “C 1 7 minutter. Deretter ble praven avkjelt til 4 °C.
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Figur 4: Program PCR, T100 Thermal Cycler. Foto: E. Soltvedt

Den heye temperaturen i steg 1 og 2 forer til at dobbelttrddene denaturerer (separeres) til
enkelttrader. Temperatursenkningen i steg 3 gjor det mulig for primerne a feste seg til den
komplementare sekvensen pa DNAet. Temperaturekningen i steg 4 forer deretter til at DNA-
polymerasen danner en ny DNA-trdd, ut fra primere, med templat-DNAet som mal. I
pafelgende sykluser vil de nye kopiene av DNA-tradene ogsd fungere som templat for nye

DNA-trader, slik at man far en eksponentiell gkning (20).

Gel-elektroforese
Gelelektroforese gir ut pa a skille DNA-segmenter av ulik sterrelse, i en agarosegel. Dette

gjores ved opprettelse av et elektrisk felt i gelen, og negative molekyler, som DNA, vil vandre
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mot den positive polen. Vandringshastigheten vil vere avhengig av sterrelsen pd molekylene

og voltstyrken. Smé molekyler vil vandre raskere gjennom gelen enn store molekyler. Agarose

er et polysakkarid som muliggjer denne vandringen (21).

1.5%-agarosegel ble laget ved 4 tilsette 1.5 g agarosepulver (Sigma Aldrich) i 100 ml TAE-
buffer, for sa 4 bli varmet i mikrobglgeovn i 3 min. Deretter ble gelen kjelt ned til ca 50 °C.

100 ml flytende agarosegel ble tilsatt 10 ul SYBR safe DNA gel stain (binder seg til DNA og
muliggjer visualisering vha. UV-lys) og blandet forsiktig. Blandingen ble s& overfort til form
og brenner ble plassert i gelen. Etter 30 min var gelen fast. Den ble da overfort til
elektroforeseboksen. For provematerialet ble overfort til bronnene, ble det i hver prove tilsatt 2
ul DNA Gel Loading Dye. Dette ble blandet forsiktig, for si & bli overfort til brennene 1 gelen.
Brenn nr. 1 ble tilsatt 10 pl marker (1kb marker). Elektroforesen ble kjort pa 95 V, 400 mA og

45 min. Gelen ble deretter undersegkt i UV-lys.

Gel-ekstraksjon

Ekstraksjon av DNAet ble utfort etter protokoll for QIAquick Gel Extracion Kit. Formalet med
denne prosedyren er a fjerne gel, primere, enzymer mm., slik at man kun sitter igjen med DNA.
Forst ble gel med band kuttet under UV-lys, med skalpell (ca. 100 mg gel pr. band). Hver gel
ble overfort til en 2-ml eppendorftube. Videre ble det tilsatt 300 ul buffer QG til hver tube
(forhold buffer: gel: 3:1). Dette ble inkubert pd 50 °C i 10 min, under kontinuerlig bevegelse,
for 4 lase opp gelen. Det ble sé tilsatt 100 pul isopropanol til hver prove. Isopropanol gjer DNAet
klart for videre prosessering. Vasken ble sd overfort til et QIAquick spinnrer. Denne har en
membran som binder DNA. QIAquick spinnreret ble plassert i en 2-ml samletube og
sentrifugert i 1 minutt ved hastighet 13000 rpm. Vasken som passerte membranen ble kastet.

Videre ble det tilsatt 500 ul QG-buffer i hver prove, for de ble sentrifugert i 1 minutt pd 13000
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rpm. Vasken som passerte membranen ble kastet. Deretter ble det tilsatt 750 ul PE-buffer, for

provene ble sentrifugert i 1 min pa 13000 rpm. QIAquick spinnreret ble sa plassert i en ny 2 ml

samleror og tilsatt 20 ul RNAse-fritt vann. Videre ble det sentrifugert i 1 minutt pd 13000 rpm.
Renset DNA ble slik samlet i samleroret.

DNA-konsentrasjonen ble méilt for innsendelse til Eurofins Genomics for sekvensering. Der

DNA-konsentrasjonen var hay ble det tilfort destillert vann, slik at konsentrasjonene ble justert

til & ligge innenfor 10-30 ng/ul.

Histologi

Preparering av histologiske snitt

Vevsprovene ble lagt i formalinbeholdere merket med individnummer, merdnummer og organ.
Videre ble det besluttet & lage snitt av gjeller, hjerte, hud og muskel, lever og tarm. Alle
taperfiskene ble inkludert, i tillegg til to normale fisk fra hver merd. Totalt ble det sendt inn

prover fra 21 taperfisk og 6 normale fisk fordelt pd de tre merdene (108,109, 110).

Formalinfiksert vev fra gjelle, hud/muskel, hjerte, lever og tarm ble dehydrert og innstept i
parafin pa vanlig mate. Snittene ble skaret ca. 3-4 um tykke og farget med hematoxylin og eosin

(H&E) etter standard prosedyre (Veterinerinstituttet).

Histologisk vurdering

Snittene ble forst vurdert ved bruk av lysmikroskopi, for & fa en oversikt over normalvariasjon
og tilstedeverelse av patologiske forandringer. Videre ble det foretatt en subjektiv vurdering
av patologiske forandringer og grad av forandringer i de ulike organene i alle snittene, som

beskrevet nedenfor.
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For gjeller, hud/muskel, tarm og hjerte ble eventuelle patologiske forandringer vurdert som

folger:

Gjeller
Gjellesnitt ble wunderseokt for fortykkelser i1 sekunderlameller, slimcellehyperplasi,

Epiteliocystis, aneurismer, betennelsesceller og okt blodmengde.

Hud/muskel
Hudsnitt ble undersekt for intakt epitel og epidermis, tilstedevarelse av normal red og hvit

muskulatur, betennelsesceller og nekrose.

Hjerte
Atrium, ventrikkel (stratum spongiosum og stratum compactum) og bulbus arteriosus har blitt
vurdert med tanke pa tilstedevearelse av betennelsesceller, nekrose, annen patologi. Epikard:

tykkelse og type celler er vurdert.

Lever
Subjektiv scoring av intracellulaer vesikkelstorrelse (mikrovesikler, intermedigre/store vesikler

1 hepatocyttenes cytoplasma) og -utbredelse (sparsomt, moderat, moderat/mye, mye).

Tarm

Tarmsnitt ble undersokt for intakt epitel med begerceller, eventuelle abnormaliteter i mucosa,

tilstedevarelse av pankreas, bendelorm, fettinnhold og betennelsesceller.
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Virologiske undersgkelser

RNA-isolering og real-time PCR-analyser

RNA-hjerteprover preservert i RNAlater ble ekstrahert med en modifisering av TRIzol
(Invitrogen, USA) metode. Total RNA ble renset opp fra supernatanten ved bruk av RNeasy®
Mini Kit ifelge produsentens protokoll (Qiagen, Hilden, Tyskland). Etter eluering ved bruk av
RNase-fritt vann ble RNA kvantifisert ved bruk av Gen5 take3TM (BioTek®, USA).
Genekspresjonsanalyse ble utfort ved bruk av kvantitativ real time PCR (qQRT-PCR) basert pa
kommersielle kit (Schweitzer Biotech Company, Taiwan). Kit’et innholder alle reagenser for
gjennomforing av PCR analyser og qRT-PCR-amplifisering ble utfort i en 96 Light-Cycler®-
maskin (Roche Applied Science). PCR betingelsene var som folger; 50 °C i 15 minutter for
reverse transkribering, 95 °C i 5 min for enzym aktivering, 95 °C i 10 sekunder for denaturering.
Totalt ble det kjort 40 sykluser. Pavisning av amplicon ble gjort ved bruk av spesifikk probe
for PMCV, PRV og IPNV genom. Positive prover basert pd plasmid med sekvenser som kodet
for infeksigs pankreas nekrose virus, orthoreovirus og piscint myocarditt virus ble brukt med
10%, 10° og 10° kopier som positive kontroller (22). Flere detaljer vedrerende inkubering og

volumer brukt ved real-time PCR analysen er vist i appendix.
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Resultater

Vannkvalitet

Laksévika settefiskanlegg er et gjennomstremningsanlegg med en overflatebasert rdvannskilde,
hvor det har veart settefiskproduksjon siden 1981. Anlegget kjoper inn ferdig befruktet rogn fra
AquaGen. Gain-rogn er en avlslinje for bedre luseresistens, handteringstoleranse og vekst
(Henny Forde, personlig meddelelse, Fraya 2020). Temperaturen i vannet varierer gjennom aret
og kan pa det kaldeste vaere nede i 1-2 °C. Det er humus i vannet, og det er i perioder
“kaffebrunt” i fargen. pH-verdien ligger i snitt mellom 6 og 6.5. Det er registrert perioder med
heyt niva av aluminium og av andre metaller finnes kobber og jern i vannet. Bufferkapasiteten
(hardhet, alkalitet, ledningsevne, ANC) er lav. Det tilsettes silikat ved inntaksreret som bidrar,
sammen med humusen, til & binde metaller. Kalk tilsettes for & ke bufferkapasiteten (Henny
Forde, personlig meddelelse, Froya 2020).

Vanntemperaturen i klekkeriet, A-hallen og B-hallen kan styres etter onske. For rognen klekker
er det ca. 7 °C i vannet. Etter klekking skrus temperaturen gradvis opp til 9-10 °C. I A-hallen
justeres temperaturen videre til 13-14 °C. B-hallen bruker i restvarme fra klekkeriet og A-hallen
ligger gjerne et par grader under denne. Nar ravannstemperaturen er over 10-12 °C stoppes
varmejusteringen helt. C-hallen og utekar har kun ravannstemperatur, noe som innebarer at
karene her har mellom 1-18 °C, avhengig av arstid. Informasjon vedrerende vannkvaliteten er
basert pa opplysninger fra oppdrettsselskapet som eier settefiskanlegget. (Henny Ferde,
personlig meddelelse, Froya 2020). Det er ikke utfort egne vannanalyser i forbindelse med

denne oppgaven.
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Dedelighet og destruksjon/avliving

Klekking av rogn skjer pa et eget klekkerirom. Etter at rognen er klekket og plommesekken
absorbert (ca. 0.15-0.2 gram) blir yngelen flyttet til A-hallen, ogsa kalt startforingsavdelingen.
Nér fisken er rundt 6-7 gram flyttes fisken videre til B-hallen for videre vekst. Ved rundt 25
gram sorteres og flyttes fisken inn i C-hallen og til utekar. Her stér fisken frem til den vaksineres
ved ca. 40 gram. Etter dette blir fisken stdende i de sterste karene, samt noen ganger i B-hallen,
hvor det er mulighet for oppvarming av vann. Smoltifiseringen skjer her. Fisken settes ut ved
ca. 120 gram (Henny Forde, personlig meddelelse, Fraya 2020).

