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1. Sammendrag 
 
Norsk sammendrag 
 
Dette prosjektet bygger videre på det 
tidligere FHF-finansierte prosjektet 
«Avklaring av PRV-viruset sin rolle i utvikling 
av røde og mørke flekker i laksefilet» (FHF 
901221). I det prosjektet ble det etablert at 
svarte flekker i laksens muskulatur utvikler 
seg fra røde flekker på samme sted. De røde 
flekkene var preget av blødninger og 
vevsdød, men de underliggende årsakene til 
disse forandringene forble uklare. Selv om 
PRV-viruset ikke var direkte årsak til 
blødningene, var det ukjent hvordan 
virusinfeksjonen kunne påvirke utviklingen 
av tilstanden.   

I det nåværende prosjektet ble flere 
potensielle etiologiske faktorer undersøkt. 
PRV ble funnet å ha en drivende effekt på 
makrofager, som førte til en mer kronisk 
tilstand, noe som bidrar til utviklingen av 
persistente, svarte flekker. Ribbensbrudd 
kunne forverre tilstanden, men var ikke 
årsaken til de røde flekkene. Det ble også 
undersøkt om tromber kunne være involvert, 
men uten sikre funn. Videre viste analyser at 
genetisk bakgrunn hos laks ikke påvirket 
utviklingen av flekker, mens regnbueørret 
viste betydelig færre flekker. Dette kan 
skyldes forskjeller i fettmetabolisme 
mellom de to artene, noe som ledet 
undersøkelsene videre mot fettets rolle i 
utviklingen av tilstanden.   

Videre undersøkelser avdekket at 
nekrose i fettceller sannsynligvis er den 
utløsende årsaken til at flekkene oppstår. 

Fettdråper som vedvarer i muskulaturen, ser 
ut til å utløse en kronisk betennelse med av 
tilstedeværelsen av melano-makrofager. 
For å forstå mekanismene bak disse cellene 
ble det tatt prøver fra svarte flekker og 
cellekulturer for enkeltcelle-sekvensering 
(snRNA-seq). Undersøkelsene avdekket 
viktige faktorer som bidrar til 
karakteriseringen av melano-makrofager, 
men begrensninger i materialet gjør at 
resultatene må tolkes med forsiktighet.   

Lipidomics-analyser av svarte 
flekker viste en dysregulering i 
lipidmetabolismen, med akkumulering av 
kolesterol og triglyserider i myomerene. 
Derimot ble det ikke påvist signifikante 
endringer i nivåene av frie fettsyrer (FFAs), 
som er viktige for β-oksidasjon og 
energiproduksjon.   

Som en del av prosjektet ble det også 
gjennomført et vaksineinjeksjonsforsøk i 
muskulaturen for å skape en modell for 
utviklingen av svarte flekker og etablere 
referansemateriale til videre studier. 
Forsøket viste at forandringene startet som 
blødninger som over tid utviklet seg til 
kroniske, melaniserte forandringer med 
tilstedeværelse av melano-makrofager. 
Dette forsøket har gitt et verdifullt 
sammenligningsgrunnlag med kjente 
tidsintervaller, som vil være nyttig i videre 
forskning på blødninger og svarte flekker i 
laksemuskulatur.   

 

English summary 
 
This project builds upon the previous FHF-
funded project, “Clarification of the role of 
the PRV virus in the development of red and 

dark spots in Atlantic salmon fillets” (FHF 
901221). In that project, it was established 
that black spots in the musculature of 
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Atlantic salmon develop from red spots at 
the same location. The red spots were 
characterized by hemorrhages and tissue 
necrosis, but the underlying causes of these 
changes remain unclear. Although the PRV 
virus was not directly identified as the cause 
of the hemorrhages, it was unknown how the 
infection might influence the progression of 
the condition. 

In the current project, several 
potential etiological factors were 
investigated. PRV was found to have a 
driving effect on macrophages, leading to a 
more chronic state and contributing to the 
development of persistent black spots. Rib 
fractures were shown to exacerbate the 
condition but were not the cause of the red 
spots. Thrombi were also investigated, but 
no definitive findings were made. Further 
analyses revealed that the genetic 
background of salmon did not influence the 
development of the spots, while rainbow 
trout exhibited significantly fewer spots. This 
difference may be due to variations in lipid 
metabolism between the two species, 
which guided further investigations toward 
the role of lipids in the development of the 
condition. 

Further studies revealed that 
necrosis of adipocytes is likely the triggering 
cause of the spots. Persistent fat droplets in 
the musculature appear to induce chronic 
inflammation characterized by the presence 

of melano-macrophages. To better 
understand the mechanisms behind these 
cells, samples from black spots and cell 
cultures were subjected to single-nucleus 
RNA sequencing (snRNA-seq). These 
analyses identified key factors contributing 
to the characterization of melano-
macrophages, though limitations in the 
material suggest that the results should be 
interpreted with caution. 

Lipidomics analyses of black spots 
revealed dysregulation in lipid metabolism, 
with an accumulation of cholesterol and 
triglycerides in the myomeres. However, no 
significant changes were observed in the 
levels of free fatty acids (FFAs), which are 
essential for β-oxidation and energy 
production. 

As part of the project, a vaccine 
injection trial was conducted in the 
musculature to create a model for the 
development of black spots and establish 
reference material for further studies. The 
trial demonstrated that the changes initially 
manifested as hemorrhages, which over 
time developed into chronic, melanized 
lesions characterized by the presence of 
melano-macrophages. This experiment has 
provided a valuable comparative framework 
with known time intervals, which will be 
useful for future research on hemorrhages 
and black spots in salmon musculature. 
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Hovedfunn 
• Ribbensbrudd forekommer i fisk med røde og svarte flekker, men er trolig ikke en 

avgjørende faktor for utviklingen av klassiske melaninflekker, da flekker også kan oppstå 
uten ribbensforandringer. 

• Villaks holdt under kommersielle oppdrettsforhold utvikler svarte flekker av lik 
alvorlighetsgrad og prevalens som oppdrettslaks, hvilket tyder på at genetisk forhold er 
av mindre betydning for utviklingen av svarte flekker.  

• Det er ingen holdepunkter for at tromber (i blodkar) er medvirkende årsak til forekomsten 
av røde og svarte flekker. 

• Lipidomics-analyser av svarte flekker viste en dysregulering i lipidmetabolismen, med 
akkumulering av kolesterol og triglyserider i myomerene. 

• Nekrose (celledød) av fettceller ser ut til å være den utløsende faktoren til at røde flekker 
(som videre går over til svarte flekker) oppstår. 

• Fettdråper som vedvarer i muskulaturen ser ut til å utløse en kronisk betennelse med av 
tilstedeværelsen av melano-makrofager. 

 

Main findings 
• Rib fractures occur in fish with red and black spots but are likely not a decisive factor in 

the development of classic melanized spots, as spots can also form without rib 
alterations. 

• Wild salmon held under commercial farming conditions develop black spots of similar 
severity and prevalence as farmed salmon, suggesting that genetic factors play a minor 
role in the development of black spots. 

• There is no evidence that thrombi (in blood vessels) are a contributing factor to the 
occurrence of red and black spots 

• Lipidomics analyses of black spots showed a dysregulation in lipid metabolism, with 
accumulation of cholesterol and triglycerides in the myomeres. 

