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Evaluering av badebehandlingsmetodikk mot lus i oppdrettsanlegg gEso

SAMMENDRAG

I dag brukes bare syntetiske pyretroider til badebehandling mot lakselus. Syntetiske
pyretroider er vanskelig a male direkte. Dosering beregnes pd grunnlag av estimater av
behandlingsvolum. Det forutsettes at dosen ikke fortynnes til ikke-terapeutisk nivé i lepet av
behandlingen. For & unngé fortynning av legemiddel m& merden avskjermes ved bruk av hel
presenning eller skjort. For lav dose reduserer effekten av behandlingen og eker risiko for
resistensutvikling hos lakselus. For hoy dose kan gi toksisk effekt pa fisken. Vi har 1 dag
ingen metoder som muliggjor en direkte kontroll med dosering under selve behandlingen.
Kvalitetssikring av metode for badebehandling av oppdrettsmerd er derfor enskelig.

Ved bruk av syntetisk DNA som sporstoff er det utviklet metodikk til kartlegging av
konsentrasjonsforskjeller av lusemiddel under avlusning i merd med bruk av skjert og
presenning. Det er gjennomfert kvantitative analyser av spredning av bademiddel under
avlusing. Analysene baserte seg pa samtidig uttak av vannprever fra fem prevepunkt pr sjikt
og pa flere dybdesjikt og tidspunkt i behandlingsperioden.

Resultatene viste en jevnere og raskere fordeling av lusemiddel ved bruk av presenning
sammenlignet med bruk av skjert. Tap av virkestoff ut av merd og fortynning nedover i merd
ble pédvist ved bruk av skjert. Resultatene indikerer at dagens praksis for avlusing kan
forbedres.

ORGANISERING

Referansegruppa for prosjektet har bestatt av:

Bernt Martinsen Alpharma AS

Bjorn Hembre Salmar AS

Sturla Romstad Statens dyrehelsetilsyn (Mattilsynet)
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553033). VESO har statt for prosjektledelse og gjennomfering. Samarbeidspartnere i
prosjektet har vaert Salmar AS, Marine Harvest, Alpharma, ChemTag og Biosmart. Vi takker
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1 Innledning

Lakselus utgjor i dag en helsemessig og ekonomisk utfordring for norsk oppdrettsnaring.
Luseangrep péferer fisken hudskader som kan gi osmoregulatoriske problemer og
sekundarinfeksjoner. Lakselus representerer ogsa en alvorlig trussel mot ville bestander av
laksefisk. Bruk av legemidler til bekjempelse av lakselus er utbredt. Riktig bruk reduserer
faren for at lakselus utvikler resistens mot legemidlene. Dersom lusenivd i enkeltmerder
overskrider grenseverdier 1 forskrift om bekjempelse av lakselus skal behandling
gjennomferes (Norsk forskrift 2000-02-01 nr 70).

12002 var de samlede kostnadene grunnet lus estimert til 100-500 MNK (Havforsknings tema
1-2003). Pa grunnlag av legemiddelstatistikk (Grave m fl. 2003) og veiledende priser er det
beregnet at norsk oppdrettsnering brukte 58 millioner kroner pd legemidler til
badebehandling. I tillegg kommer andre kostnader knyttet til behandling, nedsatt vekst og
kvalitet pa fisken, samt okte driftskostnader.

Det er i hovedsak tre mater & avluse et oppdrettsanlegg péa:
- ved bruk av leppefisk

- ved bruk av orale lusemidler (fortilskudd)

- ved bruk av badebehandling.

For avlusing av stor fisk 1 sjo er badebehandling mest brukt.

Badebehandling og anbefalt bruk

Badebehandling foregar ved at et legemiddel blandes inn i vannmassene fisken oppholder seg
1. For a unnga ukontrollert fortynning av legemiddelet brukes det ulike typer avskjerming av
merden under behandlingen. Opprinnelig ble hel presenning brukt til avskjerming. Denne
metoden gir fullstendig skille mellom behandlet vannvolum og ytre milje. Etter hvert som
driftsenhetene er blitt sterre og legemidlene mer effektive har det blitt vanlig & benytte skjort
istedenfor presenning. Skjertet er en duk som dras rundt og dekker sidene av merden. Skjortet
blir hengende langs notveggen, men forblir &pen i bunnen. Det er enklere a sette et skjort enn
en hel presenning og det anses som tryggere for fisken fordi det kan fjernes raskt hvis
komplikasjoner skulle oppstd. Risiko i forbindelse med en behandling knyttes oftest til fall i
oksygenniva, overdosering av stoff eller klemming av fisk grunnet strom.

Statens Legemiddelverk utformet i 1999 terapianbefalinger for behandling mot lakselus i
oppdrettsanlegg (SLK 2000). Det fremheves at badebehandling fortrinnsvis ber utferes i
lukkede enheter som brennbater eller ved bruk av hel presenning rundt merd.

12001 og 2002 ble det kun brukt syntetiske pyretroider til badebehandling (Grave m fl. 2003).
Det finnes i dag to godkjente legemidler med pyretroider som aktivt stoff til badebehandling
av laksefisk mot lus. Disse er Alphamax® og Betamax® med henholdsvis deltametrin og
cypermetrin som virkestoff. Disse virkestoffene er svert viktige i bekjempelsen av lakselus 1
norsk oppdrettsneering.

Produsentene har gitt behandlingsanbefalinger bade for bruk av hel presenning og skjert.
Doseringen for bruk av Alphamax® og Betamax® er henholdsvis 2 og 15 ppb virkestoff ved
bruk av presenning og 3 og 20 ppb virkestoff ved bruk av skjert. Behandlingstid for
presenning og skjort er henholdsvis 30 og 40 minutt for begge legemidlene. Konsentrasjon
beregnes ut fra det volum som er avskjermet ned 4 meter, uavhengig av om det star fisk pa
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storre dyp. Dersom merden er grunnere enn 4 meter under behandling brukes aktuell dybde.
Overdosering 1 et merdanlegg kan fere til okt dedelighet hos fisk grunnet toksiske
konsentrasjoner.