Registrering av dedelighet, Laksévika: 6 % av dedeligheten er registrert fra innlegg av rogn til
klekking, 31 % fra klekking til starforing og 63 % fra startforing til salg. Av
destruksjon/avliving tas 30 % ut pd klekkeriet. Dette er rogn som aldri har klekket. De
resterende 70% er tatt ut i forbindelse med sortering/andre drsaker (Henny Ferde, personlig

meddelelse, Fraya 2020)

Bivirkningskontroll

Det ble gjennomfert bivirkningskontroll 04.04.19 av 2x20 fisk, fer utsett i sjo. Den ene
fiskegruppen fikk 1.38 pd Speilberg score og den andre gruppen fikk 1.35, begge innenfor
«normale» vaksinebivirkninger (score 1-2). Vaksinescore 1-2 kan gi kortvarig appetitt og
veksttap noen uker etter vaksinering med noen prosent lavere tilvekst, ved ellers optimale

forhold for vekst (23).
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Laksens utvikling i merd 108, 109 og 110 (mai 2020)

Tabell 2 viser mengde taperfisk registrer i de utvalgte merdene. Utgdende fisk (registrert som
taperfisk etter giennomgang av dedfiskhaven) og destruert fisk (aktivt tiltak hvor fisken fanges

med hiv av velferdshensyn og avlives) er summert.

Tabell 2: Prosentandel taperfisk i merd 108, 109 og 110 (summert utgaende fisk + destruert

fisk). (Henny Ferde, Dedelighet og destruksjon for Fjelveret per 03.10.19)

Merd 108 Merd 109 Merd 110

Taperfisk % 4,76 % 4,55 % 4,78 %

Etter at det ble tatt ut relativt store mengder taperfisk sensommeren 2019 har laksen i merd 108,
109 og 110 hatt en bedre tilvekst enn forventet (figur 5: tilvekst i prosent, figur 6: akkumulert
tilvekst i prosent, figur 7: vekt, figur 8: akkumulert VF3). Det er ikke startet utslakting av disse
fiskegruppene enda. Fisken i de gvrige merdene pé Fjolvaret og Langeya har ogsé hatt en god
tilvekst. Noe av arsaken til dette kan vere at det ikke har vaert forekomst av PD eller andre
sykdommer som har forstyrret tilveksten. Det tas ut en og annen taperfisk fortsatt, men trolig
ble det meste fisket ut tidlig (destruert). (Henny Ferde, personlig meddelelse, Fraya 2020) Etter
splitting av merd 108 gkte dedeligheten noe i en periode. Sett bort i fra dette har fiskehelsen i
all hovedsak vart god, med lav dedelighet og god tilvekst. Noe HSMB er registrert. Dette

stemmer overens med vare funn pa histologi av hjertet.

Alle merdene (101-110) er samlet avlust totalt syv ganger med delta dedelighet mellom 0,18 %
og 0,39 % (vurderes som relativt lavt) og effekt fra 85 % til 97 % (kjennsmodne hunnlus +

bevegelige stadier) (Andreas Skagey, personlig meddelelse, Froya 2019).
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Det ble 1 august 2019 observert store mengder taperfisk i merd 108 og 110 (100-200 taperfisk
pr. merd). Hosten 2019 hadde merd 108, 109 og 110 heyere andel taperfisk enn resterende
merder i anlegget (totalt 12 merder) (Andreas Skagey, Besoksrapporter Fjolvaeret, feb. 19 —

aug. 19).

Tilvekst% (SGR) i perioden

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
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0,2

apr.19 mai.19 jun.19 jul.19 aug.19 sep.19 okt.19 nov.19 des.19 jan.20 feb.20 mar.20

e iglvaeret 108  em===Fjglvaeret 109 e Fjglvaeret 110

Figur 5: Tilvekst i % hos laks i merd 108, 109 og 110 i perioden april 19 til mars 20.

Akkumulert tilvekst% (SGR)
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0,8
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e iglvaeret 108  em===Fjglvaeret 109 e Fjglvaeret 110

Figur 6: Akkumulert tilvekst i % hos laks i merd 108, 109 og 110 i perioden april 19 til mars 20.
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Vekt
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Figur 7: Vekt (gram) hos laks i merd 108, 109 og 110 i perioden april 19 til mars 20.

Akkumulert VF3
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Figur 8: Akkumulert VF3 hos laks i merd 108, 109 og 110 i perioden april 19 til mars 20.
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Makroskopisk vurdering av normal fisk og taperfisk

Makroskopisk undersokelse, ytre overflater: Det ble registrert sar pa gatt- og bukfinne hos én
normal fisk. Hos resterende fisk (bade taperfisk og normale) ble det ikke observert sér eller
skader i hud/skjell, med unntak av noe finneslitasje. En normal fisk hadde én skottelus (Caligus

elongatus) tilheftet. Det var ingen tegn til exopthalmos eller annen patologi.

Taperfisken var tydelig avmagret og betydelig mindre i sterrelse enn den normale fisken. Den
normale fisken hadde en lengde pa i gjennomsnitt 50 cm og i godt hold. En taperfisk manglet
halve gjellebuen pé& venstre side, og representerte det eneste funnet av utvendige

misdannelser/skader/forandringer. Taperfiskene var noe merkere i fargen enn den normale

fisken (figur 9).

d Z% e eesesssssesusEs
| el )

Figur 9: Tilfeldig valgt normal fisk og taperfisk for makroskopisk
sammenligning. Foto: Kristine Rostad

Makroskopisk undersokelse, indre organer: Hos taperfisken var det totalt fraveer av
makroskopisk synlig, perivisceralt fettvev. En taperfisk hadde unormal form pa hjertet (nr. 24).
Samtlige av de provetatte taperfiskene hadde forinnhold i tarmlumen. Det var ikke mulig a

spesifisere makroskopisk om dette var forpellets eller annet organisk materiale.
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Hos den normale fisken var det synlig perivisceralt fettvev. Det ble registrert sammenvoksinger
1 buken hos 8/12 normale fisk. Videre ble det registrert lever med gulaktig farge hos én fisk (nr.

2) samt veeske i hjertesekken hos én fisk (nr. 4). Alle de normale fiskene hadde innhold i tarmen.

Kroppslengde

Ved proveuttak ble det malt kroppslengde pa samtlige fisk. Det var stor forskjell pa taperfiskene
og den normale fisken. Data fra Fjelveret viser at den normale fisken i1 disse merdene har storre

tilvekst enn gjennomsnittet for anlegget.

!

E %IW;’"',,"'g?lnmﬂllyggl,lw%wg!xg"II":';Q“'““F":'HI‘

Figur 10: Taperfisken hadde ved proveuttak 6. november en gjennomsnittslengde pd 24,5 cm. Foto: Kristine Rostad

Fisken fra Laksavika hadde en gjennomsnittslengde pa 19,8 cm (variasjon fra 17-24,5 cm) ved
sjosetting i merd 108 og 109. Gjennomsnittsverdiene for merd 110 er ikke oppgitt.
Ved preoveuttaket 6. november 2019 hadde normalfisk en gjennomsnittslengde pé 45,5 cm

(variasjon fra 44 - 56 cm) 7 méneder etter utsett. Ved proveuttak hadde taperfisken en
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gjennomsnittslengde pa 24,5 cm (variasjon fra 22 cm - 28 cm, figur 10). Dette representerer en
oning 1 lengde pa 130 % hos den normale fisken mot en ekning i lengde pé ca. 24 % hos

taperfisken. Lengdemalene er illustrert i figur 11.

40
Taperfisk [ | Normal

30
=
(O]
220+
)
o

10

0 1 T T T T T
20 30 40 50 60

Lengde (cm)
Figur 11: Lengdefordeling normal fisk og taperfisk. X-aksen angir lengde i cm og y-aksen angir prosentandel av gruppen.
Bakteriemorfologi

Det var bakterievekst pd skaler fra 20/21 taperfisk og 3/12 normale fisk (Tabell 3, figur 12,
figur 13, figur 14). Bakteriekoloniene ble vurdert morfologisk (Tabell 3), og én koloni av hver

type ble preservert og sadd ut for videre artsbestemmelse.
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BAKTERIEVEKST
Nr. | Merd 1\/1:);;231 Bakterievekst Nr. | Merd 1\/1:);;231 Bakterievekst
1 109 N Nei 19 | 110 T Ja
2 109 N Nei 20 | 110 T Ja
3 109 N Nei 21 | 110 T Ja
4 109 N Nei 22 | 110 T Ja
5 109 N Nei 23 | 110 T Ja
6 109 T Nei 24 | 108 T Ja
7 109 T Ja 25 | 110 T Ja
8 109 T Ja 26 | 110 T Ja
9 109 T Ja 27 | 110 T Ja
10 | 109 T Ja 28 | 110 N Ja
11 | 109 T Ja 29 | 110 N Ja
12 | 109 T Ja 30 | 110 N Ja
13 | 109 T Ja 31| 110 N Nei
14 | 108 T Ja 32 | 110 N Nei
15 | 108 T Ja 33| 110 T Ja
16 | 108 T Ja
17 | 108 N Nei
18 | 108 N Nei

Taperfisk
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Figur 12: Bakterievekst primeerutstryk (prove 19, 20, 23, 24,  Figur 13: Bakterievekst primeerutstryk (prove 7, 8, 9, 10, 15,

25, 26, 33). 16, 27, 28).

Figur 14: Bakterievekst primeerutstryk (prove 11, 12, 13, 14,

21,22, 29, 30).
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Tabell 4. De ulike bakteriekolonienes morfologi etter fire dagers inkubering pd 15 °C pa

blodagar tilsatt 2% salt.

BAKTERIEMORFOLOGI
Provenr. | Form og sterrelse Farge Elevasjon | Hemolyse Annet
3-4 mm )
9 Sirkulere Gulaktig Hvelvet Ja
1-3 mm . .
10 . Hvit Hvelvet Neti
Sirkulere
12 1-3 mm Kremfarget [ Hvelvet Nei
Sirkulere © £¢ velve ©
14 Pinpoint Hvit Nei
15 Pinpoint Hvit Nei
2-4 mm . . .
20 . Hvit Flat Nei Trad-trekkende
Sirkulere
2-3 mm
23 Sirkuleere/ Kremfarget [ Hvelvet Nei
Irregulaere
I mm . .
24 Sirkuleere Hvit Flat Nei
27 2-3 mm Kremfarget [ Hvelvet Ja
Sirkulere g
33 Pinpoint Hvit Delvis
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Gramfarging
Tabell 5. Resultat etter gramfarging
GRAMFARGING
Prevenr. Form Gram +/Gram -
9 Staver Negativ
10 Kokker Negativ
12 Staver Negativ
14 Kokkobaciller Negativ
15 Kokker Negativ
20 Staver Positiv
23 Kokker Negativ
24 Kokker Negativ
27 Staver Negativ
33 Kokker Positiv
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Figur 1: Gramfarging. T.v.: Gram negative kokker (Taperfisk nr.15) 100x forstorrelse. T. h.: Gram positive stave (Taperfisk

nr. 20) 100x forstorrelse.
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Biokjemiske analyser
Katalase
Tabell 6. Resultat katalasetest
KATALASE
9 10 12 14 15 20 23 24 27 33

Katalase | Pos Neg Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos

Figur 16: Resultat fra katalasetest. Prove 9 = positiv. Prove 10 = negativ.