• Necrosis (cell death) of fat cells appears to be the triggering factor for the occurrence of 
red spots (which further progress to black spots). 

• Fat droplets that persist in the muscles appear to trigger a chronic inflammation with the 
presence of melano-macrophages.  
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2. Forord 
 

Dette prosjektet ble etablert som en naturlig 
oppfølging av det tidligere FHF-finansierte 
prosjektet «Avklaring av PRV-viruset sin rolle 
i utvikling av røde og mørke flekker i 
laksefilet» (Bjørgen et al. 2018). I dette 
forrige prosjektet dokumenterte vi at røde 
flekker i laksemuskulaturen kan utvikle seg 
til svarte flekker. Årsaken til at de røde 
flekkene oppstår, forble imidlertid uavklart. 
Formålet med det derpå følgende prosjektet 
som er beskrevet i denne rapporten var 
derfor å undersøke hvorfor de røde flekkene 
oppstår, samt å avklare hvordan de utvikler 
seg til svarte flekker. 

Prosjektet startet i 2019, men kort tid 
etter ble verden rammet av corona-
pandemien og tilhørende nedstengninger. 
Til tross for strenge restriksjoner på bruken 
av laboratoriefasiliteter ved NMBU 
Veterinærhøgskolen, klarte vi å opprett-
holde fremdriften i prosjektet. Ved 
prosjektets planlagte avslutning hadde vi 
flere lovende, om enn ikke endelige, funn. 
Basert på disse resultatene ble det tildelt en 
tilleggsbevilgning for å forfølge de mest 
lovende sporene videre. 

I løpet av denne forlengede 
prosjektperioden etablerte vi samarbeid 
med medisinske fagmiljøer ved Sørlandet 

sykehus og Ullevål universitetssykehus 
samt Vetsuisse Faculty, Universitetet i 
Zürich. Videre knyttet vi kontakt med 
forskere ved Roslin Institute ved 
Universitetet i Edinburgh. Resultatene fra 
dette samarbeidet har avdekket viktige 
aspekter ved tilstanden og gitt oss en dypere 
innsikt i dens underliggende mekanismer. 

Vi vil takke prosjektets referanse-
gruppe, bestående av Øyvind Oaland og 
Randi Haldorsen (MOWI), Erlend Haugarvoll 
(Lingalaks), Line Rønning (Lerøy Midt) og 
Geir Magne Knutsen (Bremnes Seashore), 
for konstruktive diskusjoner og verdifulle 
innspill gjennom hele prosjektperioden. 
Deres deltakelse har vært avgjørende for de 
resultatene som nå presenteres. 

Vi har også hatt stor nytte av 
kontinuerlig dialog med FHFs 
representanter, først Kristian Prytz og senere 
Sven Martin Jørgensen, etter at Prytz gikk av 
med pensjon. Vi setter pris på den 
fleksibiliteten FHF har vist, som har gjort det 
mulig å forfølge nye og uventede spor som 
dukket opp underveis i prosjektet. Denne 
fleksibiliteten har vært avgjørende for å 
kunne tilpasse prosjektet i en retning som 
har vist seg både formålstjenlig og fruktbar.
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3. Introduksjon  
 

I 2003 ble professor Trygve Poppe ved 
Veterinærhøgskolen i Oslo kontaktet av et 
lakserøkeri som opplevde et økende 
problem med mørke flekker i laksen de 
mottok fra oppdretterne. Poppe hadde 
tidligere bemerket seg med undersøkelser 
rundt melanisering i bukhulen hos laks som 
følge av vaksinering (Pope og Breck, 1997). 
Poppe tok deretter kontakt med daværende 
førsteamanuensis Erling Olaf Koppang ved 
faggruppe anatomi, Veterinærhøgskolen. 
Koppang hadde på dette tidspunktet 
allerede begynt å forske på såkalte melano-
makrofager i fiskens immunsystem, og 
Poppe antok at tilsvarende celler kunne 
være involvert i filetforandringene. Sammen 
besøkte de røkeriet og tok ut vevsprøver. 

Resultatet av disse undersøkelsene 
ble en artikkel publisert i Journal of Fish 
Diseases i 2005 (Koppang et al. 2005). De 

innsamlede flekkene ble analysert ved hjelp 
av både lysmikroskopi og elektron-
mikroskopi, og funnene som ble presentert 
dannet grunnlaget for videre forskning på 
problemet. Undersøkelsene viste at de 
mørke flekkene var preget av kronisk, 
granulomatøs betennelse, noe som in-
dikerer at skadene var av eldre dato og ikke 
hadde oppstått umiddelbart før eller under 
slakting. I disse forandringene ble det påvist 
oljedråper, samt tilstedeværelse av en 
spesifikk celletype kalt melano-makrofager 
– en celle som finnes hos vekselvarme 
virveldyr som fisk, amfibier og krypdyr. 

Før vi går videre, er det nødvendig å 
gi en nærmere forklaring på disse cellene, 
som er sentrale i forståelsen av de 
betydelige tapene industrien opplever som 
følge av denne tilstanden. 

 

3.1 Melano-makrofager og melanin  
 

Melanin-produserende celler kjennes 
primært fra huden der de finnes i overhuden, 
epidermis. Deres funksjon er velkjent – de 
danner små melaninkorn – melanosomer - 
som overføres til omkringliggende celler kalt 
keratinocytter – Kertantinocyttene danner 
hovedpopulasjonen av cellene i epidermis 
og hårstrå. Innholdet av melanosomer og 
deres melenaintype bestemmer hud- og 
hårfarge. Melanin i seg selv er en substans 
som består av karbonstrukturer. Melanin 
finnes enten som svart eumaleanin eller 
som rødlig pheomelanin. Melanins mest 
opplagte og studerte oppgave er å fange opp 
ioniserende stråling. Denne egenskapen gjør 
at melanin kan beskytte celler mot 

oksideringsprosesser som oppstår ved 
ioniserende stråling slik som fra UV-
komponenten i sollys. Men melanin har også 
egenskaper som å binde metaller og 
toksiske substanser (Bjørgen og Koppang 
2024).  

 Tradisjonelt har man antatt at bare 
celler av såkalt ektodermalt opphav kan 
produsere melanin både hos varmblodige og 
kaldblodige virveldyr (Schartl et al. 2016). 
Slike celler finner man i hud og i øyet hvor 
funksjonen og tilstedeværelsen av 
melaninet greit lar seg forklare ved 
lyseksponering. I øyet finnes melanin bl.a. 
som pigmentlaget i retina (netthinnen). I 
tillegg til å absorbere lys, er dette 
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pigmentlaget aktivt i å fagocyttere avstøtte 
biter av sansecellene i øyet (tapper og 
staver). Det antas at melaninet i disse 
fagocytterende epitelcellene har en 
beskyttende effekt mot oksidativ påvirkning 
i forbindelse med disse prosessene 
(Rozanowska et al. 2008; Kwon og Freeman 
2020). Men melanin finnes også på steder 
der sollyseksponering ikke kan forklare 
tilstedeværelsen, f.eks. i deler av hjernen 
(substantia nigra). Melaninets 
tilstedeværelse der har vært antatt å ha med 
antioksidative funksjoner, og assosiasjoner 
mellom manglende melanin og med 
utvikling av Parkinsons sykdom har vært 
diskutert (Zecca et al. 2008). Intet er 
imidlertid bevist. 