Resistensutvikling kan skje ved ensidig bruk av en type legemiddel. Det er tidligere
dokumentert redusert folsomhet for organofosfater hos lakselus som et resultat av omfattende
bruk (Jones m fl. 1992; Midttun m fl. 2000). Sterst risiko forekommer nér lakselusa
eksponeres for subletale (ikke dedelige) doser av lusingsmidler (Devine m fl. 2000, Midttun
m fl. 2000). 1 Norge er det registrert forskjeller i folsomhet for deltametrin mellom ulike
populasjoner lakselus (Sevatdal og Horsberg 2003). Variasjon i felsomhet kan gi grunnlag for
utvikling av resistens ved behandling med subletale doser.

Effekten av en behandling forventes a variere med konsentrasjon av bademidlet og
behandlingstiden. Bademidlets evne til 4 fordele seg i behandlingsvolumet vil pavirke
konsentrasjonen 1 ulike deler av merden. Det onskelige er en rask og jevn fordeling av
bademiddel i tid og rom. Kvalitetssikring av badebehandlingene vil trolig vare et viktig tiltak
for a redusere risikoen for utvikling av resistens mot pyretroider.

Mal med prosjektet
Malet med prosjektet har vaert & evaluere og sammenligne effekten av ulike
avskjermingsmetoder ved badebehandling mot lus i merd. Delmal har veert:

e Utvikle metodikk for kontroll med dosering av lest stoff i oppdrettsmerd.
Fé et kvantitativt mal péd kjemikalier (lusemidlet) som ikke lar seg male direkte ved bruk
av sporstoff.

e Dokumentere innblanding og distribusjon av bademiddel ved bruk av skjert og presenning
Beskrive forventet dose under behandlingsperioden og beregne spredning og fortynning
av bademiddel 1 hele behandlingsomradet.

e Utvikle forsekoppsett for sammenligning av ulike avlusingsmetoder ved badebehandling.
Utvikle et forseksoppsett som gir en god beskrivelse av fordelingen av sporstoff over tid 1
merd ved ulike behandlingsopplegg.
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2 Metodikk

2.1 Bruk av sporstoff og bademiddel

I dette prosjektet er det anvendt Alphamax® med virkestoffet deltametrin til avlusing av fisk.
Alphamax® tilsettes 1 konsentrasjon som tilsvarer 2ppb deltametrin ved jevn fordeling ned til
fire meters dyp ved bruk av presenning, og 3ppb deltametrin ved bruk av skjert. Ved sa lave
konsentrasjoner kan virkestoffet ikke males direkte. For & beregne konsentrasjon av
legemiddelet ble det tilsatt et sporstoff som lar seg detektere og kvantifisere.

Mengden bademiddel anvendt er beregnet ut fra et volum ned til 4 m dyp etter gjeldende
produktanbefalinger:

e Presenning: 0,2ml pr m’, for 24x24 merd, totalt 460,8 ml Alphamax®.

e Skjert: 0,3ml pr m3, for 24x24 merd, totalt 691,2 ml Alphamax®.

Sporstoff og bademiddel ble blandet rett for avlusing. Det ble deretter tatt en kontrollpreve.
Blandingen ble fordelt i en stamp med ca 50 liter vann. Bademiddelet ble tilsatt med bruk av
better fra hver side av merden.

Valg av sporstoff

Syntetisk framstilte DNA-molekyler ble brukt som sporstoff. DNA-molekylene gis en unik
kode som vil fungere som molekylere merkelapper i behandlingsvolumet. Metoden har et
stort anvendelses omrade, blant annet ved studier av fortynning og spredning av vann i
bevegelse (Sabir et al. 1999 og 2000). Syntetiske DNA-molekyler inneholder ikke genetisk
informasjon og pdvirker ikke levende organismer eller miljoet for evrig. Syntetisk framstilt
umodifisert DNA er godkjent av Neringsmiddeltilsynet for tilsetting i drikkevann.
Deteksjonsgrensen er svaert lav og molekylaere konsentrasjoner er tilstrekkelig for sikker
identifisering av sporstoffet. Sporstoffet er enkelt & hindtere og kan tilsettes uten spesiell
kompetanse. Bruk av en unik DNA-sekvens for hvert forsegk hindret forurensing mellom hver
gjennomforing.

For oppstart av prosjektet ble det undersekt om bademiddelet innvirket pa DNA-sporstoffet
eller analysemetoden og om sporstoffet sprer seg homogent i narver av bademiddelet. Det
ble ikke registrert noen problemer i denne forbindelse. Det ble ogsé gjennomfort tester for &
undersgke om utstyr som rer og slanger hadde noen pévirkning pa sporstoffet ved
provetakningen som tap av sporstoff grunnet adsorpsjon til plasten eller lignende. Slike
effekter ble ikke registrert.

Forutsetninger

Pyretroider, som er virkestoffene i bademiddel, er hydrofobe og spres ikke lett i vann.
Bademiddelet er tilsatt dispergeringsmiddel for at virkestoffene skal spre seg best mulig.
Losningen spres raskt ved at bademiddelet deles i svart smé draper med pyretroider inni
(mikroemulsjon). Drépene loses ut nar de treffer en fettloselig overflate (fiskehud). Syntetisk
DNA er hydrofilt og sprer seg hurtig i vann. Det forutsettes at sporstoff og virkestoff fordeles
tilneermet likt under behandlingen. Forskjeller 1 spredningsegenskaper hos sporstoff og
bademiddel kan pavirke resultatene. Imidlertid vil spredningen av sporstoff skje pa samme
mate ved alle gjennomferinger slik at forskjeller 1 spredning som skyldes ulik avskjerming
forventes a kunne pavises.
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2.2 Uttak av vannprever

En vannprevehenter ble utviklet for effektiv og neyaktig innsamling av vannprever. En
peristaltpumpe ble koblet til hver av de fem proveseylene (fig. 1) med en egen slange fra
hvert innsamlingsdyp. Alle slangene var like lange slik at transporttiden av vannet opp i
proveglasset er likt for alle punkt. Variasjon i transporttid for vatnet ble méilt til under en
prosent. Pumpehastigheten ble kontrollert og synkronisert for innsamling av prover startet.

Vannprever ble samlet inn ved 1, 3, 5, 7 og 10 meters dyp i fem seyler (fig. 1). Det ble
samlet inn 21 vannprever hvert 5. minutt fra tidspunkt for tilsetting av lakselusmiddel.
Provene tatt etter 5, 10, 20 og 30 minutt ble analysert. Ved piloten ble det tatt praver pa 1, 2, 3
og 4 meters dyp.