Oksidase

Tabell 7. Resultat oksidasetest

OKSIDASE

9 10 12 14 15 20 23 24 27 33

Oksidase | Pos Neg Pos Pos Pos Neg Pos Pos Pos Pos
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Figur 17: Resultat fra oksidasetest. T.v.: prove 20 (negativ). T.h.: prove 12 (positiv).

Molekylaere analyser

Miling av DNA-konsentrasjon

Tabell 8. DNA-konsentrasjon etter spektrofotometri av provene

DNA-KONSENTRASJON

Provenr. | DNA-konsentrasjon
(ng/pl)

9 355,80

10 167,69

12 64,81

14 144,97

15 170,56

20 28,13

23 89,92

24 211,29

27 94,55

33 79,18
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Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR viser at det er 16S ribosomalt RNA fra bakterier i alle 10 prover.

Figur 18: PCR kjort med primer 16S pa alle bakterieprover.

Gelekstraksjon

Tabell 9. Resultater DNA-konsentrasjon (ng/ ul)

DNA-KONSENTRASJON

Provenr. | DNA-konsentrasjon
(ng/nl)

9 53,36

10 49,36

12 26,56

14 46,0

15 63,38

20 57,13

23 41,52

24 46,15

27 53,41

33 71,76
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Ideell konsentrasjon av DNA for videre sekvensering er 10-30 ng/pg. Alle prover, med unntak

prove nr. 12 som hadde ensket konsentrasjon, ble fortynnet 1:2 og sendt til sekvensering i to

duplikater.

Sekvenseringsresultater

Sekvenseringen ble utfort av Eurofins Genomics. Resultatene ble videre bekreftet gjennom

National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Prove 9
Vibrio spendidus partial 16S rRNA gene, strain CECT 8433, med 96 % match.

Vibrio splendidus strain 7-31 ribosamal RNA gene, partial sequence, med 100 % match.

Prove 10
Photobacterium phosphoreum strain 4T-07 16S ribosomal RNA gene, partial sequence, med
99.76 % match

Ingen resultat

Prove 12

Psychromonas sp. Spegb14 16S ribosomal RNA gene, partial sequence, med 98.73 % match

Prove 14

Psychrobacter sp. AECF-17a 16S ribosomal RNA gene, partial sequence, med 99.29 % match

Psychrobacter sp. AECF-17a 16S ribosomal RNA gene, partial sequence, med 98.89 % match
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Prove 15
Psychrobacter nivimaris strain 16d-S31 16S ribosomal RNA gene, partial sequence, med 99.37
% match

Psychrobacter nivimaris strain W2D 16S ribosomal RNA gene, partial sequence, med 95.65 %

match

Prove 20
Bacillus galliciensis strain BFLP-1 16R ribosomal RNA partial sequence, med 99.20 % match

Baclilus galliciensis strain BFLP-1 16R ribosomal RNA partial sequence, med 99.51 % match

Prove 23
Aliivibrio sp. H1309/4.1 partial 16S rRNA gene, isolate H1309/4.1, med match 100 %.

Ingen resultat

Prove 24
Aliivibrio sp. H130426 2 partial 16S rRNA gene, isolate H130426 2, med match 99.18%.

Aliivibrio sp. H1309/4.1 partial 16S rRNA gene, isolate H1309/4.1 med match 99.32%.

Prove 27
Aliivibrio wodanis 06/09/160 chromosome 1 complete sequence, med match 94.42 %.

Aliivibrio salmonicida strain VS224 chromosome 1, complete sequence, match 94.42 %.

Prove 33
Psychrobacter sp.strain BH36 16S ribosomal RNA gene, partial sequence, med 97.81% match.

Psychrobacter sp.strain BH36 16S ribosomal RNA gene, partial sequence, med 97,66% match.
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Familie: Vibrionaceae

Familien Vibrionacea bestar av flere genus, bl.a. genus Vibrio, genus Aliivibrio og genus
Photobacterium. Totalt er én av provene identifisert innenfor genus Vibrio (nr. 9), tre kolonier
identifisert innenfor genus Aliivibrio (nr. 23, nr. 24 og nr. 27) og én koloni identifisert innen
genus Photobacterium (nr. 10). Felles for disse er at de er gramnegative, rette eller bayde staver.
De er fakultativt anaerobe og mobile med flageller. Bakteriene er ubikvitare i det marine miljo
(24).

Vibrio Spendidus: Ubiquiter 1 marint miljo

Aliivibrio salmonicida: Forarsaker kaldtvannsvibriose/Hitrasyke hos atlantisk laks.

Aliivibrio wodanis: Isoleres fra sarfisk. Usikkert om strikt patogen eller mer ubikviter
opportunist.

Photobacterium Phosphoreum: Ubikviter i marint miljo

Familie Psychromonadaceae, genus Psychromonas - Psychromonas marina strain — 1 preve

(nr. 12). Ubikviteer i det marine milje (25).

Familie Moraxellaceae, genus Psychrobacter - Psychrobacter sp/Psychrobacter nivimaris — 2
prover (nr. 15 og nr. 33): Gram-negative coccobaciller som finnes ubikvitert i det marine miljo

(26)

Familie Bacillaceae, genus Bacillus - Bacillus Galliciensis — 1 prave (nr. 20)
Karakteristisk for bakterier i genus Bacillus er at de er stavformede, gram-positive, acrobe eller

anaerobe, og er ubikvitere i det marine miljo (27).
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Histologi

Det ble totalt undersekt histologiske snitt fra 21 taperfisk (alle) og to normale fisk fra hver merd

(merd 108, 109 og 110), gjeller, hud/muskel, hjerte, lever og tarm.

Gjeller

Fra merd 108 ble det tatt ut prover fra 4 taperfisk og 2 normale fisk. Hos disse 6 fiskene ble det
registrert noe fortykkede distale deler av sekundarlamellene, med slimcellehyperplasi og
infiltrasjon med betennelsesceller. Forandringene er totalt & anse som milde. Epiteliocystis ble
registrert hos 1/21 taperfisk (figur 20), og lav forekomst indikerer at dette ikke er et problem i
anlegget. En normal fisk hadde et relativt heyt antall aneurismer (31 stk., figur 21, 22). De fleste
var akutte, men noen fa hadde et mer kroniske preg med bindevevsdrag omkring aneurismene.

Det ble ogsa registrert okt blodmengde i noen av lamellene (figur 23).

Fra merd 109 ble det tatt ut prover fra 8 tapere og 2 normale fisk. Ett gjellesnitt lot seg ikke
vurdere. Bade taperfisk og normal fisk hadde noe fortykkede distale deler av
sekundarlamellene og i disse omridene fantes infiltrater av betennelsesceller. En taperfisk
hadde 1 tillegg okt mengde blod mellom lamellene (sannsynlig bledning i forbindelse med

proveuttak). Forandringene vurderes som milde pd samtlige fisk.

Fra merd 110 ble det tatt ut prover fra 9 taperfisk og 2 normale fisk. Fire av gjellesnittene fra

taperfisken var ikke mulig & vurdere (se feilkilde proveuttak, postmortelle forandringer).

Oppsummert ble det registrert noe fortykkede distale deler av sekunderlamellene og noen
betennelsescelleinfiltrater hos bade taperfisk og normal fisk. Forandringene er 4 anse som

milde. Det er ikke opplagte forskjeller mellom fisk i merd 108, 109 og 110.
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Figur 19. Taperfisk 5 gjelle, eksempel pa normale sekundcerlameller (20x forstorrelse).
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Figur 20: Taperfisk 14 med epitelicystis (40x forstorrelse).
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Figur 22: Taperfisk 17, aneurismer.
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Figur 23: Taperfisk 17 med blodning mellom sekundcerlamellene.
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Hud (epidermis og dermis) og muskel
Gjennomgaende var det hos taperfisken fraver av epidermis, med unntak av to snitt (nr. 11 og
nr. 19). Dette skyldes sannsynlig suboptimal innsamling av prever ved proveuttak (se
feilkilder). Hos den normale fisken var epidermis intakt hos samtlige individer. To snitt var

ikke lesbare (nr. 23 og nr. 33).

Normal fisk

Epitelceller, begerceller, melanocytter og mengde fett ble vurdert som normalt (figur 23).
Videre ble uttalt mengde fettceller registrert, bade i overgangen epidermis/dermis og mellom
rod og hvit muskulatur. Red og hvit muskulatur var forevrig velavgrenset og uten morfologiske

forandringer.

Figur 24. Epidermis med Goblet cells, melanocytter (normal fisk nr. 5).

Taperfisk

To snitt viste en begrenset del av epidermis. Her var epitelet intakt og det var normalt innhold
av begerceller og melanocytter. Snittene var preget av fravaer av fettceller, bade mellom
epidermis og dermis og mellom red og hvit muskulatur. Det ble ikke pavist betennelse,

blodninger eller andre patologiske forandringer. En fisk (nr. 8) hadde betydelig blekere
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muskelfarge enn resten. Ett snitt (nr. 13) var mer cellerikt en de resterende snittene, men dette

kan ogsa vare et resultat av uheldig preparering.

Normal fisk og taperfisk er forskjellige med tanke pa mengde fettvev i subcutis og mellom red

og hvit muskulatur. Taperfisk har lite/fullstendig mangel pa fett mens den normale fisken har

rikelig (figur 25).

3
: g

_ACLN

Figur 25 : Hud uten fett (venstr) — taperfisk 19. Hud overgang melo a_og hvit ukulatur med mye fett.(h@_yré) knormal

fisk).

Hjerte

Merd 108

Hjertet ble vurdert hos 4 taperfisk og 1 normal fisk. Taperfisken hadde ingen dpenbare
patologiske forandringer 1 hjertet (figur 26). Hos den normale fisken ble det pévist infiltrasjon

med betennelsesceller i epikard og ventrikkelens kompaktlag, forenlig med epikarditt og

myocarditt (figur 27). Tykke bindevevsdrag rundt hjertet indikerer at dette er en eldre skade.