 Hos fisk finnes det også organer med 
innhold av melanin og som ikke er eksponert 
for sollys. Men til sammenlikning med 
pattedyr finnes dette melaninet i 
immunorganer, primært i nyrevev og i milt 
(Bjørgen og Koppang, 2021). Melaninet 
finnes her i celler som kalles melano-
makrofager. Disse danner gjerne 
ansamlinger som kalles melano-makrofag 
sentre, først beskrevet av Mackmull og 
Michels (1932). Disse sentraene har vært 
studert i en årrekke av mange ulike 
forskergrupper, men ingen har så langt 
kunnet forklare melanininnholdet og hvilken 
funksjon det måtte ha (Agius og Roberts 
2003; Bjørgen og Koppang 2024). Imidlertid 
har flere studier vist at melano-makrofagene 
er aktive i å ta opp fremmedstoff, dette har 
også vært vist hos laks, og i melano-
makrofag sentrene kan det settes i gang mer 
avanserte immunreaksjoner som er antatt å 
likne på dem man finner hos pattedyr 
(Roberts 1975; Shibasaki et al. 2023).  

 Funksjonen til melaninet i melano-
makrofager hos fisk har ikke vært undersøkt, 
og før det herværende prosjektet var det 
heller ikke visst om melano-makrofagene 
kunne danne sitt eget melanin eller om 
melaninet ble tatt opp fra andre celler. 
Imidlertid spekulerte Agius og Agbede (1984) 
på dette i en tidligere artikler, og fremsatte 
en teori om at siden fisk inneholder mye 
umettede fettsyrer i cellemembranene i 
forhold til pattedyr, og spesielt i 
mitokondriene, så har de behov for melanin 
som en antioksidant i makrofager. 
Makrofager er spesielt aktive i 
oksideringsprosesser i forbindelse med 
degradering av fagocytert materiale og 
innholdet av melanin skulle etter denne 
tankegangen bidra til å hindre selv-
oksidering. Denne teorien er ikke bekreftet, 
men den virker plausibel og samsvarer med 
spekulasjonene rundt melanininnhold i 
øyets pigmentepitel som nevnt ovenfor 
(Rozanowska et al. 2008; Kwon og Freeman 
2020). 

Selve opphavet til melano-
makrofagene er omdiskutert. Hvor og 
hvordan disse cellene oppstår er viktig å 
forstå for å forklare funksjonene deres og 
hva de eventuelt kan gjøre i ulike situasjoner. 
Det er to syn på saken, det ene er at melano-
makrofagene har sitt opphav fra ekto-
dermalt vev. Den andre teorien forfekter at 
de stammer fra blodceller. Så langt 
foreligger det ikke noen endelig konklusjon, 
og vi har diskutert de ulike synene i en nylig 
oversiktsartikkel (Bjørgen og Koppang 2024). 
I dette prosjektet har vi også prøvd å komme 
videre i dette spørsmålet. 
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3.2 Mørke flekker i laksefilet 
 

I 2005 kom den første publikasjonen i et 
vitenskapelig tidsskrift som omhandlet 
mørke flekker i laksefilet (Koppang et al. 
2005). Forfatterne av denne artikkelen 
hadde blitt kontaktet av en foredlingsbedrift 
som opplevde stadig økende problemer 
med svarte flekker i fileten. Prøver viste at 
flekkene var dominert av betennelses-
forandringer, såkalt granulomatøs 
betennelse, som kan oppstå ved langvarig 
eller kronisk stimulering av immunsystemet. 
Forfatterne beskrev tilstedeværelse av 
melano-makrofager som godtgjorde for 
misfargingen i forandringene. De påviste 
ingen smittestoffer, men derimot store 
ansamlinger av fritt fett som de antok var 
oljeadjuvans etter vaksinering. Vaksine var 
på denne tiden kjent for å gi liknende 
forandringer i bukhulen hos fisken (Poppe og 
Breck 1997). Fettet ble enten observert som 
dråper i vevet eller som innkapslede, 
sfæriske infiltrasjoner av skumceller 
(makrofager som har tatt opp fett). Basert på 
disse resultatene, ble vaksine antatt å være 
årsaken, men i 2012 publiserte Are Berg og 
medarbeidere (Berg et al. 2012) ved 
Havforskningsinstituttet en studie der 
frekvensen av mørke flekker i fileten var like 
høy i vaksinert så vel som i uvaksinert fisk. 
Årsaken til dette ble imidlertid ikke funnet, 
og ingen mikroskopiske undersøkelser av 
forandringene ble rapportert i dette studiet. 
Uansett, årsakssammenhengen var igjen i 
det blå.  

 Fra den første rapporten i 2005 og 
fremt til skrivende stund har problemet med 
mørke flekker vært meget tapsbringende for 
industrien og regnes i dag for det største 
kvalitetsproblemet i laksenæringen (Bjørgen 
et al. 2024c). Derfor har FHF bevilget flere 
prosjekter til forskning rundt svarte flekker.  

 

Disse har over tid fremskaffet en mengde 
opplysninger rundt fenomenet, men det har 
vist seg vanskelig å komme til bunns i det. Av 
stor viktighet for forståelsen for utviklingen 
av tilstanden var dokumentasjon av at 
forandringene først starter som blødninger i 
muskulaturen som over tid undergår en 
avhelningsprosess som så går over i en 
kronisk betennelse med melano-
makrofager (Bjørgen et al. 2015).  Inntil dette 
ble kjent, hadde mye av innsatsen vært 
fokusert mot endestadiet av tilstanden, 
nemlig de svarte flekkene, for det er jo disse 
hyppig forekommende flekkene og ikke de få 
rede som er problemet på slakteriet. For å 
følge utviklingen av tilstanden, bevilget FHF 
midler til et samarbeidsprosjekt mellom 
Mowi og NMBU Veterinærhøgskolen der en 
populasjon fisk i produksjon ble fulgt med 
flere store uttak over tid. Før dette studiet 
var kunnskapen om blødningene svært 
begrenset, men vi hadde funnet overgangs-
former mellom røde (akutte) og svarte 
(kroniske) flekker (Bjørgen et al. 2015). Hva 
som forårsaket blødningene, var ukjent. Men 
overgangen fra akutte blødninger til kroniske 
melaniserte betennelsesforandringer ble 
imidlertid tilskrevet PRV-infeksjon. PRV ble 
påvist i forandringene, til og med med 
replikerende virus sentralt i granulomer, så 
det var klart at immunsystemet ikke klarte å 
eliminere viruset. PRVs rolle i 
sykdomsutviklingen måtte derfor også 
klarlegges.   