1m
3m

Sm

Tm

10m

Figur 1. Innsamlingspunkter for vannprovene tatt under avlusing i mars og juni 2003. Det ble tatt
prover i 5 soyler pa 1, 3, 5, og 7m dyp. I midten ble det ogsd tatt prover pa 10 m dyp.

2.3 Lokale miljeforhold

Bruk av ulike lokaliteter ved forsgk vil medfere miljeforskjeller, se tabell 3. Fiskestorrelse og
tetthet antas 4 betydning pa fordeling av bademiddel i ei merd og ble derfor forsgkt holdt mest
mulig likt mellom forsekene.

Folgende parametre ble samlet inn:

a) Stremmaélinger pd lokaliteten ved behandling med skjort

b) Oksygenniva i merden under behandling

c) Salinitet

d) Temperatur

e) Mengde lus pa fisken for og etter behandling

I tillegg ble fiskens plassering og adferd under behandling observert med undervannskamera.

2.4 Data-analyse

Analyseresultat av vannprevene

Kvantitative mélinger av sporstoff baserer seg pa PCR-analyse. En streng av et DNA-
sporstoff oppformeres for telling. Resultater gjengis som Ct-verdier, som omregnes til antall
DNA-molekyler i proven for PCR-reaksjonen. Antall DNA-molekyler angir ikke en absolutt
verdi men er en relativ verdi 1 forhold til konsentrasjon i en stamlesning. Mer detaljerte
opplysninger er gitt i vedlegg 1.
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Omregning fra DNA-molekyler til ppb pyretroider

Antall DNA-molekyler i vannprevene ble funnet ved PCR-analyse. Konsentrasjon av
pyretroider beregnes ut fra hvor mye sporstoffet er fortynnet 1 innsamlede prover i forhold til
konsentrasjonen i en stamlosning. Det ble analysert tre delprever fra hver prove, disse var pa
4ul og ble analysert separat. Gjennomsnittet av de tre prevene ble brukt som mengde DNA 1
4ul av en bestemt prove.

Siden PCR-metoden er en enzymatisk deteksjonsmetode vil denne vare sensitiv overfor
forskjellige typer inhibitorer 1 sjevann. Forut for analyse av vannprevene ble det gjennomfort
fortynningstester av sjovannet for & fortynne potensielt hemmende stoffer pa PCR-analysen.
Disse testene ble gjennomfert forut for analyse av feltprover fra alle feltforsokene. Pa
bakgrunn av disse analysene ble en fortynning pd 10 valgt for prevene fra pilotforseket og en
fortynning pa 4 pa preovene fra forsek 1 og 2. Provene fra forsgk 3 ble ikke fortynnet for
analyse.

Metodens sikkerhet

Variasjon 1 antall DNA-molekyl ved tre uavhengige analyser fra hver vannpreve viser
analysemetodens usikkerhet og kan uttrykkes som standardfeil (SE=SD/(n)1/2). Hoy
standardfeil kan skyldes klumping av sporstoff eller ungyaktighet 1 analysen av sporstoffet.
Forholdet mellom konsentrasjon sporstoff og standardfeil ble estimert ut fra tidligere analyser
av Chemtag (se fig. 2). Spredningen og maélefeilen ved DNA — tellemetoden reduseres ved
okende konsentrasjon av sporstoff i preven, og konsentrasjonen ber vare s& stor at
standardfeilen (SE) er minst mulig. Standardfeil, i prosent av gjennomsnittet, synes & komme
under 10 % ved en konsentrasjon pd mellom ti og femti tusen DNA-molekyl pr prove.

Ved pilotundersekelsen ble det brukt 10'” DNA-molekyl som sporstoff. Ved et volum pa
5760m’eller 5,76 x 10'*ul vil det ved jevn fordeling sporstoff veaere 6,95x10° DNA-molekyl
hver vannprove (4ul). Ved konsentrasjoner av sporstoff pd dette nivaet forventes
standardfeilen & komme pd under 10%. Minste aksepterte verdi har vi nar konsentrasjonen
sporstoff er sd liten at SE gker til >gjennomsnittsverdien. Er standardfeilen sterre en dette mé
vi anta at konsentrasjonen av virkestoff i bademiddel kan vare null eller en nullverdi kan
vare pa storrelse med SE.

@ 50
z
iU 404 @
<
D 30
°
(©
o
gzoA
k)
= 104 s .?
g % ®e
e O T T T. T T T TeT
o

Gjennomsnitt DNA telletall i en preve (Log,,)

Figur 2. Variasjon i tellinger av DNA for tre delprover av 15 ulike enkeltpraver, som hver har en ulik
konsentrasjon. Tallene er fra tidligere analyser av antall DNA sekvenser i vannprover.
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Ved analysering av prever fra piloten var konsentrasjonen av DNA 1 provene si lav at
spredningen i avlesingene ble storre enn ensket. Dette kunne delvis skyldes tap av sporstoff ut
av merden under avlusing. For & sikre tilfredstillende malenayaktighet ble konsentrasjonen av
sporstoff gkt tilt 10" DNA-molekyl ved bruk av skjert som avskjerming.

Kontrollprever

I hvert forsek ble bademiddel og sporstoff blandet i et gitt volum vann og det ble tatt en
kontrollpreve. Ved gitt mengde sporstoff blandet i en gitt mengde vann kan konsentrasjon av
sporstoff ved fullstendig innblanding beregnes (tabell 1). Sporstoffet ble blandet i ulik
mengde vann og samtidig varierte mengden sporstoff slik at teoretisk konsentrasjon varierer
fra forsek til forsek. Teoretisk mengde sporstoff ble sammenlignet med beregnet mengde
sporstoff, dette for & se om analysen av sporstoffet fungerte. Analysene av sporstoff anses
som vellykte. Analyseresultatene varierte fra teoretisk verdi, dette antas a skyldes ufullstendig
innblanding 1 prevevolumet.

Tabell 1.  Analyseresultat av kontrollprover, beregnet teoretisk verdi og analysert verdi.