Merd 109
Hjertet vurdert histologisk hos 7 taperfisk og 2 normale fisk. Taperfisken hadde ingen dpenbare
patologiske forandringer i hjertet. De normale fiskene hadde betydelig okt mengde

betennelsesceller i1 epikard, forenlig med epikarditt.
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Merd 110
Hjertet vurdert histologisk hos 9 taperfisk og 2 normale fisk. Et snitt fra taperfisk var ikke mulig
a vurdere. Resterende taperfisk hadde ingen apenbare patologiske forandringer i hjertet. De to

normale fiskene hadde okt mengde betennelsesceller i epikard, forenlig med epikarditt (figur

28).

Samlet vurdering av hjertene histologisk
Taperfisk: ikke funn av patologiske forandringer i hjertet.
Normal fisk: Epikarditt, med funn sammenfallende med hjerte- og skjelettmuskelbetennelse

(piscine orthoreovirus-infeksjon, PRV). Differensialdiagnose: CMS (cardiomyopati-syndrom).

Figur 26: Hjerte taperfisk (nr.24), ingen spesifikke forandringer. 10x forstorrelse, H&E.
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Figur 27: Hjerte normal fisk (nr. 17), moderate infiltrasjon med betennelsesceller subendotelialt og moderate hypertrofi av

endotelceller. 20 x, H&E.

Figur 28: Hjerte normal fisk (nr. 31), H&E, epikarditt
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Lever
Det ble foretatt histologisk vurdering av lever fra 21 taperfisk og 6 normale fisk. 3 prover fra
merd 109 og 3 prover fra 110 var ikke mulig & vurdere. Fordelingen av leverprover fra taperfisk
fra merd 108, 109 og 110 ble dermed henholdsvis 4, 5 og 6 stk. Fra hver av merdene er det tatt
ut 2 normale fisk, totalt 6 stk. Forandringene i lever ble vurdert mht. inflammasjon og forekomst

av intracellulare vakuoler.

Normal fisk

Hos den normale fisken var leverparenchymet karakterisert av tilstedevaerelse av bade
mikrovesikler og vesikler av intermedizr sterrelse. Distribueringen av vesiklene i leveren var
jevn. Mengden varierte fra moderat til mye og med en storrelse fra mikro- til intermedizre
vesikler (figur 29). Resultatene er oppsummert i tabell 10. Det ble i tillegg pavist noen

betennelsesceller rundt galleganger hos samtlige normale fisk.

Tabell 10. Oppsummering av mikrovesikler og vesikler av intermedizer sterrelse hos normal

fisk (normal) og taperfisk (taper).

Gruppe
Score normal taper Total
Fraverende/sparsomt 0 9 9
Moderat 3 5 8
Moderat/mye 2 1 3
Mye 1 0 1
Total 6 15 21
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Figur 29: Lever, normal fisk (nr. 31), 40 x forstorrelse, H&E. Leverparenchymet er gjennomsatt av moderat mengde

intermedicere vesikler.

Taperfisk

Hos taperfisken ble det registrert mikrovesikler og intermedizre vesikler. Vesiklene var jevnt
distribuert gjennom leveren. Mengden varierte fra fraveerende/sparsomt (figur 30) til moderat.
Hele 10 av 15 tapere hadde fraver av eller sparsom mengde mikrovesikler. Fordelingen er

oppsummert i figur 31.
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Figur 30: Lever, taperfisk (nr. 8), 40 x forstorrelse, H&E. Sparsomt med mikrovesikler

Fordeling av vesikler i lever
for normal fisk og taperfisk

normal

taper

T
0 20 40 60 80 100

percent
I Fravaerende/sparsomt I Moderat
I Moderat/mye I Vye

Figur 31: Fordelingen av vesikler i lever i de to gruppene av fisk.
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Oppsummert har taperfisken et histologisk bilde preget av fravaerende/sparsom mengde med

mikrovesikler mens de normale har moderat til mye av bade mikrovesikler og intermedizre

vesikler i lever.

Tarm

Det ble foretatt histologisk vurdering av tarm av 21 taperfisk og 6 normale fisk. Eksokrin
pankreas ble kun funnet hos et fatall taperfisk, og det kan ikke utelukkes at det skyldes

systematiske feil ved proveuttak.

Merd 108
Det ble vurdert snitt fra 4 taperfisk og 1 normal fisk (1 snitt fra normal fisk mangler). I snittene
fra taperfisken ble det registrert intakt tarmepitel med begerceller og intakt pankreas med sveert

lite fettvev. Bendelorm ble registrert hos én taperfisk (figur 32).

Den normale fisken hadde intakt tarmepitel og rikelig med innhold 1 tarmlumen.
Tilstedevearelse av pankreas var ikke mulig & vurdere. Hos bade normal fisk og taperfisk ble

det registrert milde vaksineforandringer (figur 34).
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Figur 32: Tverrsnitt av bendelorm, taperfisk merd 108, 5x

forstorrelse, H&E.

Figur 35: FEksokrin pankreas, taperfisk nr. 10, 20x
Vakuoler, indikasjon pd vaksinerester. forstorrelse, H&E. Inflammasjon knyttet til rester av

vaksine.

Merd 109

Det ble vurdert totalt 8 snitt fra taperfisk og 2 snitt fra normale fisk fra merd 109. Hos
taperfisken ble det registrert intakt tarmepitel med begerceller (figur 33) og intakt pankreas med
fraveer av fettvev (figur 35). Bendelorm ble registrert hos én taperfisk. De to normale fiskene
hadde fravaer av patologi. Det ble registrert intakt mukosaepitel med begerceller.

Tilstedevearelse av pankreas var ikke mulig & vurdere.

Merd 110
Det ble vurdert tarmsnitt fra 9 taperfisk og 2 normale fisk. Ett tarmsnitt fra taperfisk var ikke

mulig & vurdere. Oppsummert ble det hos taperfisken registrert intakt tarmepitel med
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begerceller og intakt pankreas med fravaer av fettvev. To av taperfiskene hadde en del
melanomakrofager 1 pankreas som kan indikere mer omfattende reaksjoner péa
vaksineforandringer (figur 36, figur 37). Tre taperfisk hadde 1 tillegg mild grad av
vaksinereaksjon. Bendelorm ble registrert hos én taperfisk. De to normale fiskene hadde store

mengder bukfett og intakt tarmepitel. Tilstedeverelse av pankreas var ikke mulig & vurdere.

Figur 36. Til venstre: Vaksineforandringer i buk hos taperfisk fra merd 110, 20 x forstorrelse, H&E. Til hoyre: Intakt pankreas

hos taperfisk fra merd 110, 20 x forstorrelse, H&E.

. . '\i,

Figur 37: T.v.: Rikelig forekomst av melanomakrofager som en reaksjon pd vaksine, 10x forstorrelse, H&E. T.h:

vaksineforandringer i den ovale sirkelen, ellers normalt pankreasvev, H&E.

Oppsummert for merd 108, 109 og 110 ble det registrert store forskjeller mellom normal fisk

og taperfisk 1 mengde fett rundt pankreas/tarm. Taperfisken hadde fravaer av fett mens den
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normale fisken hadde rikelig med fett. Det ble ogsé registrert ekt forekomst av bendelorm hos

taperfisken i forhold til den normale fisken.

Virusinfeksjon

Real-time PCR-analyser

Tabell 11: Resultater Real-time PCR

Fisk nr. PMCV PRV IPNV Normal-/taperfisk

H3 29.46 28.06 Negativ N

H5 36.17 28.48 Negativ N

H17 36 25.45 Negativ N

H18 Negativ 29.54 Negativ N

H28 Negativ 27.15 Negativ N

H31 Negativ Negativ Negativ N

HS8 35.13 Negativ Negativ T

H9 36.36 Negativ Negativ T

HI15 33.76 28.24 Negativ T

H20 Negativ 31.77 Negativ T

H24 Negativ 29.81 Negativ T

H26 32.39 Negativ Negativ T
PC 1076 copies/pul 21.08 21.7 20.18 Pos kontroll
PC 10”5 copies/ul 25.34 24.99 23.55 Pos kontroll
PC 1074 copies/ul 29.01 28.78 27.16 Pos kontroll

NC Negativ Negativ Negativ Negativ kontroll

Fordelingen av positivt/negativt resultat for PMCV er vist i tabell 12 og for PRV i tabell 13 og

det er ikke statistisk forskjell for antall pos/neg for PMCYV eller PRV (chi-test).
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Tabell 12: Resultat PMCV Tabell 13: Resultat PRV
+/- Gruppe +/- Gruppe
resultat normal taper Total resultat normal taper Total
0 3 2 5 (4] 1 3
1 3 4 7 1 5 3 8
Total 6 6 12 Total 6 6 12

Sammenligning av niva av virus (uttrykt som Ct) verdi, viser heller ingen forskjell mellom

taperfisk og normal fisk for hverken PRV eller PMCV (Figur 38 og 39).

PMCV test
PRV test % Ny
251 3
]
% ° 32+
]
30 ® . °
2 i
2 d 2 344 L]
g 5 34
© (]
35
36 8 g
° ®
40 i ' 381 * i
Normal Taper Normal Taper

gjennomsnitt for normal=29.4 og taper=34.0 Ingen forskjell mellom normal og taperfisk
tstatistic -1.7 P-value 0.1111

Figur38: Resultat av pavisning av PRV (genom) med real-  Figur 39: Resultat av pavisning av PMCV (genom) med real-

time PCR. Rod linje pd y-aksen indikerer cut-off for negativt  time PCR. Rod linje pd y-aksen indikerer cut-off for negativt
resultat der punkter under linje er negative. resultat, der punkter under linje er negative.
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Diskusjon

Klassifisering og registrering av taperfisk

Begrepet “taperfisk™ gir et inntrykk av at det er snakk om en fisk som er dérligere stilt enn
normal fisk. De har et karakteristisk utseende og berer preg av & ikke ha fulgt normal
vekstkurve siden utsett. De beveger seg ofte mindre sammenlignet med normal fisk og kan sta
og sture langs nota. Selv om de virker tilsynelatende apatiske kan de vare vanskelig a fa tak,

siden de kan flykte raskt dersom det blir nedvendig.

Oppdrettsselskapene registrerer antall taperfisk. For at tallene skal vare sammenlignbare
forutsettes det at alle benytter den samme definisjonen av en taperfisk. “Svimere” er eksempel
pa fisk som feilaktig kan registreres som taperfisk. Slik feilregistrering representerer en feilkilde
ved totalantallet. Siden det ikke er innfort en standardisert definisjon pa hva en taperfisk er, vil
registreringen av andel (%) taperfisk kunne variere fra anlegg til anlegg. Videre er kategorien
«svinny» en uspesifikk kategori som kan favne dedelighet som skyldes forskjellige arsaker.
Taperfisk som havner i svinnkategorien, uten na@rmere spesifisering, kan vare med 4 bidra til

at det totale antallet taperfisk underrapporteres.