På Svåsand i Hardanger ble da altså 
ett av MOWIs anlegg fulgt over tid med en 
rekke uttak. Det ble verifisert at fisken var 
PRV-fri ved utsett. Et stykke ut i 
produksjonstiden ble fisken naturlig infisert 
av PRV. Uansett, i populasjonen var 
prevalensen av røde flekker jevnt på 4% 
gjennom hele prosjektperioden, både før og 
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etter PRV-infeksjon, mens insidensen av 
svarte flekker økte over tid. Flere 
mellomstadier av røde og svarte flekker ble 
funnet. Etter at viruset hadde etablert seg, 
antok de svarte flekkene en mer alvorlig 
karakter. Injeksjon av PRV i muskel i 
forsøksfisk ga ingen forandringer (Bjørgen et 
al. 2019). Det ble altså klart at en stadig lav 
men jevn forekomst av røde flekker ga 
opphav til svarte flekker som akkumulerte 
seg over tid. Mikroskopiske undersøkelser 
av vevet var avgjørende for å forstå 
reaksjonene. Det ble utarbeidet en 
histologisk klassifisering som viste at selv 
om flekkene kunne se like ut når de ble 
observert med det blotte øyet, kunne de 
likevel se svært forskjellige ut i mikroskopet. 
Dette kunne bety at ulike stadier i utviklingen 
av dem kunne se like ut på slaktelinen. Det 
var klart nødvendig å få til en modell og 
referansemateriale der man visste når 
forandringene oppsto og kunne følge 
hvordan de utviklet seg over tid.  Et slikt 
materiale ville kunne brukes til å 
sannsynliggjøre når i produksjonssyklus 
forandringene hadde oppstått. I Svåsand-
materialets mest alvorlige tilfeller ble PRV 
funnet sentralt i forandringene, og det var 
rimelig å anta at selv om PRV ikke var årsak 
til blødninger og til svarte flekker, så kunne 
viruset likevel forverre tilstanden. Disse 
funnene var også i tråd med en rapport fra et 
tidligere FHF-prosjekt ved Veterinær-
instituttet (Lund et al. 2018) som kon-
kluderte med at prevalensen av ulike 
virusinfeksjoner var positivt korrelert med 
forekomst av svarte flekker. Her ble det også 
slått fast at bruk av helsefôr virket gunstig på 
prevalensen av svarte flekker. I to rapporter 
fra studier finansiert at FHF (Mørkøre et al. 
2016; 2022) ble det også vist at fôret har 
betydning for forekomst av svarte flekker i 
muskulaturen. Magrere fôr med høyere 
proteininnhold ga gunstig effekt og 
reduserte frekvensen av flekker til det halve. 

I tillegg var flekkenes alvorlighetsgrad også 
redusert i forhold til kontrollfisk. Disse 
observasjonene var makroskopiske og 
mikroskopi ble ikke utført.  

Det har gjennom årene, siden 
påvisningen av at røde flekker kan føre til 
svarte flekker (Bjørgen et al. 2015), vært 
diskutert hva som i første omgang initierer 
de røde flekkene. Det har vært mye fokus på 
traumer – slag av forskjellig art, sirkulasjon i 
vevet og ribbensbrudd. Ribbensbrudd kom 
tidlig opp som en teori, og pekte seg ut som 
en mulig faktor som måtte undersøkes.  

Regnbueørret under samme 
vaksineregime og samme oppdretts-
betingelser for øvrig – inkludert fôr – har 
angivelig ikke vært utsatt for noen problemer 
med mørke flekker. Vi antok at en skikkelig 
undersøkelse av regnbueørret kunne hjelpe 
oss til å forstå mer av hvorfor laks blir plaget 
av mørke flekker, mens regnbueørreten i 
liten grad opplever det samme. Videre har 
det ikke vært rapportert om mørke flekker i 
villakspopulasjonen. Det er et velkjent 
prinsipp i medisinen å kontrastere 
populasjoner for å avsløre etiologiske 
faktorer (årsaksforhold).  

Et stort problem med forskningen 
rundt mørke flekker er at vi ikke har noen 
modell for å initiere tilstanden. Injeksjon av 
blod i muskulatur og også blod med PRV ga 
ingen svarte flekker (Bjørgen et al. 2019). 
Materialet vi har hatt til undersøkelse har 
derfor vært innhentet fra næringen tatt 
under praktiske forhold med unntak av 
materialet vi fikk i forbindelse med det 
forrige prosjektet (Bjørgen et al. 2019) og fra 
slakting av forsøksfisk ved Havforsknings-
instituttet, Matre. 

Dette er bakgrunnen for de mest 
aktuelle problemstillingene vi hadde da vi 
skulle gå videre på herværende prosjekt. 
Andre mindre aktuelle problemstillinger var 
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også til stede, og vi har summert det hele 
opp i en nylig publisert oversiktsartikkel om 
mørke flekker hos laks (Bjørgen et al. 2024c).  

I prosjektsøknaden ble det derfor 
formulert en hovedmålsetning som ble 

inndelt i flere undermål.  Det var videre klart 
at de svar som vi måtte får underveis ville 
kunne justere prosjektets videre gang. 

 

4. Målsetting - fokusområder i prosjektet 
 

Hovedmål 

Hovedmålet i dette prosjektet var å få et grunnlag for å kunne forhindre dannelsen av svarte 
flekker. Årsaker til dannelse av røde flekker og mekanismer for overgang til svarte flekker skulle 
kartlegges.  

Delmål  

1. Avdekke årsaksforhold rundt dannelse av røde flekker 

a. Avdekke om skader på benvev kan initiere dannelse av røde flekker (AP1) 

b. Detaljert karakterisering av morfologi ved røde flekker vedrørende betydning av fett i 
vevet for dannelse av nekroser, invasjon av makrofager og melanomakrofager) (AP1) 

c. Ytterlige morfologiske analyser av røde flekker for å avdekke eventuelle andre faktorer 
av betydning (AP1) 

2. Avdekke årsaksforhold rundt dannelse og utvikling av melaninflekker  

a. Avklare om melanomakrofager fagocyterer PRV-infiserte erytrocytter og muskelceller 
(AP1 og AP2) 

b. Avklare immunreaksjoner i vevet rundt dannelse av melaninflekker (AP1) 

3. Forbedre diagnostikk 

a. Studere infeksjonsstatus og betennelsesstatus i enkeltceller og ellers i vevet i røde 
og svarte flekker og i predileksjonssteder for flekker i muskulatur før flekker er 
oppstått (AP1 og AP2) 

b. Studere ekspresjon av gener assosiert med melanogenese av enkeltceller I røde og 
svarte flekker (AP1 og AP2) 

c. Søke å etablere metoder for å detektere ischemi i muskulatur hos fisk (AP1) 

4. Konkrete tiltak for å redusere prevalens av flekker  

a. Vaksinering mot PRV- langtidsforsøk (AP2) 

 

Ved prosjektets planlagte slutt hadde vi ikke 
kommet frem til noen konklusiv årsak til 
forandringene, snarere hadde vi utelukket 

en del muligheter. Vi hadde imidlertid fått 
nye spor å følge, og på grunnlag av dette 
søkte vi om og gikk innvilget forlengelse av 
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prosjektet. Målene og planene for denne forlengelsen ble formulert på denne måten: 

 
Mars 2022 – forlengelse av prosjektet 

Hovedmål:  

Forstå etiologien for dannelse av melaninflekker i ventrale deler av bukmuskulatur. 

 
1) Systematisere røde flekker histologisk med henblikk på om de kan ha forskjellig opphav. 
2) Gjennomskjære et større utvalg vevsprøver av røde flekker og produsere seriesnitt for å 

prøve å identifisere forandringer (tromber) som kan forklare hvorfor blødninger og/eller 
vevsdød oppstår 

3) Karakterisere forandringene, inklusive årsaker til celledød. Dersom det er tromber: Hva 
slags type trombe er det og hva kan gi opphav til dem. Dersom det ikke er tromber: Prøve 
å identifisere andre utløsende faktorer til de røde flekkene. 