Forsek Teoretisk-verdi Analysert verdi
Pilot (skjort) 7,1%107 1,7%107
Forsek 1 (presenning) 8,0%10° 2,3*10°
Forsok 2 (presenning) 1,1*10* 2,4%10"
Forsok 3 (skjort) 8,0%10" 2,8%10"

Kontrollprovene er fortynnet med en faktor pa 10°-10 for analyse

Statistisk behandling
Ved testing av forskjell i konsentrasjon av sporstoff mellom ulike tidsperioder og soner innen
en merd, samt mellom forsgk, ble det nyttet ikke parametriske ranktester.

3 Praktisk gjennomfering

3.1 Lokaliteter og metodikk

Prosjektet er gjennomfort ved to lokaliteter i Nord Trendelag som bruker forskjellig metodikk
ved avlusing; skjert og presenning (tabell 2). Forsekene ble gjennomfert som del av ordiner
avlusing av anleggene. Lusetellinger viser over 90% reduksjon av lus ved alle forsek, vedlegg
2. Bakgrunnsdata for de ulike forsekene er gitt i tabell 3. Ved forsek 3 var det en strom pé
1,2cm/s 1 servestlig retning ved avlusing.

Avskjerming

Ved bruk av skjert ble nota linet opp slik at bunnlina var pd 10 m dyp, dedfiskhaven ble ikke
hevet. Presenningen som ble brukt var pa ca 8m dyp pa sidene og calOm dyp i midten, se
fig.3. Avskjermet volum ble beregnet ut fra en grunnflate pa 24x24m og et dyp pa 10 m.. Ved
bruk av presenning er de 2 nedre meterne av avskjermingen antatt & ha pyramide form.
Avskjermet volum ved bruk av skjert og presenning ble henholdsvis 5760 m> og 4992 m’.
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Tabell 2.  Lokaliteter og type anlegg brukt i forsokene.

Pilot og forsek 3 Forsek 1 og forsek 2
Navn pa lokalitet Olenvika Kjelneset
Eier Salmar/ VESO* Marine Harvest
Type anlegg Stalanlegg Stalanlegg
Alder (tidspunkt utsett) Hest 2001 Heost 2001
Merdstorrelse 24x24 meter 24x24 meter
Avlusingsmetodikk Skjert Presenning
Oksygentilsetting 2 rister 3 rister
Opplining 10 m 7-11 meter

*Forsek gjennomfoert ved VESO sin FoU-konsesjon som drives 1 samdrift med Salmar.

Tabell 3.  Malte parametere ved gjennomforing av de ulike forsokene.

Forsek  Avskjerming Lokalitet Dato Salinitet Temp °C Antall Biomasse Snittvekt
%0 Im 4m fisk kg kg

Pilot (skjort) Olenvika 17.11.02 33 6,7 5,0 45785 132410 29

Forsek 1 (presenning) Kjelneset 13.03.03 32,5 4,5 66 763 201311 3,5

Forsgk 2 (presenning) Kjelneset 17.03.03 32,5 4,5 75051 217457 2,9

Forsgk 3 (skjert) Olenvika 11.06.03 20 11 93 56039 222228 3,9

3.2 Kommentar til gjennomforing

Metodikken brukt ved gjennomfering av prosjektet avviker fra anbefalt metodikk ved
avlusing. Gitte anbefalinger tilsier at bunnlina skal heves til 4m og bademiddelet fortynnes
kraftig og tilsettes med pumpe (Midtun et al. 2000b). Vi brukte en enklere metodikk fordi
denne er vanlig i n&ringa, og fordi det er lettere 4 standardisere en enkel metode.

Ved gjennomfering av forsek 1 med presenning opplevde vi at det ble for lite vann inne i
presenningen og ansamling av luft under presenningen. Dette medferte ustabil form og
problemer med at bunnen av presenningen tidvis ble presset opp (fig. 3). Behandlingsvolumet
ble derfor vesentlig mindre enn planlagt. Dette er et ofte registrert problem (Treasurer 2000).

Presenning ved oppstart

Formen varierer i lopet av avlusing. Avskjermingens volum er ukjent

Bunnen pa
presenningen
kommer opp

Presenningen
ble ikke fylt
med vann

A B C

Figur 3. Presenningen sin form og volum ved forsok 1. Tegning A viser presenningens normale form.
Tegning B og C viser hvordan formen til presenningen endret seg under avlusinga.
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Det ble observert vannstrom inne i merden ved alle avlusingene med skjort som avskjerming
(figur 4). Det skjedde ogsa en innsnevring av merdene som indikerer at vann suges ut under
avlusing.

Skjert ved Vann inn i skjet Skjert ved

A . Gronn pil:
oppstart pa skjertet avslutning

Observert strom

Bla pil:
Antatt strom

Rad pil:

Milt strom ved avlusing

e ],2cm/s
A B C
Figur 4. Skjortets form og vannstrom i og rundt merd ved forsok 3. Tegning A viser skjortets
form og vannstrammer under merda ved oppstart av badebehandlingen. tegning B
viser observert vannstrom inn i skjoten pad skjortet. Tegning C viser hvordan
vannstrommer i merda endrer avskjermingens form og volum.

Ved alle forsek ble det med undervannskamera observert fisk fra overflata og ned til 10m
dyp. Fisken var fordelt i hele det tilgjengelige volum.

4 Resultat

4.1 Malenoyaktighet

Konsentrasjon av sporstoff malt ved bruk av PCR-teknikk viste variasjon mellom tre
parallelle delprover fra hver vannpreve. Variasjonen gav et mél pd usikkerheten ved selve
analysemetoden. Spredningen er vist i form av standard feil 1 figur 5, gjennomsnittlig
standardfeil og standard avvik er vist tabell 4. Resultatene viser at de relativt lave
konsentrasjoner av sporstoff som ble funnet i prevene fra pilotstudiet gav stor variasjon
sammenlignet med de senere forsgkene. Standard feil pd over 20% vurderes som lite enskelig.
Dette var imidlertid situasjonen i pilotforseket og i forsek 3.

70 70

60 'o R pilot, N=74 60 forsgk 2 presenning, N=80
L i

50 S 50 S

40 . 40

30 o 30
~ 8% oo ° N 20 e
m 20 . ~s KT
z)/ 10 * ® * o 10 @,
= o $ 3 ™ 0 ‘ ‘ rS ‘
(]
S 0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
_§ 70 - 70 -
g 60 forsek 1 presenning, N= 84 60 forfak 3 skjort, N=78
3 50 50 v s
= 40 40 *e s * N
5] 30 L ¥ .
7] 30 e, %, 0 o
8 20 A‘A : 20 GA"‘ - é " oo ®
~ 0 e %"*%es e * 0 MDA 33'33 .