12019 endret Masgval rutinene sine for registrering av taperfisk. De tidligere arene har mye av
det som nad registreres som taperfisk blitt kategorisert som “dedfisk”, uten nermere
spesifisering. Okt fokus pa opplering og en mer spesifisert registrering av dedfisk gir né et mer
informativt bilde av fisken som gér tapt. Basert pa tallene kan det virke som at andelen taperfisk
har okt betraktelig, men realiteten er at innfangningen og registreringen har blitt bedre. A
sammenligne andel taperfisk fra tidligere ar med dagens tall vil derfor ikke gi et riktig bilde av

utviklingen av antall taperfisk. Dette representerer ogsa en feilkilde nédr tall fra ulike
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oppdrettsselskaper skal sammenlignes, i tillegg til & gjore sammenligning av tall vanskelig

innad i samme oppdrettsfirma.

Et forhold som er viktig for klassifiseringen av taperfisk, er forekomst av pavisbare patologiske
forandringer, makro- eller mikroskopisk. Av de fiskene som ble tatt ut for videre undersokelse
ble det ikke pévist forskjeller mht. ytre overflater, gjeller eller indre organer mellom taperfisk
og normal fisk. Nér det gjelder de histopatologiske forandringene ble det pdvist milde
forandringer pa gjellesnittene bade hos taperfisken og den normale fisken. Dette er som
forventet, da det ikke var mistanke om gjellesykdom pa anlegget. Det er heller ingen indikasjon
pa at gjellehelsen er darligere hos taperfisk enn normal fisk. Gjellehelse virker derfor ikke &
skille taperfisk og normal fisk i denne studien, og en direkte arsakssammenheng mellom

taperfisk og gjellehelse er heller ikke etablert.

Gjennomgaende for hud/muskel-snittene var at lite hud var kommet med hos taperfisken (se
feilkilder proveuttak) og det var dermed ikke mulig & vurdere hvorvidt det var forskjeller
mellom normal fisk og taperfisk. Hos den normale fisken hadde huden ingen patologiske funn.
Intakt hud, skjell og slimlag utgjer en viktig barriere mot patogener i miljoet, og er ogsa viktig
for fiskens osmoregulering. Det ble registrert fraver av perivisceralt fettvev hos taperfisken.
Dette er et forventet funn, siden det er kjent at foropptaket hos taperfisk er redusert. Den har
vokst lite og har ogsa derfor ikke overskuddslager i form av fettvev. Dette stotter bildet av en

avmagret fisk.

Taperfiskene hadde ingen pavisbare patologiske forandringer 1 hjertet. Basert pa dette funnet er
det her ikke mulig & trekke noen parallell mellom hjerteforandringer og utviklingen av taperfisk.
Den normale fisken hadde forandringer forenlig med et tidlig stadium av HSMB eller
HSMB/PMCYV infeksjon, noe som ogsa ble bekreftet ved real-time PCR analyser. Samtidig som

proveuttaket ble utfort, ble resterende deler av anlegget avluset. Her var det stort tap av
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tilsynelatende frisk og fin fisk. Det var mistanke om at CMS var drsaken til okt dedelighet under
avlusning. PCR-analyser viser at fisken var infisert med bade PRV og PMCV, og en dobbel-

infeksjon kan vere med a svekke fisken, selv om infeksjonen var lavgradig.

Den normale fisken hadde forventet mengde, storrelse og distribusjon av mikrovesikler i
leveren, som indikerer lagret fett. Taperfisken hadde signifikant faerre og mindre mikrovesikler
enn den normale fisken. Dette kan tyde pa at reservelageret av energi er betydelig mindre hos
taperfisken. Dette funnet er som forventet og stetter fremstillingen av en taperfisk som et

avmagret individ, som ikke har tatt til seg mye nering.

Hos kontrollgruppen med normal fisk var det rikelig med perivisceralt fettvev. Hos taperfisken
var det fravaer av fett i bukhulen. Fravaret av fett hos taperfisk er & forvente, og sammenfaller
med andre histologiske funn som tyder pa kronisk avmagring (fraver av fett i underhud, faerre
vesikler 1 lever). Det var funn av forrester i tarmlumen hos bade taperfisk og normal fisk, men
1 storre mengder hos normal fisken. Dette indikerer at taperfisken har spist noe, og at dermed

at redusert tilvekst ikke alene kan skyldes at fisken ikke spiser.

Det ble pavist bendelorm (Eubothrium ssp.) hos 4 av 21 taperfisk (19%). Det kan likevel ikke
utelukkes at det er bendelorm tilstede hos flere taperfisk, samt hos normal fisk, da kun et lite
tarmavsnitt har blitt vurdert. Bendelorm er et vanlig funn hos oppdrettslaks i Norge, med noe
varierende forekomst langs kysten. Oppdrettslaks kan fungere bade som mellomvert og
endevert for bendelorm-arter (1). Eggene skilles ut i fiskens avfering, som videre blir spist av
et planktonisk krepsdyr (copepod). Disse fungerer som mellomvert. I mellomverten utvikles
det en procercoid. Oppdrettslaks far i seg denne parasitten enten ved & spise en mellomvert
(raudéte eller dyreplankton) eller ved at mellomverten folger med sjovannet nar laksen drikker.
Voksen bendelorm sitter ofte i pylorusblindsekkene. Bendelorminfestasjoner kan medfere et

okt forforbruk hos fisken samtidig som en kan observere nedsatt tilvekst. Hvis fisken er hardt
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angrepet vil opptaket av mikronzringsstoffer kunne reduseres. Dette kan gi en redusert

helsetilstand generelt som kan gjore fisken mer utsatt for andre infeksjoner (28).

Ved bendelorm-kontroll av merd 108 i september 2019 ble det funnet en prevalens pa 10%. Om
bendelorminfestasjon disponerer for utvikling av taperfisk eller om taperfisksyndrom
disponerer for bendelorminfestasjon er interessant, men uavklart. En teori er at taperfisk taper
kampen om forpellets i merda og heller ender opp med & spise dyreplankton/raudite. Denne
teorien stottes av at det ved obduksjon av taperfisk er funnet raudate i magesekken (personlig
meddelelse, Asgeir Ostvik 2020). Slik kan det tenkes at bendelorminfestasjon ikke er en arsak
til at en fisk blir taper, men heller en konsekvens av det & vere en taperfisk. Denne studien fant
en prevalens av bendelorm hos taperfisk pa 19 %. Dersom det var en direkte drsakssammenheng

mellom bendelorminfestasjon og taperfisksyndrom ville en forventet at prevalensen var hoyere.

Vannkvalitet

Settefiskanlegget er et gjennomstremningsanlegg og kvaliteten pa rvannet er derfor viktig.
Temperaturen péd vannet i settefiskanlegget kan styres etter onske i klekkeri og i karene der
fisken oppholder seg frem til den er ca. 25 gram. Nér den har nadd denne storrelsen flyttes den
til C-hallen, evt. utekar, hvor den blir staende frem til den har smoltifisert. I sistnevnte kar er
det ingen mulighet for temperaturstyring av vannet, og temperaturen vil derfor vaere den samme
som i inntaksvannet. Temperaturen kan her komme ned i 1-2 °C vinterstid. Lav temperatur forer
til at alle prosesser gar saktere - tilvekst, sarheling, smoltifisering mm. En kan derfor spekulere
i om en lav temperatur i denne fasen kan gi fisken et darligere utgangspunkt for videre vekst i
sjofasen.

Révannet inneholder humus, noe som i hovedsak skyldes at nedbersfeltet til vannkilden bestar

av myr. Metaller som aluminium, jern og kobber er bundet opp i humusen (organisk karbon)
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og kan frigjeres dersom pH-en endres eller sjovann tilsettes. Loseligheten og giftigheten til
metallene er derfor direkte knyttet til mengde humus og pH. I rdvannet er bade aluminium, jern
og kobber tilstede i mengder som kan vare giftige dersom forholdene ligger til rette for det

(Rosseland, forelesning NMBU: Vannkvalitetens betydning for oppdrett av laksefisk:
Aluminium, Oslo, 2020). Dersom pH endres kan metallene bli giftige, s& pH-kontroll er ytterst

viktig (figur 40). Settefiskanlegget har ved en tidligere anledning registrert okt dedelighet i
forbindelse med ekt innhold av aluminium, og generelt vil store avvik i vannkvalitet kunne fa
store konsekvenser for fisken senere i produksjonen. Ved sma endringer trenger derimot ikke
konsekvensene vare like tydelige. Det kan ikke utelukkes at en fisk som har vert utsatt for
suboptimal vannkvalitet vil ha et darligere utgangspunkt i produksjonsfasen og slik ha en sterre

risiko for a utvikle seg til en taperfisk. Betydningen av disse forhold er imidlertid ikke kjent.

——

0.8 1

0.6 1

0.4

5 10

Figur 40: Illustrasjon av hvordan pH pavirker forekomsten av ulike aluminiumforbindelser (bilde H.

Forde, Mdsoval).

Laksen i merd 108, 109 og 110 pé Fjelvaeret har hatt samme vannkvalitet pa settefiskanlegget.

Hadde vannkvalitet veert en utlesende faktor for utvikling av taperfisk burde man forvente &
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kunne se at en storre andel av denne fiskegruppen hadde utviklet seg til taperfisk. Fisken som
ikke ble taperfisk har i tillegg prestert svert bra (personlig meddelelse, A. Aunsmo, 11.05.20).
Det er derfor narliggende a tro at vannkvaliteten 1 dette tilfellet ikke alene har forérsaker
taperfiskutvikling. Det kan imidlertid ikke utelukkes at andre forskjeller i fisegruppen har

eksistert og at noen individer kan ha vert mer mottakelige for darlig vannkvalitet enn andre.

Smoltifisering

A lage smolt av god kvalitet er et av de storste innsatsomridene i norsk oppdrettsnaring (29).
Fisk som ikke er tilpasset livet i sjgvann vil bruke mye energi pd denne omstillingen, og dermed
kunne fa en déarligere tilvekst, enn fisk som er godt tilpasset denne forandringen. Suboptimal
smoltifisering kan gi sterre risiko for sykdom, samt darligere velferd for fisken. Overforingen
fra et landbasert settefiskanlegg til havmerder er en kritisk fase i produksjonen. Stress i
forbindelse med flytting kan medfere okt dedelighet, svekket immunforsvar og redusert vekst
og appetitt. I dagens lakseproduksjon er det antatt at postsmolt-stadiet er den mest kritiske

perioden med tanke pé overlevelse i sjo (29).