4) Genetisk karakterisering av PRV i røde flekker 
5) Detaljert karakterisering av kranioventral bukmuskulatur med hensyn til muskelmasse, 

muskelfibrenes tykkelse for å beskrive dette området i populasjoner av fisk med (fra 
merd) og uten flekker (fra kar inne).  

6) RNA seq utføres for røde flekker, og i kranioventral muskular hos fisk i innekar versus fisk 
i merd, og bukmuskulatur versus halemuskulatur.  

7) Karakterisere skade av endotel i kranioventral muskulatur.  

 
I prosjektsøknaden ble det gitt rom 

for at delmål kunne forandres, utgå eller nye 
tillegges eller justeres i forhold til de 
resultater som prosjektarbeidet fortløpende 
ga. I løpet av prosjektperioden ble derfor 
arbeidet vårt justert etter søknader til FHF 
formulert som avvik. Vaksinering mot PRV-1 
ble ikke gjennomført og tatt ut av prosjektet. 
RNA seq i muskulatur ble erstattet med 
annen transkriptomanalyse (spatial 
transcriptomics), Etter at vi fikk resultater 
rundt fettnekrose ble prosjektet i 
overveiende grad vinklet mot fettvev og 
relaterte årsaks-mekanismer, mens sporet 
om endotel-skade utgikk.  

 Det viste seg å bli vanskelig å 
innhente materiale for genetisk karakter-
isering av PRV i røde flekker. Derimot ble det 
innhentet svarte flekker fra ulike 

populasjoner med forskjellig prevalens av 
tilstanden.  

Grunnet omdisponeringen av 
prosjektmidlene, ble det søkt FHF om å 
bruke frigitte prosjektmidler til å utføre 
andre oppgaver som syntes mer relevante 
for prosjektet. Det ble her etablert et 
samarbeid med Professor Daniel 
Macqueens gruppe ved Roslin Institute, 
Skottland, med formål å undersøke flekker 
og cellelinjer med enkeltcellesekvensering 
og lipid-analyser (lipidomics). Resultater fra 
disse undersøkelsene er presentert under 
punktene 7.9 og 7.10. Videre ble innledet 
samarbeid med Havforskningsinstituttet, 
avdeling Matre, der det ble utført 
vaksineforsøk med vaksineinjeksjon i 
muskulatur med den hensikten å etablere et 
referansemateriale der man kunne følge en 
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sekvensiell utvikling av dannelse av svarte flekker.

5. Prosjektorganisering 
 

Prosjektet ble ledet av professor Erling Olaf 
Koppang, Faggruppe anatomi, 
Veterinærhøgskolen NMBU. Prosjekt-
deltaker gjennom hele perioden var 
professor Espen Rimstad, Faggruppe 
virologi, Veterinærhøgskolen NMBU. 
Førsteamanuensis Håvard Bjørgen, 
Faggruppe anatomi, Veterinær-høgskolen 
NMBU ble ansatt i en 70% stilling gjennom 
hele prosjektperioden. I tekniske stillinger 
har ingeniørene Anne Clementine Linde og 
Ingvild Berg Nyman virket ved 
Veterinærhøgskolen. Forsker Torstein 
Tengs, NOFIMA, Ås, ble engasjert i et 
delprosjekt.  

I prosjektets siste fase ble det 
innledet samarbeid med professor Daniel 
Macqueens gruppe ved Roslin Institute, 
Edinburgh. I dette samarbeidet ble det utført 
enkeltcelle-sekvensering og spesielle 
fettanalyser, såkalt lipidomics. Prosjektet 

samarbeidet i hele perioden tett med 
forskerne Per Gunnar Fjelldal og Tom 
Hansen, Havforsknings-instituttet, avdeling 
Matre. Videre ble det innledet samarbeid 
med professor Mariusz P. Kowalewsky, 
Institutt for veterinær anatomi, Vetsuisse 
Faculty, Universitetet i Zürich. Det ble også 
opprettet samarbeid med overlegene Britta 
Andrea Kleist og Marius Lund-Iversen, 
avdelingene for patologi ved hhv. Sørlandet 
sykehus og Ullevål universitetetssykehus. 

Prosjektets referansegruppe besto 
gjennom hele perioden av Geir Magne 
Knutsen, Bremnes Seashore; Erlend 
Haugarvoll, Lingalaks; Line Rønning, Lerøy 
Midt, og Mowis representanter var Øyvind 
Oaland og Randi Haldorsen. Kristian Prytz 
var FHFs koordinator i prosjektets første 
fase, og da denne avgikk med pensjon, ble 
overtok Sven Martin Jørgensen denne 
funksjonen.

 

6. Metoder og arbeidspakker 
 

Arbeidspakke 1 - Første del av prosjektet.  Patogenese – årsaksforhold 
rundt dannelse av røde og svarte flekker. 

Arbeidspakke 1 hadde som mål å foreta 
morfologiske og transkripsjons-studier av 
røde og svarte flekker for å kartlegge årsaker 
til dannelse av røde flekker og hvordan disse 
enten kan gå over i kroniske betennelses-
forandringer (svarte flekker) eller mildere 
former eller full restitusjon. Ulike metoder 
som kunne benyttes inkluderte histologi, 
immunhistokjemi, in situ hybridiserig, 
elektronmikroskopi og RT-qPCR. Materiale 
fra tidligere FHF-prosjekt ville bli benyttet i 

tillegg til materiale som ved behov vil bli 
innsamlet fra felt. I materialet fantes et rikt 
utvalg av røde flekker, overgangsflekker 
(røde til svarte) og svarte flekker som var 
klassifisert histologisk. Det var også prøver 
fra predileksjonsstedet for flekker, men uten 
flekker til stede (kontrollmateriale). I de røde 
flekkene ville det bli undersøkt om forstadier 
til melanomakrofager er til stede og 
eventuelt hvor tidlig slike forstadier finnes. 
Dette vil søkes løst ved hjelp av in situ 
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hybridiseringsteknikker. Faktorer for 
apoptose (viktig for nekrotiske muskelceller) 
ville bli undersøkt og satt i sammenheng 
med forekomst av fritt fett i forandringene. I 
en tidlig fase av tilstanden skulle 
muskelceller kartlegges. Normalt vil 
muskelceller produsere antiinflam-
matoriske cytokiner, og spesielt IL-10. Ved 
kroniske muskulære sykdommer er IL-10-
produksjon redusert, noe som virker pro-
inflammatorisk. Produksjonen av pro-
inflammatoriske cytokiner kan bli så høye at 
de i seg selv kan indusere død av 
muskelceller. Svarte flekker og 
overgangsformer mellom røde og svarte 
flekker skulle bli tilsvarende undersøkt for 
på finne mønstre eller mekanismer. 
Markører som brukes for å påvise ischemi 
skulle utprøves.  Disse undersøkelsene 

skulle bli utført i nært samarbeid med 
Arbeidspakke 2. Det har vært spekulert på 
om røde flekker primært oppstår i 
sammenheng med ribbensbrudd. Derfor  
ville det bli innhentet materiale fra 
slaktelinjen før ribbein ble fjernet mekanisk. 
Dette materialet skulle sendes til 
røntgenavdelingen ved Veterinærhøgskolen 
og undersøkes ved hjelp av CT og røntgen før 
videre prøver tas ut. Både røde og svarte 
flekker skulle undersøkes, og ved mulige 
funn av benbrudd ville disse undersøkes 
med henblikk på å avdekke om de hadde 
oppstått primært (som følge av traume) eller 
sekundært (som følge av betennelse eller 
manglende blodforsyning til vevet). 
Histologiske undersøkelser skulle benyttes 
for å vurdere årsaksforhold.