0 L 2 ‘s 0 ‘ ‘ AR PE LR
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
Antall DNA-molekyler(log10) Antall DNA-molekyler(log10)

Figur 5. Variasjonen i resultatene ved tre uavhengige analyser av en prove, viser sporstoff
analysenes noyaktighet. Variasjonen er uttrykt som standardfeil i prosent av gjennomsnitts
verdien.
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Tabell 4. Gjennomsnittlig standardfeil ved analysen av sporstoff for pilot, forsekl, forsek 2 og forsok 3.

Forsek Gj.sn. standardfeil Standardavvik
Pilot (skjort) 25,3 20,1
Forsgk 1 (presenning) 8,9 11,5
Forsgk 2 (presenning) 10,7 16,9
Forsok 3 (skjort) 21,7 13,4

4.2 Konsentrasjon og fordeling av bademiddel

Det doseres for 4 fa en konsentrasjon som tilsvarer 2ppb deltametrin ved jevn fordeling ned til
fire meters dyp ved bruk av presenning, og 3ppb deltametrin ved bruk av skjert. Uavhengig av
opplining av nota er volumet som bademiddelet kan spres i storre enn det volum det doseres
etter. Vi ma derfor forvente lavere konsentrasjon enn 2 og 3 ppb for bruk av henholdsvis
presenning og skjort ved avlusing. Likeledes ma det forventes et tap ut av merden ved bruk av
skjert, noe som vil medfere en ytterligere reduksjon 1 konsentrasjon av deltametrin.

Avskjermet volum i merdene med skjort var antatt & vaere 5760 m’. Dersom bademiddelet
sprer seg jevnt i hele volumet oppnées en teoretisk konsentrasjon av deltametrin pa 1,2 ppb.
Ved bruk av presenning var avskjermet volum antatt 4 veere 4992 m’. En jevn fordeling av
sporstoffet i dette volumet gir en konsentrasjon av deltametrin pa 0,92ppb. Beregnet
gjennomsnittskonsentrasjon og teoretisk konsentrasjon for hvert forsek er vist i tabell 5.
Resultat for alle provepunkt er vist i fig. 6.

Tabell 5. Gjennomsnittlig konsentrasjon av deltametrin (+ standardavvik) beregnet ut fra mengden
sporstoff i alle innsamlingspunkt for pilot, forsek 1, forsek 2 og forsek 3. Teoretisk
konsentrasjon utledet fra fullstendig fordeling i avskjermet volum.

Forsek Beregnet kons. Teoretisk kons.
deltametrin (ppb) gj.snitt+SD  deltametrin (ppb)

Pilot (skjort) 0,02+0,05 1,20

Forsgk 1 (presenning) 2,19+£2,57 0,92

Forsgk 2 (presenning) 0,98+0,65 0,92

Forsek 3 (skjort) 0,53+1,49 1,20

I pilotundersgkelsen var utledede verdier for konsentrasjon av deltametrin (0,02ppb)
systematisk lave, og langt under det som var forventet (1,20 ppb). Beregnede verdier av
deltametrin ble ukorrekt lave . Det antas imidlertid at verdiene beskriver relativ fordeling av
bademiddel i merda. Arsaken til at verdiene ble si lave er ukjent. Kontrollverdiene var
imidlertid som forventet (tabelll). Det viser at det ikke var feil med selve sporstoffet. At de
beregnede verdiene var for lave underbygges ved at behandlingen ga over 90% reduksjon av
lus pa fisken (vedlegg 2).
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Figur 6. Konsentrasjon av pyretroider i ppb utledet av sporstoffimengden i vannprovene.Verdien i
hvert provepunkt etter 5, 10, 20 og 30 minutt behandling, "a-e¢" og ’f-j” representerer ulike
provesoyler. Tallene pd x-aksen viser innsamlingsdyp, 1, 3, 5, 7 og 10 meter.

I forsek 1 ble gjennomsnittlig konsentrasjon deltametrin beregnet til 2,2 ppb, dette var hoyere
enn forventet (tabell 5). Den heye verdien kan forklares med at avskjermet volum ble
vesentlig mindre enn forutsatt, se fig. 3. Det ser ut til at avskjermet volum i dette tilfelle var
omtrent det som det ble dosert etter, 4992m°.

I forsek 2 ble gjennomsnittlig konsentrasjon av pyretroider beregnet til 0,98ppb, altsé nare
forventet verdi pa 0,92 ppb. (tabell 5). I forsek 3 var konsentrasjonen av pyretroider lav med
et gjennomsnitt pa 0,53, langt under teoretisk verdi pa 1,2ppb (tabell 5).

Sporstoffet fordelte seg over hele merden under hele behandlingen for alle forsek (fig. 6 ).
Gjennomsnittskonsentrasjon og spredning av verdier omregnet til ppb deltametrin for hvert
innsamlingsdyp og samplingstidspunkt er vist i figur 7 og vedlegg 3. Spredning av verdier er
storst tidlig 1 behandlingen, med unntak av forsek 2 hvor spredningen er liten 1 hele
behandlingsperioden.

VESO Trondheim 2004 Side 12

1
, / 

. Forsek2 |

J
g‘




Evaluering av badebehandlingsmetodikk mot lus i oppdrettsanlegg gEso

25 10—
_pilot Dyp F meter Forsek 1 D I meter

o 1m o 1m

20 o 5 § m & ® im

m

T Zoam

& 4m * n

15 & o _ A 10m

PPB (g).snitt + 2 5E)
2

PPB (g shitt + 2 3E)
o

M | E 0 T e

-05 -2
H= 55 5 55595 S5 55 S 55 5 H= 553551 5551 555351 55551
5 10 20 30 5 10 20 30
Tid i min Tid 1 min
10 10
Forsok 2 Dyp i meter Forsgk 3 Oy i meter
o 1m - o 1m
84 m 3m 81 - m Zm
Ooam o5sm
—_ # m —_ ® Tm
a6 &4 10m Hoosd 4 10m
o (']
+ ;
g 4 = 44 0
»n A w
3 g
m
g 21 o 24
CE | Thn
04 0] Mo EL.:\ L Y
2 -2
N= 55551 55551 55551 55551 N- 56551 55561 65551 655551
5 10 20 30 5 10 20 30
Tid i min Tid i min

Figur 7. Beregnede konsentrasjoner av deltametrin (Gj.snitt £ 2standardfeil) etter 5,10, 20 og 30
minutter ved hvert innsamlingsdyp. N = antall prover per dyp og tidspunkt.