Det etterstrebes a sjosette fiskegrupper som er jevnt smoltifisert, slik at dedeligheten ved sjosett
skal veere sa lav som mulig. Fisk som ikke takler overgangen til sjo kalles ofte for “smolttapere”.
Det kan tenkes at smolttapere som overlever den forste tiden, vil kunne fi en redusert tilvekst
og ha sterre sjanse for & utvikle seg til en taperfisk. Det vil vere utfordrende for en pékjent,
svekket fisk & ta igjen hovedgruppen som har forventet tilvekst, da de fort taper kampen i
matfatet. P4 Laksdvika er det observert noe ujevn smoltifisering hos enkelte grupper. Det er

gjort observasjoner med selvblanke fisk i deler av gruppene en tid for utsett (Henny Ferde,
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personlig meddelelse, Fraya 2020). Dette kan indikere at settefisken nar smoltvinduet noe

tidlig, og andre deler av gruppen noe sent (30).

Laksavika bruker presenninger til lysstyring. Dette gjores for & hindre lyslekkasjer mellom
grupper som skal settes ut til forskjellige tidspunkt. Fordelen med & bruke presenninger er at de
er fleksible og lette & flytte pd. Det er kun noen méneder i aret det er nodvendig & ha de hengende
nede, og en fast installasjon ville tatt mye plass og gjort hallen uoversiktlig. Presenningene er
ikke festet helt inntil hverandre, s& det slippes inn noe lys i den perioden det skal vare morkt.
Igjen sé er betydningen av disse forhold for kvaliteten pa smolten er usikkert, og ikke minst i

hvilken grad det pavirker utviklingen av taperfisk.

Stress

En studie utfort i samarbeid med faggruppen for dyrevelferd ved Havforskningsinstituttet har
tatt for seg forandringer i hjernekjemi og kortisolnivéer hos taperfisk, og stilt spersmalet om
dette er en tilpasningsmekanisme eller patologi. Det ble funnet okt serotoninaktivitet i hjernen
og okt kortisolproduksjon hos taperfisken, sammenlignet med normal fisk. Dette vil kunne fore
til “behavioral inhibition” og gi den klassiske adferdsfenotypen som taperfisk viser. Det vil
ogsé kunne pavirke nervenes plastisitet og fore til en ubalanse i energimetabolismen. Studien
diskuterer om dette er en tilstand fisken gér inn i for & redusere eksponering for ytterligere
stressfaktorer. Evolusjonsmessig kan dette ha vert en bra strategi for overlevelse (14).

Studien kan ikke konkludere med noen direkte arsak til okt serotoninaktivitet hos taperfisk.
Likevel kan en tenke seg at det kunstige oppdrettsmiljoet innebarer flere stressfaktorer som
laksen ikke nedvendigvis hadde mett i sitt naturlige milje. I lopet av en produksjonssyklus ma

laksen bl.a. gjennom flere héndteringsoperasjoner. Eksempler er sortering, vaksinering,
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transport og sjosetting. Disse vil kunne fore til et gkt stressnivd. Dersom slike hindteringer
kommer 1 tillegg til andre stressfaktorer, er det ikke utenkelig at det kan trigge en kronisk
stresstilstand, som beskrevet i studien. Smoltifisering er, som nevnt tidligere, en tid hvor laksen

er naturlig stresset.

Det er kun et utvalg laks som utvikler taperfenotyopen. Dette kan indikere at det er en forskjell
1 antall stressorer et individ utsettes for. En fisk som er pa bunnen av hierarkiet i karet vil trolig
har et hoyere stressniva enn en fisk pa toppen av hierarkiet. En annen forklaring kan vere at
ulike individer er genetisk forskjellig med tanke pd stresstoleranse. Slik vil noen kunne veare

mer utsatt for 4 bli stresset, og folgelig ha hayere risiko for 4 utvikle seg til en taperfisk.

Infeksjoner

Veterinarinstituttet skriver i Fiskehelserapporten for 2019 at bakteriologiske og virologiske
undersekelser som regel gir negative funn (1). I var studie ble det dyrket bakerier fra 20/21
taperfisk og 3/12 normale fisk, og det ble hovedsakelig funnet bakterier som er ubikivtaere i det
marine milje; Vibrio splendidus (9), Photobacterium phosphoreum (nr. 10), Psychromonas (nr.
12), Psychorbacter sp. (nr. 14, nr. 33), Psychrobacter nivimaris (nr. 15), Bacillus galliciensis
(nr. 20), og Aliivibrio sp. (nr. 23). Funnene tyder derfor pd at det er bakterievekst hos en storre
andel av taperne sammenlignet med den normale fisken. I tillegg ble det gjort funn forenlig
med mer patogene arter innen genus Aliivibrio. Prove 27 er den eneste proven som indikerer en
bakterietype av mer patogen karakter. P4 artsniva var det ikke mulig & skille mellom 4. wodanis
og A. salmonicida. A. salmonicida forarsaker kaldtvannsvibriose hos laks, mens 4. wodanis
isoleres fra sarfisk. Betydningen av sistnevnte er mer usikker da det er noe uenighet om den er
strikt patogen eller opportunist. En mulig forklaring pa at det er positivt dyrkningssvar fra flere

taperfisk sammenlignet med normal fisk, er at taperfisk lettere far infeksjoner med
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opportunistiske bakterier enn normal fisk. De har heyere kortisolnivéer og er a betegne som
“kronisk stresset”, og kan av den grunn vare mer mottakelig for infeksjon med bakterier og
virus. En annen teori er at fisk som far infeksjoner er mer utsatt for a utvikle seg til taperfisk.
Et annet forhold & ta hensyn til er at taperfisk som blir stdende i merda kan utgjere et
smittereservoar og dermed oke smittepresset generelt i merda. I og med at taperfisk er barere
av ubikvitere bakterier er det nerliggende a tro at de ogsa kan infiseres lettere av mer patogene
bakterier, uten at vi har pavist det. Om funn av ubikvitere bakterier har betydning for utvikling
av tapersyndrom, eller om okt bakterieforekomst skyldes at fisken har tapersyndrom i
utgangspunktet, er ikke noe vi kan konkludere med ut fra denne studien, bortsett fra at vére

funn ikke samsvarer med hva som rapporteres i Veterinerinstituttets arlige rapport.

Funnene av PMCV og PRV tyder ikke pd at det er noen forskjell pa taperfisk og normal fisk
hva angar mengde virus eller om fisken er infisert/ikke infisert. Det er derfor usannsynlig at
virusene alene forer til utvikling av taperfisk. Pdvisning av virusinfeksjon hos taperfisk

samsvarer heller ikke med Veterinzrinstituttets beskrivelse av en taperfisk.

Arbeid med 4 redusere mengden taperfisk

Utviklingen av taperfisk koster naeringen penger, og representerer en betydelig
velferdsutfordring. Innfering av tiltak som kan optimalisere produksjonen i alle ledd er derfor
onskelig. A redusere stress hos fisken i kritiske deler av produksjonen som sortering,
vaksinering, sjosetting etc. er viktige tiltak. Godt management er viktig i denne sammenheng.
God daglig drift med kontroll pé vannkvaliteten i alle ledd er ogsé en viktig forutsetning, samt
a ha kontroll pa sykdomsfremkallende agens som finnes i karene. kunnskap

Dyrevelferdsmessig er det ogsa viktig & fjerne de som utvikler seg til taperfisk sa fort som

mulig. Disse fiskene kan potensielt gke smittepresset i merda. Pa Fjelveret er det tatt i bruk en
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egenprodusert modifisert hdv som er effektiv med tanke pa & fange inn taperfisk (figur 41). I

perioder med stor andel taperfisk kunne hoven fange inn inntil 400 stk pr. drag. Det var gjort et

omfattende arbeid med & ta ut taperfisk i host.

Figur 41: Taperfiskgarn som blir dratt langs merdkanten for effektiv utplukking av taperfisk. Foto: Kristine Rostad
Ulike oppfatninger i fagmiljoet

I forbindelse med denne oppgaven har det blitt gjennomfert samtaler med personer som innehar
ulike roller i oppdrettsnaeringen. “Taperfisk” og hva som ferer til utvikling av taperfisk, er et
tema som engasjerer. Forskningen pd omradet gir oss ingen fasitsvar, men flere faktorer har
blitt identifisert som mulige triggere. Det er interessant at personer som jobber i akvan@ringen
har delte meninger om temaet. Dette understreker kompleksiteten i problemstillingen, og at det
1 dag ikke er noe konsensus om drsakssammenheng. Vannkvalitet og ddrlig smoltifisering er to
av faktorene som har blitt trukket frem. Videre virker de fleste & mene at flere faktorer kan

spille inn.
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Er taperfisk en tapt fisk?

Veteringrinstituttet har definert taperfisk som en avmagret fisk som har redusert tilvekst (1).
Denne oppgaven har gjort samsvarende funn hva angar lengdevekst. I og med at det registreres
taperfisk sépass lenge etter utsett, og forskjellen i vekst hos taperfisk og den normale fisken er
sapass stor, er det lite sannsynlig at denne fisken noen gang vil klare & ta igjen tilveksten til den
normale fisken ved dagens produksjonsregime. I naturen bruker laksen 2-5 ar pa 4 gd fra
ferskvann til saltvann, (31) mens det i oppdrettsnaringen gar ca. to ar fra rogna klekkes til

fisken slaktes.

Ved a lage bedre rutiner rundt kategorisering av taperfisk pa settefiskanlegget, ha jevn storrelse
pa fiskegruppene og sikre at fisken er tilstrekkelig smoltifisert for utsett kan potensielt andelen
taperfisk reduseres. Det virker vanskelig, ved ndverende produksjonsregime, & fa en fisk som

har utviklet tapersyndrom til & né slaktevekt.

Begrensninger og generaliserbarhet

Begrensninger ved utvalg

Den opprinnelige protokollen innebar & ta ut et representativt utvalg taperfisk fra merd 108 og
110, pé 20 taperfisk og 10 normale fisk (totalt 60 stk.). Da Mésegval har fisket ut store deler av
taperfisken denne hesten var det relativt lite taperfisk igjen i merdene pé dato for preveuttak (6.
november). Merd 109 ble derfor inkludert i studien, da denne merda ogsé har hatt hey andel

taperfisk i1 host.

Taperfisken ble stort sett fanget manuelt med hév. De ble tatt ut basert pd fenotype og adferd.
Det ble fanget s& mange taperfisk som mulig, og de aller fleste som ble tatt opp ble inkludert i

studien. All fisken som ble hentet opp ble ikke tatt prover av grunnet tidsbegrensning. Et
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tilfeldig antall fisk ble valgt fra hver merd. Om de som lot seg fange skilte seg fra de som ikke
lot seg fange er uvisst, men representerer en mulig seleksjonsbias. En taperfisk ble hentet opp
av dedfiskhdven. Denne var tilsynelatende fersk. Det er uvisst om denne fisken er med i studien,

da det ikke ble notert hvilken fisk dette var. Denne fisken er potensielt ikke-representativ som

taperfisk, i og med at den allerede hadde vert ded en viss tid.