Arbeidspakke 2. Første del av 
prosjektet. Bedre diagnostikk, 
dannelse og utvikling av flekker in 
vivo. Forebygging. 

I et samarbeid med Molecular Genetics Lab 
- Pacific Biological Station, Department of 
Fisheries and Oceans, Canada, holdt vi på 
med å etablere in situ hybridisering for PRV-
deteksjon. Metoden er svært sensitiv og 
påviser de enkelte celler som er infisert. Fig. 
6.1. viser in situ hybridisering mot PRV i 
skjelettmuskel hos PRV positiv atlantisk 
laks, men før det er utviklet melaniserte 

flekker. Figuren viser virus inne i 
tilsynelatende intakte muskelceller, man ser 
også infiserte betennelsesceller. Dette 
innebærer at PRV kan infisere muskelceller, 
noe som vil tilkalle betennelsesceller. 
Metoden skulle benyttes i røde, svarte 
flekker og i predileksjonsområder før flekker 
ble utviklet. Metoden ville utvides til å 
studere genekspresjon på enkeltcellenivå. 
Dette ville være avklarende i forhold til det 
kaotiske histologiske bildet man finner i 
flekker, der celler kan ha forskjellig 
aktiveringsstatus. Vi planla å studere om 
PRV-infeksjon er assosiert med spesifikke 
responser i de enkelte celler og deres 
ekspresjon av immunfaktorer som indikerer 
inflammatorisk M1 fenotype (TNF-α, IL-1β, 
IL-12, og IL-23) eller reparerende M2 
fenotype (IL-10 og TGF-β), men også 
ekspresjon av gener assosiert med 

Fig 6.1. In situ hybridisering. Muskel. 
Rød farge= PRV. Piler: virus inni intakte 
muskelceller. Pilhoder: Infiserte 
betennelsesceller. Bilde: Emilano 
DiCicco.
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melanindannelse. Dette vil være et tett 
samarbeid med AP1. Vaksineforsøk ble også 

planlagt i AP2, men disse falt bort.  

 
 
Fortsettelse av prosjektet – planlegging og metoder 
 
I løpet av prosjektet ble det gjort lovende 
funn, men vi hadde fremdeles store 
problemer med å forstå hvordan de røde 
flekkene oppsto. Flere alternative veier for å 
komme videre ble skissert da vi søkte om 
forlengelse, disse punktene er gjengitt 
ovenfor under avsnittet Forstå etiologien for 
dannelse av melaninflekker i ventrale deler 
av bukmuskulatur, s. 11. Et gjennombrudd i 
denne forståelsen skjedde da vi med ulike 
metoder fikk verifisert ischemiske tilstander 
i muskulaturen (se resultatet under) og dette 
førte videre til at prosjektet etablerte kontakt 
med det medisinske fagmiljø ved Avdeling 
for patologi ved Sørlandet sykehus (overlege 
Britta Andrea Kleist) og ved Avdeling for 
patologi, Ullevål Universitetssykehus 

(overlege Marius Lund-Iversen). Videre ble 
det også etablert kontakt med professor 
Mariusz P. Kowalwski, Institutt for veterinær 
anatomi, Vetsuisse Faculty, Universitetet i 
Zürich. ved Dette samarbeidet medførte et 
endelig gjennombrudd i forståelsen av 
hvordan flekkene oppsto. En del av de 
skisserte veiene vi kunne prøve falt dermed 
bort. Videre ble det i denne perioden også 
etablert samarbeid med Professor Daniel 
Macqueens gruppe ved Roslin Institute, 
Skottland. Revisjon av prosjektbeskrivelsen 
for å imøtekomme den nye kunnskapen ble 
godkjent av FHF, og i den siste del av 
prosjektet gjennomførte vi undersøkelser 
rettet mot enkeltceller og lipidanalyser.  

  

7. Resultater 
 

For lesbarhetens skyld vil resultatene fra 
prosjektet bli tematisk presenterte da de har 
bygger på ulike resulter fra arbeidspakkene. 
De fleste av resultatene er også publiserte 
som ulike artikler i fagfellevurderte tidsskrift. 
I løpet av prosjektperioden skaffet vi til veie 
overraskende resultater som medførte at 
planene våre ble reviderte. Disse 

revisjonene ble fremlagt og godkjente av 
referansegruppen og FHF. I hovedsak 
påviste vi at fettnekrose ga opphav til de 
røde flekkene, og når dette var identifisert 
som en årsak, falt hensikten med en del den 
andre planlagte aktiviteten bort eller fikk 
mindre oppmerksomhet.  
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7.1 PRV sin sammenheng med utvikling av røde og svarte flekker 
 

Vi har tidligere funnet at PRV-1 gir 
en persisterende infeksjon i laks 
og at røde blodceller, makrofager 
og melano-makrofager i røde og 
svarte flekker kan være infisert 
med PRV-1. Vi har også vist at 
PRV-1 antigen, det vil si 
viruspartikler eller virusproteiner, 
ofte kan finnes sentralt i alvorlige, 
langt utviklede svarte flekker.  

I to foregående artikler 
(Dhamo-tharan et al. 2020 og 
Malik et al. 2019) la vi grunnlaget 
for videreføringen i dette 
projsektet. I Dhamotharan et al. 
2020 studerte vi hvordan PRV-1 

ble disseminert i laks og i hvilket vev viruset 
persisterte. Når viruset er klarert fra hjerte og 
lever, det vil si ikke lenger kan påvises i 
cardiomyocytter eller hepatocytter, vil det 
persistere   i erytrocytter.  I persistent fase 
går mengden virusproteiner ned, mens virus 
RNA forblir høyt, noe som indikerer at 
vertens respons gir inhibisjon av 
translatering av virus RNA til protein. 

Fig. 7.1.1. Representative histologiske snitt fra hvit 
skjelettmuskulatur fra ikke-infisert og PRV-1-infisert atlantisk laks 
HE-farget. (A) Myocytter uten observerbare forandringer. (B) 
Myocytter med mild degenerasjon (pil) og tilstedeværelse av 
intermyocytisk væske (pilspisser) og få infiltrerende leukocytter 
(innsatt). (C) Uinfisert fisk, rød fokal forandring viser områder med 
moderate (innsatt) og mindre (pilspiss) blødninger. Merk mindre 
degenerasjon i noen myocytter med infiltrerende makrofager. (D) Rød 
fokal forandring i PRV-1-infisert fisk med stor blødning (innsatt) og 
massiv myocyttnekrose (pilspisser). (E) Svart flekk i uinfisert fisk. 
Sporadisk forekomst av melanomakrofager (svart) i tilsynelatende 
ellers ikke-påvirket vev (stiplet sirkel). (F) Svart flekk i infisert fisk med 
en typisk granulomatøs forandring omgitt av melanomakrofager 
(svart). Pilspisser peker på spredte melanomakrofager. Skala = 100 
µm. Bilde og tekst (engelsk) er publisert i Malik et al. 2021, Frontiers in 
Immunology 12: 664624

Sammendrag: PRV er ingen 
utløsende faktor for røde og 
svarte flekker, men tilstede-
værelse av virus ser ut til å kunne 
forlenge immunprosessen og 
drive den over i en kronisk fase.
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I Malik et al. (2019) viste vi at 
forløpercellene til røde blodceller, erytroide 
progenitor celler, blir persistent og 
produktivt infiserte av PRV-1.  Det vil si at 
erytroide progenitorceller kan produsere 
nye PRV-1 infiserte erytrocytter. Ved hjelp av 
in situ hybridisering fant vi PRV-1 replikasjon 
i både makrofager og melano-makrofager i 
persistent fase av infeksjonen. Ved hjelp av 
dobbeltfarging fant vi at PRV-1 infiserte 
makrofager var Macrophage Colony-
Stimulating Factor Receptor (MCSFr) 
positive, det vil si at de er fagocyttisk aktive 
og frigjør inflammatoriske molekyler 
(cytokiner). En høy aktivitet av MCSFr er et 
kjennetegn ved kroniske 
betennelsesreaksjoner, noe man for 
eksempel ser i alvorlige melaninflekker. 