Relativ endring av beregnet konsentrasjon deltametrin over tid var signifikant forskjellig
mellom forsgkene, dette med unntak av mellom piloten og forsek 3. Begge ble gjennomfort
med skjort som avskjerming (tabell 6).

Tabell 6. Test for endringer av konsentrasjon over tid. Konsentrasjon av stoff (log 10 ppb)
som funksjon av tid medregnet alle dyp mellom to og to forsok. Linecer regresjon,
H, forkastes ved lave verdier av t.

Forsek t-verdi Frihetsgrader Sign.niva, P
pilot-forsekl 11,2746 160 0,0005
pilot- forsgk 2 8,4890 160 0,0005
pilot- forsgk 3 0,0055 160 0,5

forsegk 1- forsegk 2 3,9916 164 0,0005
forsgk 1- forsek 3 7,3090 164 0,0005
forsek 2- forsek 3 3,8349 164 0,0005
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Forekomst av ulike doser 1 gvre og nedre del av merda er vist i figur 8. Ved bruk av
presenning ble det ble oppnadd like haye doser hoyt oppe og langt nede i merda (forsegk 1 og
2). Ved bruk av skjert var alle beregnede verdier sterre enn 0,25 ppb registrert pd 1-3m dyp
(forsek 3). Det ble registrert signifikant forskjell i konsentrasjon mellom evre sjikt (1m) og
midtre sjikt (5m) 1 forsek 3 (tabell 7).

100 -

[mmiam | Forsek1
g0 |E=510m |1 © ! (Presenning)
60 - S I
o =
©1 Forsek2
804: . i . . i (presenning)
60; T

Frekvens (%)

wj  Forsek3
ol (kew

—_— -
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 5

Dose (PPB i 30 minutt)

Figur 8. Beregnet dose av bademiddel (ppb deltametrin) i 30 minutt, overst (1-3m) og nederst i
merden (5-10m). Gjennomsnitt for alle verdier i et innsamlingspunkt er veid etter tiden
mellom innsamlingene.

Tabell 7. Test for forskjeller i konsentrasjon beregnet lusemiddel i ovre sjikt (1m) og midt i merden
(4 og Sm). Mann-Whitney Rank Sum Test.

Gruppe N Nsm T P
pilot, 1og 4mdyp (skjart) 20 20 431 0,579
forsgk 1, 1og 5m dyp (presenning) 19 20 367 0,725
forsgk 2, 10g 5m dyp (presenning) 20 20 440 0,425
forsgk 3, 1og 5m dyp  (skjart) 18 20 470,500 <0,001
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5 Diskusjon

5.1 Hbvor egnet var anvendt metodikk

Vurdering av dose i1 stedet for effekt, som har vert benyttet tidligere, antas a gi bedre
méleparametere. Dette gir nye muligheter til forbedring av avlusingsmetoder. Beregning av
konsentrasjon  pyretroider 1 merd gir muligheter til & sammenligne resultat fra
laboratorieforsek med resultat fra felt. Kunnskap om fordeling av bademiddel i ulike deler av
behandlingsvolumet er viktig for 4 kunne gjennomfere gode avlusinger.

Vannprevehenteren

Vannprovehenteren fungerte etter hensikten. Posisjonering av det enkelte innsamlingspunkt,
og pumpehastighet er mulige feilkilder. Gode rutiner for synkronisering av tidspunkt for
innsamling og lik og jevn pumpehastighet bidrar til & sikre provetakingene.

Syntetisk DNA som sporstoff

I pilotforseket fant vi at lave konsentrasjoner av sporstoff ga dérlig analyseneyaktighet.
Mengden sporstoff mé justeres etter det volum vann sporstoffet skal fordeles i. Likeledes mé
en ta hensyn til at det skjer et tap av sporstoff ut av merden ved bruk av skjert.

Malengyaktigheten varierte mellom forsekene (fig 5). For pilotforseket, forsek 1 og forsek 2
var spredningen som forventet ut fra konsentrasjon av sporstoff i pravene (fig 2). Analysen fra
forsek 3 gav darligere noyaktighet enn forsek 1 og 2 med en gjennomsnittlig standardfeil pa
21,7% (fig. 5). Mélengyaktigheten ble heller ikke vesentlig bedre i prover med hey sporstoff-
konsentrasjon. Pregvene fra forsek 3 ble analysert ved et annet laboratorium enn prevene fra de
forste forsekene, og vi antar at ulik laboratoriepraksis eller forskjell i malenoyaktighet mellom
instrumentene kan vare arsak til forskjellene 1 analyseresultat. I forhold til konsentrasjon av
sporstoff 1 prevene vurderes spredningen i maleverdiene mellom de tre parallelle delprovene
til & vaere akseptable. Det er derfor grunn til & anta at de forskjellene 1 konsentrasjoner som ble
funnet i forsekene er reelle.

En preveserie ga blankt resultat (forsek 4) ved PCR-analysen, og en proveserie ga svert lave
verdier (pilot). Normalt kontrolleres sporstoffet av leverander for det sendes ut. En sjelden
gang kan det skje at sporstoffet ikke fungerer etter hensikten. For & sikre seg mot dette
anbefales det a tilsette to sporstoff med ulike DNA-sekvenser slik at disse kan analyseres
separat. Det ekstra sporstoffet kan bade veare en reserve og en kontroll.

Saltvann ser ut til & hemme PCR-analysen. Dette kompenseres ved uttynning av provene for
analyse. Ogsd andre forhold kan virke hemmende pd PCR-analysen. Underseokelse av
vannkvalitet i forkant kan gi viktig informasjon for analysepersonellet og bidra til & sikre
kvaliteten pa de videre analysene.