Begrensninger ved preveuttak

Alle tre forfatterne var delaktige under proveuttaket. Dette er i seg selv en mulig feilkilde, da
ulike personer kan ha ulik fremgangsmaéte. I tillegg hadde alle relativt lite erfaring med
proveuttak. Dette viser seg eksempelvis ved at epidermis i stor grad mangler ved uttak

hud/muskel.

Tiden som gikk fra fisken ble avlivet til preveuttaket ble gjennomfert varierte. Dette
representerer en mulig feilkilde. Gjeller er sarlig utsatt for & fa postmortelle forandringer og
siste proveuttak ble gjennomfert 6 timer etter avliving. Dette ber derfor tas med som en faktor

ved vurderingen av histologiske snitt.

Begrensninger gramfarging

Tre prover fikk et resultat ved gramfarging som ikke samsvarte med senere
sekvenseringsresultater. Dette gjelder prove 10 (Photobacterium phosphoreum), 23 (Aliivibrio
sp.) og 24 (Aliivibrio sp.). Gramfargingen stemmer overens med sekvenseringsresultatene, men
for alle provene er bakterieformen registrert som “kokker”, ndr de i realiteten er stavformede
(kilde: “Bacteria in aquaculture - fish, Master Course in Aquamedicine, Infectious Diseases,
Henning Serum og Ane Mohn Bjelland, edited by Espen Brudal 2011, Ane Mohn Bjelland
2013-2015). Dette kan skyldes kontaminering under utsding av bakteriekoloniene, feil under
gramfargingsprosedyre, feil under avlesning etc. Bakterieskélene, med koloniene som ble brukt

til gramfarging, ble i tillegg benyttet ved andre biokjemiske metoder. Prover sendt for
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sekvensering er hentet fra preserverte bakteriekolonier i renkultur. Det er derfor sannsynlig at

sekvenseringsresultatene er korrekte.

Generaliserbarhet

Dette er en tverrsnittstudie utfort 6. november 2019 ved lokalitet Fjolvaeret. Lokalitet og merder
er valgt ut pa grunnlag av tidligere taperfiskproblematikk. Studien sier noe om faktorer hos
taperfisk og normal fisk i merd 108, 109 og 110. Utvalget er basert pd tilgjengelig fisk pa
proveuttaksdato, og dette kan representere en feilkilde mtp. hvor representativ fisken i studien
er. Det antas at faktorer funnet i denne studien vil kunne forekomme ved andre lokaliteter. For

okt generaliserbarhet ber et storre utvalg taperfisk i ulike geografiske soner undersekes.

Konklusjon

Utviklingen av taperfisk utgjor et betydelig velferdsproblem for oppdrettsnaringen, i tillegg til
at det paferer neringen store gkonomiske tap. Det er mange faktorer som kan pavirke fiskens
vekst og fore til at den ikke utvikles som normalt. Risikoen for at det utvikles taperfisk antas
kunne reduseres gjennom en optimalisering av vannkvalitet, stress, foring, smoltifisering og
genetikk. Det er skonomisk sett gunstig med en intensiv produksjon, i tillegg til at kort tid 1
sjoen reduserer faren for infeksjoner og store lusepéslag. Det fremstar imidlertid som naturlig
a anta at den intensive produksjonen inneberer en gkning av faktorer som kan veare ugunstige

for utviklingen av taperfisk.

I denne studien ble det pé histologiske snitt funnet at taperfisk hadde mindre subkutant fett enn
normal fisk. Bakteriologisk dyrkning fra hodenyre viste hoyere forekomst av miljebakterier hos
taperfisken, sammenlignet med normal fisk. Virologiske undersekelser bekrefter forekomst av

PMCV- og PRV-genom i hjertet hos normalfisk og taperfisk og det ble ikke funnet forskjeller
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1 forekomst av virus mellom taperfisk og normal fisk. Positive dyrkningsresultater for bakterier
og virus er funn som ikke sammenfaller med definisjonen av taperfisk som Veterinarinstituttet
benytter 1 sin Fiskehelserapport (1). Resultatene i denne studien gir ikke grunnlag for
konklusjoner om arsakssammenhenger innen forekomst og utvikling av taperfisk. Studien viser
imidlertid at forskjellen i lengdevekst mellom taperfisk og normal fisk er betydelig, og at det
derfor vil vaere usannsynlig at taperfisken noen gang kan ta igjen tilveksten den normale fisken

har hatt, ved dagens produksjonsregime.

Taperfiskproblematikken er kompleks og utviklingen av taperfisk er sannsynlig pévirket av
flere ulike faktorer. Det er vanskelig & fa tilstrekkelig klarlagt hvilke forhold som forérsaker
problemet, da antall taperfisk kan variere mye bade i og mellom anlegg, samt mellom ulike
utsett. Det registreres imidlertid en eokende interesse for taperfiskproblematikken fra
forskningsmiljeet og oppdrettsn@ringen, og nye forskningsprosjekter om taperfisk skal

igangsettes.
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Summary

Title: A study of factors that might influence the prevalence of growth-stunted farmed salmon
in Norway

Authors: Sofie Seli Ottesen, Kristine Rostad and Eiril Moen Soltvedt

Supervisor:  @ystein Evensen', Arnfinn Aunsmo’ og Asgeir Ostvik’, 'Institutt for
parakliniske fag, “Institutt for produksjonsdyrmedisin og “Institutt for prekliniske fag og

patologi.

The development of growth-stunted (GS) farmed Atlantic salmon is a contributor to a monetary
loss for the aquaculture every year. It also represents a concern regarding the welfare of GS
salmon. The prevalence varies between locations, fish stocks and cages. Various research
projects have identified several factors that can impact the development of GS salmon. This

suggest a multifactorial causation.

The purpose of the study was to perform a cross sectional study to register factors in freshwater
and seawater that could affect the prevalence of growth-stunted farmed salmon, and comparing
normal fish with GS fish regarding macroscopic, histopathologic and microbiological
conditions. The results showed differences in acquired length growth (GS salmon having grown
less than normal fish from the same fish group), presence of subcutaneous fat (none in the GS
salmon), a higher incident of ubiquitous bacteria in the kidney of GS salmon and presence of

PRV and PMCYV in both GS fish and normal fish.
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Vedlegg

Vedlegg 1: Sekvenseringsresultater

Prove 9

TGenGTcgAGCGGANncGACaacattgenntCTTCGgAgGanTTGTTGGgCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTaAT
GCCtAgnAaattgcCTTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATGCCTACGGGCCAA

AGAGGGGGATCTTCGGACCTCTCGCGTCAAGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGtAATgnntcac

agGattTgtTGGGCGtcgageGgecGgacGggtGannnntGeccannnnnnt

Progve 10
CCTGATGTGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAATCTCTTCGGAGCAAAGAGGGGGACCTTC
GGGCCTCTCGCGTCAGGATTAGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCC
CTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTccTACGGGAGGCAGCAGTGG
GGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTA
CTTTCAGTTGTGAGGAAGGCAGTTAAGTTAATAGCTTggCTGTTTGACGTTAGCAACAGAAGAAGCACCGGCTAA
CTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGG
CGGTCTGTTAAGCAAGATGTGAAAGCCCGGYGCTCAACCTCGGAACAGCATTTTGAACTGGCAGACTAGAGTCTT
GTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGC
CCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGATGCGAAAGCGTGgaGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACYC
CGTAAACGATGTCTACTTGAAGGTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTG
GGgAGTACGGTCGCaaGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGgCCcGencAAGCGGtGGagecATGTGGTTLAAT

tcgAtGCa
Ingen resultat

Prove 12

agtggntttAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTTAGAGGATGACCAGC
CACACTGgaACTGAGACACGGTCCAGACTCaTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCC
TGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCTTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTGGGGAGGAAAGGGTTGTA

GTTAATAACTGCAATCTGTGACGTTACCCACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
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GGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTAATTAAGTCAGATGTGAAAGC
CCAGGGCTCAACCTTGgaACTGCATTTGanaCTGGTTAACTAGAGTTTTGTAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAgAGATCTGAAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCACCTGGACAAAGACTGACACTGNnNng
CgCGaAGGCGTGGGGAGCAAAcNNgATTAGATAcCCCCGGtAGTCCACGCAGTAAACGATGTCTATTAgaAGTTTG
TGGCTATATGCccGTGGGTTTCaaAGCTAACGCATTAAATAgACCGCCTGGGgAGTACGGCCGCAaggTTAAAACT

CAaaTgAATTGacGGggGCCCgCAcaaGnGGaGggag

Prove 14

ggngccTTACAcaTGCAaGTCGAGCGGAAACGATGGTAGCTTGCTACCAGGCGTCGAGCGGCGGACGGYTGagTA
ATACTTAGGAATCTACCTAGTAGTGGGGGATAGCACGGGGAAACTCGTATTAATACCGCATACGACCTACGGGAG
AAAGGGGGCAGTTTACTGCTCTCGCTATTAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGATGGTGGGGTAAAGGCCTAC
CATGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACCGGGACTGAGACACGGCCCGGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTT
TTGGTTGTAAAGCACTTTAAGCAGTGAAGAAGACTCCGTGGTTAATACCCACGGACGATGACATTAGCTGCAGAA
TAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT
AAAGGGAGCGTAGGTGGCTCAATAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGT
TGAGCTAGAGTATGTGAGAGGAAGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCG
ATGGCGAAGGCAGCCTTCTGGCATAATACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGAttaGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTAGTCGTTGGNTCCCTTGAGGACTTAGTGACGCAGCTAACGCAAT

AAGTAGACCGCCTGgngAgTANGgCCcGCAA

gnnGCctTAcAcCATGCAaGTCGAGCGGAAACGATGYTAGCTTGCTACCAGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAA
TACTTAGGAATCTACCTAGTAGTGGGGGATAGCACGGGGAAACTCGTATTAATACCGCATACGACCTACGGGAGA
AAGGGGGCAGTTTACTGCTCTCGCTATTAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGATGGTGGGGTAAAGGCCTACC
ATGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACCGGGACTGAGACACGGCCCGGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTT
TGGTTGTAAAGCACTTTAAGCAGTGAAGAAGACTCCGTGGTTAATACCCACGGACGATGACATTAGCTGCAGAAT
AAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTA
AAGGGAGCGTAGGTGGCTCAATAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGTT
GAGCTAGAGTATGTGAGAGGAAGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGA

TGGCGAAGGCAGCCTTCTGGCATAATACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCC
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TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTAGTCGTTGGGTCCCTTGAGGACTTAGTGACGCAGCTAACGCAATA
AGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTAAtnCGATGCAACGCGAagAACCTTACCTgnnCTtGannTATCTAGAATCCTGCAGaGATGCGGGA