Disse to artiklene lå til grunn for 
studiet vi gikk videre med i dette prosjektet. I 
artikkelen “Infected macrophages in 
melanized focal changes in white muscle of 
Atlantic salmon (Salmo salar) correlates 
with a pro-inflammatory environment” 
(Malik et al. 2021) studerte vi de 
immunologiske mikromiljøene i røde og 
svarte flekker. I røde flekker hvor blødninger 
og nekroser er dominerende fant vi et høyt 
nivå av M1- makrofager (pro-
inflammatoriske) i PRV-1 infiserte fisk. M1-
makrofager finner man i en aktiv 
bekjempelsesfase. I svarte flekker fant vi 
derimot hovedsakelig M2-makrofager, som 
indikerer en reparasjons- og 
opprydningsfase. PRV-1 ko-lokaliserte med 
både M1 og M2 makrofager. Konklusjonen 
var at PRV-1 bidrar endringen av 

betennelsesforløpet fra rød til svart flekk.  
Tilstedeværelse av PRV-1 driver en 
polarisering av makrofagene til M1 og M2 
type med tilhørende aktivering av 
immunresponsen, men vi har ikke grunnlag 
for å si at PRV-1 er den opprinnelige, 
utløsende årsak til flekkdannelse.  

Videre prøvde vi å finne om ulike 
stammer av PRV kunne ha ulik innvirkning på 
patogenesen i mørke flekker. Fra MOWI (v. 
Randi Harldorsen) mottok vi prøver fra 
slaktet fisk fra ulike lokaliteter. Fra hver 
lokalitet mottok vi muskelprøver, 
formalinfikserte og på RNAlater, fra 10 fisk. 
Det var overveiende svarte flekker i dette 
materialet, men noen få ble også klassifisert 
som røde. Det var ulik prevalens av svarte 
flekker i de 6 forskjellige populasjonene, 
men histologisk lot det seg ikke gjøre å skille 
dem på alvorlighetsgrad. Alle kategorier av 
svarte flekker som ble beskrevet av Bjørgen 
et al. (2019) ble observert i materialet. Det 
ble isolert RNA for påvisning av virus, og RT-
qPCR viste at PRV forekom i prøver fra alle 
lokaliteter. Derimot var det for liten mengde 
RNA i prøvene til å kunne sekvensere med 
henblikk på å fastsette ulike stammer av 
PRV. I ettertid ser vi at det kanskje kunne ha 
vært mulig dersom virus hadde blitt isolert 
fra vev med mye røde blodceller som for 
eksempel hodenyre, men i dette 
slaktematerialet var ikke det praktisk 
gjennomførbart. Grunnet de histologiske 
funnene har vi uansett ingen holdepunkter 
for at virusstamme er assosiert med 
alvorlighetsgrad i påviste forandringer. 
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7.2 Ribben og ribbensbrudd sin sammenheng med utviklingen av røde 
og svarte flekker 
 

Det har vært foreslått at ribbensbrudd kan 
være forårsakende årsak til blødninger og på 
sikt melaninflekker i fileten. Endringer i 
ribbenene er en plausibel årsak av flere 
grunner. Den anatomiske beliggenheten til 
ribbene rett under bukhinnen stemmer 
overens med lokaliseringen av røde og 
svarte flekker. Bruddskader vil i en initiell 
fase være dominert av blødninger 
(hematom) og vil deretter gå over i en mer 
langvarig helingsfase med betennelse. 
Tidligere forskning har vist at 
betennelsesprosessen i melaninflekker er 
dominert av makrofag-liknende celler (både 
vanlige makrofager og melano-makrofager) 
og utviklingen av granulomatøs betennelse. 
Denne kan være av både diffus og organisert 
(med granulomer) type. Ved benbrudd vil 
osteoklaster være av betydning for 
helingsprosessen, og da særlig i 
remodelleringsfasen. Det er i den 
forbindelse særlig interessant at makrofager 
og osteoklaster har felles opphav fra 
monocytter og at de begge tilhører den 
myeloide cellelinjen (Fig. 7.2.1). 
Osteoklaster er spesialiserte, 
multinukleære celler som dannes fra 
sammensmelting av monocytt-
/makrofagforløpere under påvirkning av 
spesifikke signaler i beinvevet. I motsetning 
til å fagocyttere patogener, celleavfall og 
fremmede partikler som vanlige makrofager 
gjør, vil osteoklastene "fagocyttere" eller 
bryte ned benvev.  

 

 

Forholdet makrofag vs. melano-makrofag 
vs. osteoklast er ikke avklart hos fisk, og hva 
som stimulerer de hematopoetiske 
stamcellene i ulik retning er ikke fullstendig 
kjent. Det tette slektskapet/felles opphavet 
fra den myeloide rekken av blodceller gjør 
det tenkelig at alle disse cellene kan 

Fig. 7.2.1. Differensiering av multi-
potente hematopoietiske stamceller til 
både blod- og beinceller.

Sammendrag: Det er ingen holdepunkter 
for at ribbensskade er utløsende faktor for 
dannelse av røde eller svarte flekker, men 
vi kan heller ikke utelukke ribbensskade 
som årsak til en mindre andel av røde og 
svarte flekker.
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aktiveres og ha «sin rolle» i utviklingen av 
røde og svarte flekker.   

I artikkelen «Anatomical and 
pathological characteristics of ribs in the 
Atlantic salmon (Salmo salar L.) and its 
relevance to soft tissue changes” 
(Brimsholm et al. 2023b) studerte vi både 
normalanatomien til ribben hos Atlantisk 
laks, samt forholdet mellom ulike 
ribbensforandringer og tilstedeværelsen av 
røde og svarte flekker. Ved normaltilstand 
hadde ribbenene rund eller oval omkrets, 
med jevn eller ujevn form avhengig av 
plasseringen (proksimalt, midt eller distalt). 
Ribbenene hadde en sentral medullær 
kavitet med hypertrofiske kondrocytter, 
omgitt av lag med kortikalt benvev. Kortikalt 
ben inneholdt osteocytter i beinmatriksen 
og var dekket av periost, bindevev og fettvev. 
Hvit skjelettmuskulatur lå nært ribbenene 

proksimalt og sentralt, mens distale deler 
var omgitt av mer fett- og bindevev. Villaks 
hadde generelt mindre fettvev rundt 
ribbenene enn oppdrettslaks. Tverrsnitt av 
ribben viste alle disse strukturene, inkludert 
kondrocytter i det bruskaktige sentrum (Fig. 
7.2.2.). Noen ribben inneholdt fettvev og 
blodkar i den medullære kaviteten. Distalt 
viste ribbenene proliferative kondrocytter i 
medulla. Flere prøver viste en 
overgangssone med resorpsjon av 
hypertrofiske kondrocytter og fremkomst av 
andre celletyper som erytrocytter, 
adipocytter og cellulært avfall. Intakte 
kondrocytter med resorpsjons-kaviteter i 
lamellært ben ble også observert. Som hos 
pattedyr lå ribbeina nært peritoneum, med 
tilstøtende blodkar og nerver. 