5.2 Lusetall

Ved alle forsgk ga badebehandlinga over 90% reduksjon av lus.(vedlegg 3). Dette ble sjekket
med telling pa 20 fisk hentet med hov i overflata bade for og ca 14 dager etter avlusing. Dette
er en vanlig prosedyre med dpenbare svakheter. Det er rimelig & anta at en ikke har tilfeldig
fordeling av fisk 1 en merd. En har derfor bare et bilde av situasjonen 1 gvre del av merda for
og etter avlusing. Et sd lite utvalg som 20 fisk gir rom for tilfeldig variasjon.
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5.3 Beregnet dose og resistens

I forsek 3, hvor det ble nyttet skjort som avskjerming, var konsentrasjon av pyretroider lavere
en forventet. Vann som stremmer inn gjennom dpning i bunnen og langs skjeter pa skjortet
(fig. 4) forarsaket en fortynning av bademiddel. Mangel pa kontroll med vannbevegelse inn
og ut av behandlingsvolum ved bruk av skjert blir forsekt kompensert med tilsetting av mer
virkestoff og ekt behandlingstid. Det er imidlertid vanskelig & kvantifisere en slik
kompensasjon. Dersom en slik kompensasjon ikke er tilstrekkelig vil en kunne fa
subboptimale doser i deler av eller hele behandlingsvolumet.

Ved bruk av skjert med 10 meters dybde fant vi en sjiktning i konsentrasjon av sporstoff med
hoyere konsentrasjon av sporstoff 1 gvre del av merden enn 1 nedre del av merden (figur 8,
tabell 7). Konsentrasjonen av sporstoff heyt oppe 1 merden avtok utover i
behandlingsperioden. Fordeling av sporstoff og bademiddel i merda kan veare pévirket av
sjiktning 1 vannmassene. Saliniteten ble malt til 20%o pa 1m ved forsek 3, mot ca 33%o ved de
andre forsgkene. Sjiktning i1 konsentrasjon kan ogsd veare et generelt bilde ved bruk av
avskjerming med apning i bunn, vi fikk lignende fordelingsbilde ogsa i november (pilot).

Bruk av undervannskamera under forsgkene viste at fisk sto ned til 10 meters dyp. Uten
opplining av nota til evre deler av avskjermet volum vil det vere vanskelig & oppnd lik
dosering i hele behandlingsvolumet, og ekt risiko for subletale doser i nedre deler av nota.
Subbletal dosering gir gkt risiko for utvikling av resistens (Midttun m fl. 2000).

Ved bruk av presenning var konsentrasjon av sporstoff forholdsvis jevn i behandlingsvolumet.
Det er det imidlertid stor variasjon i konsentrasjon av sporstoff mellom to avlusinger. Dette
skyldes variasjon i behandlingsvolum. Dérlig kontroll med behandlingsvolum utgjer trolig
storste fare for subboptimal behandling ved bruk av presenning til avskjerming av nota
(Treasurer m fl. 2000).

6 Konklusjon

Det ble foretatt fire forsok med badebehandling, to med skjort og to med presenning. Vére
resultat indikerer at avlusing med presenning gir bedre fordeling av bademiddel i merden og
en jevnt hoyere konsentrasjon enn ved bruk av skjert. Behandling med skjort medferer mer
ujevn og lavere dose enn forutsatt.
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7

Oppsummering

Funn ved bruk av skjert :

Konsentrasjon av bademiddel innen ett sjikt varierte relativt mye tidlig i behandlingen.
Forskjellene jevnet seg imidlertid ut i lepet av behandlingsperioden.

Under fordelingen av bademiddel skjedde det en sjiktning. Beregnet konsentrasjon og
dose av bademiddel var storre hoyt oppe i merda sammenlignet med dypere omréder.
Forskjellene ble mindre over tid.

Bademiddel tapes ut av merda under avlusing. Dette registreres ved lavere
konsentrasjoner av pyretroider enn teoretisk beregnet. Dette forholdet kompenseres ikke
ved tilsetting av mer bademiddel sammenlignet med det som brukes ved behandling med
presenning.

Funn ved bruk av presenning:

8

Variasjon 1 konsentrasjon av bademiddelet i et horisontalt sjikt er relativt stor i det ene
forseket men ikke det andre.

Vi fant ingen vertikal sjikting av bademiddelet. For begge forsekene med presenning var
dosen av bademiddel lik hoyt oppe som lenger ned 1 merda.

Det var ingen tap av bademiddel ut av merda, men beregnede verdier av pyretroider
varierte med storrelse pa avskjermet volum.

Forslag til forbedring

Forslag til forbedring ved bruk av skjert:

Bademiddelet ber blandes i et storre volum vann (stamlgsning) og tilsettes spredt i hele
overflatelaget i merden. Det er en fordel a lage en slik stamlosing i1 god tid fer anvendelse
for at bademiddelet skal spre seg fullstendig i stamlesningen.

Fare for sjiktning av bademiddel medforer at en ber line opp nota under avlusing.
Tap av bademiddel kan kompenseres ved tilsetting av bademiddel underveis i

behandlingen. Dette kan gjores ved tilsetting over en lengre periode eller ved a dele opp 1
flere tilsettinger. Konsentrasjon ma da justeres slik at en unngér overdosering.

Forslag til forbedring ved bruk av presenning:

Bademiddelet ber blandes 1 et starre volum vann og tilsettes spredt i hele merden. Det er
en fordele & lage en slik stamlesing 1 god tid fer anvendelse for at bademiddelet skal spre
seg fullstendig i stamlesningen.

Uten vertikal sjiktning av bademiddel har det ingen hensikt & trenge fisken ved 4 line opp
merda, mer en det som er praktisk for & sette presenningen. Ved bruk av presenning kan
bademidlet spres 1 hele behandlingsvolumet av behandlinga. Dette vil gi jevnest mulig
dosering. Muligheten for & nytte lavere dosering enn dagens praksis ber undersekes

Det ber utvikles metodikk som sikrer konstant volum ved bruk av presenning. Det vil
sikre mot over eller underdosering, og kan gi mulighet til bruk av mindre bademiddel.
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Analyse av DNA-sekvenser brukt som sporstoff