GtnCCTTCgGgAAttngA

Prgve 15

gGGGgGeccTTANnaTGCAAGTCGAGCGGAAaCGATGGTAGCTTGCTACCAGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTgagT
AATACTTAGGAATCTACCTAGTAGTGGGGGATAGCACGGGGAAACTCGTATTAATACCGCATACGACCTACGGGA
GAAAGGGGGCAGTTTACTGCTCTCGCTATTAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGATGGTGGGGTAAAGGCCTA
CCATGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACCGGGACTGAGACACGGCCCGGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCT
TTTGGTTGTAAAGCACTTTAAGCAGTGAAGAAGACTCnnnGGTTAATACCCgnngACGATGACATTAGCTGCAGA
ATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCG
TAAAGCGAGCGTAGGTGGCTTGATAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATCTGAAACTG
TTAGGCTAGAGTAGGTGAGAGGGAAGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACC
GATGGCGAAGGCAGCTTCCTGGCATCATACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTAGTCGTTGGGTCCCTTGAGGACTTAGTGACGCAGCTAACGCAA
TAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCaCAAGCGGTGG

AgCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAgAaCCTTACCTGGTCTTGActtaTCTaGAATCCTGcaa

atactTaGGAatcTACCTAGtannnngGGatagcncGGGGaaactcGtATTaaTACCGCATACGACCTACGGGAG

AAAGGGGGCAGTTtACTGCTCTCGCTATTAGATGAGCctanntC

Prove 20

TGCAaGTCGAGCGGAtLCTTTGAGAGCTTGCTCTCanaGatTAGCGGCGGAcGGGTGaGTaaCACGTgggTaACCT
GCCTGTaaGATTGGGATAACTCCGGGAaACCGGAGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATT
GaAAGGTGGCTTTTGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGgtaatGgCTCAccaa
aGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCacACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTCGYg

GTCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCAAATAGGGCGGTACCATGACGGTACCTAACCAGAA
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AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGG
AACTTGAGTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTA
AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTATTTCgnaGCAACGCGAAgaaCCTTACCAGGTCTTGACATCCCATGACAACTCTAGAgAtanaGC

GTTCCCCTTCGGGGacAtGGnnACAG

tGCCTatAnaTGCAaGTCGAGCGGATCTTTGAGAGCTTGCTCTCAaaGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACG
TGGGTaACCTGCCTGTAAGATTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATG
GTTCGAAATTGAAAGGTGGCTTTTGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAT
GGCTCACCAAaGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGA
AGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCAAATAGGGCGGTACCATGACGGTAC
CTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTA
TTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTG
GAAACTGGGGAACTTGAGTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAG
GAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGC
AAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGaGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCATGACAACTCTa

gagAtAGAGCGTTCccnTTCGGGGGacATGgggAcAGgtyg

Prove 23

gnngccTAcAcaTGCAaGTCGAGCGGTAACAGAAAGTAGCTTGCTACTTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGT
AATGCCTGGGAATATGCCTTGATGTGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAATGTCTTCGGAC
CAAAGAGGGGGATCTTCGGACCTCTCGCGTCAAGATTAGCCCAGGTGAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCT
CACCAAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGC

CTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGTCGTGAGGAAGGGTGTGTAGTTAATAGCTGCATATCTTGACGTTAGCGACA
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GAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGG
CGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTCATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAACCGCATTTGAAAC
TGGTGAACTAGAGTGCTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATA
CCAGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGACACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGC
GTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGE

GGAGCATGtggTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTtaCCtACTCTTGANnntc

Ingen resultat

Prove 24

GggGCCTacAcaTGCAaGTCGAGCGGTAACAGAAAGTAGCTTGCTACTTTGCTGACGAGCGGCGGACGggTgAGT
AATGCCTGGGAATATGCCTTGATGTGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAATGTCTTCGGAC
CAAAGAGGGGGATCTTCGGACCTCTCGCGTCAAGATTAGCCCAGGTGAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCT
CACCAAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGC
CTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGTCGTGAGGAAGGGTGTGTAGTTAATAGCTGCATATCTTGACGTTAGCGACA
GAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGG
CGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTCATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAACCGCATTTGAAAC
TGGTGAACTAGAGTGCTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATA
CCAGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGACACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGC
GTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
gaAGCATGTGGTTTAATTCGATGCaaCGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGAcaTCCACAGAaaAaGACCAannaT

GGACTT

cCTaanAcATGCaAGTCGAGCGGTAaCAGAAAGTAGCTTGCTACTTTGCTGACGAGCGGCGGACGggTgAGTAAT
GCCTGGGAATATGCCTTGATGTGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAATGTCTTCGGACCAA
AGAGGGGGATCTTCGGACCTCTCGCGTCAAGATTAGCCCAGGTGAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCTCAC
CAAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACG

GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTT
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CGGGTTGTAAAGTACTTTCAGTCGTGAGGAAGGGTGTGTAGTTAATAGCTGCATATCTTGACGTTAGCGACAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT
AAAGCGCATGCAGGTGGTTCATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAACCGCATTTGAAACTGG
TGAACTAGAGTGCTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCA
GTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGACaCTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGaGGTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTtcGGAGCTAACGCGT

TAAGTATAcCGCCTGGGGAGTacGGTCGCAAgatnAAAACTCAAATGattngacGgng

Prove 27

AGcGGtAAcaggaatTAgCTtGetanTTcgecTGACGAGeGgnGGnnnnnnnnnnnnngncTGGGAAtLATGeCttg
ntGTGGGGGATAACTATTGgAAACGATAGCTAATACCGCATAATGTCTTCGGACCAaAaAGAGGGGGATCLTCggAC
CTCTCGcGcnaaGATTAgCCCaGGtGAGATTAGCTAGETGGTGAGGTAAGAGCTCACCAAGgcgaCgATCTCTAG
CTGGtCTGAGAGGATGATCAgcCACaCTGgAACTGAgACaCGGtCCagACTCCTACGGGAGGcagcaGTGgGgAA
TATTGcacaatGgGcGAAAGCCTGALtGCaGCCATGCCGCGtGtATGAAGAAGGCCTTCgggtTGtAAagtACTTT

CaGtCgnGAggaagGgnGT

cnTGCAGTCGAgcGGtaacaGnnatTagcTTGegtaatTcgeTGACGAGCGGCGGACGGGTGAgtnatGeectG

Prove 33

cGtAttaataCcgCnTACGACCTACGGgaGAAaGGGGGCaGTttactGCTCtCGCtaTtAgATGAGCCnngnTCn
nannnnnnnGATGGTGGGGTAAAGGCCTACCATGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACAC
CGGGACTGAGACACGGCCCGGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGAAACCCTGATC
CAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAGCACTTTAAGCAGTGAAGAAGACTCttcGGTTAA
TACCCggaGACGATGACATTAGCTGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGG
GTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGAGCGTAGGTGGCTTGATAAGTCAGATGTGAAATCCCCGG
GCTTAACCTGGGAACTGCATCTGAAACTGTTAGGCTAGAGTAGGTGAGAGGGAAGTAGAATTTCAGGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCTTCCTGGCATCATACTGACACTGAGGCTCGA
AAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTAGTCGTTGGGTCCC

TTGAGGACTTaGTGACGCAGCTAACGCAATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAAT
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GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGtgngtAAATTCGATGCAACgCGAagAaaCCTTACCTGGtEC

TTGACATATCTAgAATCCTGCAGAGATgnGGgAgtgCcTTcng

TaCcgCntaCgAcCtaCGGgaGaaaGGGGgcaGtttactGCTCtCGCTattagAtGAGCCnngnTCnnnnnnnnn
NnGATGGTGGGGTAAAGGCCTACCATGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACCGGGACTG
AGACACGGCCCGGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCATG
CCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAGCACTTTAAGCAGTGAAGAAGACTCttcGGTTAATACCCgga
GACGATGACATTAGCTGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGC
GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGAGCGTAGGTGGCTTGATAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACC
TGGGAACTGCATCTGAAACTGTTAGGCTAGAGTAGGTGAGAGGGAAGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGAGATCTGAAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCTTCCTGGCATCATACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGG
GTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTAGTCGTTGGGTCCCTTGAGGAC
TTAGTGACGCAGCTAACGCAaTAAGTAGACCGCCTGGggAGTACggCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCtGGTCTTGACTATC

TAGAATCCTGCAANNaTGggggaGtGCCT
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PCR-metode

Sample solution preparation (Nucleic acid extraction)

This RNA-based gPCR kit does not include reagents for nucleic acid extraction.
Please extract nucleic acids from your samples using a method of your choice,
such as a column or magnetic beads-based method prior to performing gPCR
tests.

Reaction preparation (Nucleic acid amplification)

For instruments that don’t require ROX dye
A: Preparation of dilution series for generation of a standard curve (Optional)

1. Make a 10 fold serial dilution of positive control from 10° copies/ul to 10*
copies /ul.
Pipette 100 ul of Positive Control reconstitution buffer into PC and mix
well. (The concentration of PC in this tube is 10° copies/pl.)

2. Pipette 45 pl of Dilution buffer into 5 tubes and label 5-1 (10°-10*

copies/ul)

Pipette S ul of positive control DNA (from step 1) into tube 6

Vortex thoroughly

Change pipette tip and pipette 5ul from tube 6 into tube 5

Vortex thoroughly

N o v osWw

Repeat steps 5 and 6 to complete the dilution series
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B: Preparation of qPCR reagents
1. For each unknown sample and/or positive or negative control prepare a
reaction mix according to the table below:

Component Volume
Reagent B 11 4l
Master Mix with stabilizer {w/o Rox) H
Reagent C

Primers & probe 39 ul
Final volume 50 pl

2. Pipette 50 ul of the mix into individual wells, according to the real-time
PCR experimental plate set up.

3. Pipette 5 pl of each sample solution (see nucleic acid extraction) into the
wells according to the gPCR experimental plate set up. The final volume in
each unknown sample well is 55 pl.

4. For negative control wells, use 5 ul of Negative Control. The final volume in
each negative well is 55 pl.

5. If a standard curve is to be included for quantitative analysis, prepare a
reaction mix according to the table above and pipette 5 pul of standard
template (standard curve dilution series) into each well for the standard
curve according to your experimental plate set up. The final volume in
each positive well is 55 pl.

6. Always run at least one positive and one negative controls with the
samples in each run.

C: Amplification conditions (thermal program)
50°C | 15 min | Reverse transcription
95 °C 5 min | Enzyme activation

95°C | 10sec Denaturation

60°C | 40sec | Data collection™
*Fluorogenic data should be collected during this step through the FAM
channel.

40 cycles
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