Tradisjonell Polymerase Chain Reaction (PCR) er en enzymatisk amplifikasjonsmetode der
en mengde av DNA under optimaliserte reaksjons- og temperatur/tid forhold spesifikt
amplifiseres (kopieres opp) i en automatisert PCR maskin. Denne reaksjonen skjer i gjentatte
temperatur/tid sykler med teoretisk dobling av antall DNA molekyler per sykel. Dette gir
amplifikasjonen en eksponentiell karakter slik at resultatet blir en enorm mengde av det
spesifikke DNA molekylet relativt til utgangsmengden (teoretisk skal ett molekyl vere
tilstrekkelig, se figur under).

separgte DNA DA
atrands and anncal synithasi
separate DA DA i e® synihesis -
strands and annaal aynthesis [ s [ et e, |
irm T R ate ]
separate DA D ﬁ__ m.lf - e
sirands and anneal syrilhesiz / = [ e ]
primear \
- T ——
f— =
/ \ =% e
/ AT — [, \
k.
[ == ] |
AN
|
| \ T —— i -
| / = T
| Y
| \
[

- | e e
dSDNA ar T - - e
szl A \ i

SECOMD CYCLE

% FRSTEVELET T B
i i2 doubl&str‘andad DA rrlolaculas? !4 double amandedeAmpiawlasl o

En illustrasjon som viser mekanismen bak tradisjonell PCR. Hver PCR sykel resulterer i en dobling av
det spesifikke DNA molekylet. Startmaterialet kan veere enten dobbeltrddet eller enkelttradet DNA.

Deteksjon og kvantitering av DNA sporstoff molekyler beskrevet her skjer ved hjelp av
moderne kvantitativ PCR metodikk (qPCR). Prinsippet, eller metoden som her er benyttet for
kvantitering av spesifikke DNA sporstoff molekyler baserer seg pa nerveret av en
komponent (TagMAN™ probe) under PCR amplifikasjonen som vil fluorescere med en
intensitet proporsjonal med ekningen av mengden av det spesifikke DNA sporstoffet.
Intensiteten pa fluorescensen fra ukjente prover etter et bestemt antall amplifikasjons sykler
registreres s& mot standarder av kjent konsentrasjon som er kjort samtidig. PCR maskinen
som ble benyttet for analyse av prever var en ABI PRISM 7700 Sequence Detection System
(Applied Biosystems).
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VEDLEGG 2 gEso

Luseregistreringer

Lus er registrert etter standard tellemetode, lus er registrert pa minimum 20 fisk ved hver
registrering. Fisk er tatt opp med hov fra merdkanten.

Ved beregning av prosentvis reduksjon i antall lus er fastsittende stadier ved telling etter
behandling ikke tatt med. Dette kan vere lus som har kommet etter behandling (nypéslag).

Fast: Fastsittende stadier av lakselus, chalimus 1-4
Bev: Bevegelige lakselus, preadulte hann- og hunnlus
Ho: Kjennsmodne hunnlus

Ha: Kjennsmodne hannlus

Sk:  Skottelus, Caligus elongatus

Forsek Dato Dato fast bev  ho ha sk Sum
behandl lusetelling
Pilot 27.11.02 27.11 0,25 0,51 1,63 0,33 0,06 2,78
(Skjert) 10.12 0.05 0,04 0,00 0,00 0,00 0,04
% reduksjon 98,6
Forsek 1 13.03.03 13.03 1,40 2,75 0,60 095 0,55 6,25
(presenning) 31.03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 0,05
% reduksjon 99,2
Forsek 2 17.03.03 13.03 0,60 1,35 0,50 0,25 0,35 3,05
(presenning) 31.03 0,00 0,00 0,1 0,00 0,00 0,1
% reduksjon 96,7
Forsek 3 11.06.03 11.06 0,10 0,5 0,35 0,25 0 1,2
(skjort) 22.06 0,10 0,12 0,00 0,00 0,00 0,12
% reduksjon 90
Forsek 4 11.06.03 11.06 0 0,35 0,35 0,55 0 1,25
(skjort) 22.06 0,06 0,1 0 0 0 0,1
% reduksjon 92
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VEDLEGG 3 VEso

Gjennomsnitt av beregnede verdier deltametrin for hvert dyp og innsamlingstidspunkt

forsgk dyp Tid (minutt) Gjsnitt (ppb) stdav N
1 1 5 1,512 1,929 5
1 1 10 2,783 1,866 5
1 1 20 1,983 2,057 5
1 1 30 2,622 1,747 5
1 3 5 3,673 6,954 5
1 3 10 2,535 3,734 5
1 3 20 1,817 0,870 5
1 3 30 1,992 0,946 5
1 5 5 3,273 4,466 5
1 5 10 1,272 0,745 5
1 5 20 1,849 1,101 5
1 5 30 2,346 0,512 5
1 7 5 3,073 4,789 5
1 7 10 1,665 1,232 5
1 7 20 1,219 0,210 5
1 7 30 2,438 0,637 5
1 10 5 0,060 1
1 10 10 0,920 1
1 10 20 1,495 1
1 10 30 1,150 1
2 1 5 0,925 0,655 5
2 1 10 1,113 0,553 5
2 1 20 1,495 0,230 5
2 1 30 0,805 0,661 5
2 3 5 0,971 0,442 5
2 3 10 1,210 0,490 5
2 3 20 0,713 0,790 5
2 3 30 0,764 0,682 5
2 5 5 1,311 0,454 5
2 5 10 1,097 0,487 5
2 5 20 0,715 0,680 5
2 5 30 0,833 0,641 5
2 7 5 1,150 0,266 5
2 7 10 0,936 0,448 5
2 7 20 0,649 0,514 5
2 7 30 0,690 0,709 5
2 10 5 3,450 1
2 10 10 1,380 1
2 10 20 1,610 1
2 10 30 1,380 1
3 1 5 4,222 4,055 5
3 1 10 0,932 0,878 5
3 1 20 0,545 0,514 5
3 1 30 0,425 0,287 5
3 3 5 0,208 0,370 5
3 3 10 0,337 0,278 5
3 3 20 0,609 0,748 5
3 3 30 0,334 0,246 5
3 5 5 0,038 0,067 5
3 5 10 0,115 0,235 5
3 5 20 0,047 0,089 5
3 5 30 0,050 0,070 5
3 7 5 0,006 0,009 5
3 7 10 0,029 0,034 5
3 7 20 0,070 0,099 5
3 7 30 0,074 0,054 5
3 10 5 0,000 1
3 10 10 0,109 1
3 10 20 0,069 1
3 10 30 0,076 1
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