Ribben med aksedeviasjoner på 
røntgen eller oppklaring i medulla ble sett i 

Fig. 7.2.2. Ribben hos laks. Skjematisk illustrasjon av ribbein (a), med tverrsnitt som viser 
variasjoner i proksimale (b, c), midtre (d, e) og distale (f, g) deler. Bilde: Brimsholm et al. 2023b
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alle fiskegrupper (oppdrettslaks med 
flekker, uten flekker og villaks uten flekker). 
Disse funnene kunne ikke forbindes med 
forandringer i bløtvevet.  

Prøver fra fisk med røde flekker viste 
forandringer i bløtvevet (som beskrevet 
tidligere i Bjørgen et al. 2015, men med 
varierende grad av endringer i ribbenene. 
Enkelte blødninger sammenfalt med 
ribbensbrudd (Fig. 7.2.3.), men det ble også 

funnet uttalte blødninger uten observerbare 
forandringer i ribbenene. I fisk med svarte 
flekker, var det stor variasjon i 
bløtvevsforandringene, men også i 
tilstedeværelsen av ribbensbrudd (26 av 55 
prøver/flekker hadde påvisbare 
bruddskader) (Fig. 7.2.4.). Tydelige brudd 
med callusdannelse ble beskrevet, men 
disse samsvarte ikke alltid med 
tilstedeværelsen av melaninflekk.  

Resultatene for både røde og svarte 
flekker viser stor variasjon. Vi har påvist at 
enkelte røde flekker opptrer i sammenheng 
med ribbensbrudd, noe som kan indikere at 
en andel av de røde flekkene er forårsaket av 
slike skader. Det samme ser ut til å gjelde for 
svarte flekker. Samtidig viser funnene en 
betydelig andel flekker uten tilknytning til 
ribbensforandringer, noe som tyder på at 
andre årsaksfaktorer spiller en viktigere 
rolle. 

I retrospekt, og i lys av funnene til 
Bjørgen et al. (2024a), kan det også være 
aktuelt å vurdere om lokale forandringer i 
fettvevet rundt de distale delene av 
ribbenene, eller en fettholdig medulla, 
bidrar til fettvevsnekrose som kan påvirke 

ribbensstrukturen. Slike mekanismer kan 
potensielt forklare hvorfor ribbene brekker 
og hvorfor bruddforandringer vedvarer over 
tid i stedet for å tilhele fullstendig. 

 
 

Fig. 7.2.4. Svart flekk og ribbensbrudd 
med callusdannelse og affeksjon av 
bløtvev. Bilde: Brimsholm et al. 2023b.

Fig. 7.2.3. Blødning og ribbensbrud. a) 
røntgen og makrobilde, b) ribbensbrudd, c) 
bløtvevsforandringer med betennelse og d) 
akseforandring. Bilde: Brimsholm et al. 
2023b.
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7.3 Genetisk bakgrunn og utvikling av røde og svarte flekker – 
resultater fra villfisk og ørret 

 

Atlantisk laks med ulik genetisk 
bakgrunn 

Det har vært spekulert på om genetisk 
bakgrunn av fisken kunne ha noe å si for 
utvikling av røde og svarte flekker. Den 
domestiserte laksen har vært avlet med vekt 
på fôrutnyttelse og resistens, og det er ikke 
utenkelig at rask vekst kunne ha ført til 
belastninger i muskulaturen og at en avl mot 
resistensmekaninser og lettere induserbare 
immunreaksjoner kunne fasilitere økt 
frekvens av betennelse. Siden forandringene 
er preget av betennelsesceller, er heller ikke 
det en utenkelig mulighet. Larsen et al. 
(2013b) fant at triploid fisk var mer 
mottakelig for å utvikle svarte flekker enn 
diploid fisk- her var det opplagt en genetisk 

komponent, men hvordan den kunne 
forklares kunne bare bli spekulasjoner.  

  I samarbeid med Havforsknings-
instituttet, avdeling Matre, ble det undersøkt 
frekvens av røde og svarte flekker i genetisk 
villfisk, oppdrettsfisk og i hybridfisk (krysning 
vill/domsestisert fisk). Studien med detaljert 
metodebeskrivelse og resultater er i sin 
helhet publisert i en artikkel i Journal of Fish 
Diseases (Brimsholm et al. 2023a), og finnes 
derfor i en forkortet utgave under. 

  For å undersøke den underliggende 
årsaken til RFC/MFC, gjennomførte vi en 
studie som involverte 1854 atlanterhavs-
lakser av oppdretts-, vill- og hybrid 
opprinnelse. All fisk ble oppdrettet under 
identiske forhold for å minimere 
påvirkningen av eksterne faktorer. Gjennom 

Fig. 7.3.2. Histologiske undersøkelser av 
materiale fra svarte flekker, hybridfisk. 
Fettholdige vakuoler og granulomer omgitt av 
melano-makrofager ble detektert affisert fisk 
fra alle gruppene, og det kunne ikke bli 
identifisert noen forskjeller mellom dem. 
Bilde: Brimsohlm et al. 2023a

Bilde: Brimsohlm et al. 2023, Journal of Fish 
Diseases,  https://doi.org/10.1111/jfd.138
56

Fig. 7.3.1. Frekvens av røde (RFC) og svarte 
(MFC) flekker ved ulike innsamlings-
tidspunkt. Alle gruppene er samlet, det var 
ingen statistisk forskjell mellom dem. Bilde: 
Brimsohlm et al. 2023a

Sammendrag: Villaks holdt under 
kommersielle oppdrettsforhold utvikler 
svarte flekker av lik alvorlighetsgrad og 
prevalens som oppdrettslaks, hvilket 
tyder på at genetisk forhold er av mindre 
betydning for utviklingen av svarte 
flekker.

https://doi.org/10.1111/jfd.13856
https://doi.org/10.1111/jfd.13856
https://doi.org/10.1111/jfd.13856
https://doi.org/10.1111/jfd.13856
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hele produksjonssyklusen ble fisken 
overvåket for vekstparametere og undersøkt 
for RFC/MFC ved hjelp av makroskopisk og 
histologisk analyse. Makroskopisk eva-
luering og prøvetaking av misfarging av hvit 
skjelettmuskulatur ble utført på tre 
tidspunkter: Dag 67 (n = 20), dag 369 (n = 
804) og dag 537 (n = 627). Alle 
prøvetakingene inkluderte fisk fra alle 
forsøksgruppene. Makroskopisk evaluering 
ble utført ved hjelp av poengsystemet 
utviklet av Mowi, som graderte røde og 
svarte flekker fra grad 1 (liten endring med 
svak misfarging) til grad 3 (stor endring med 
alvorlig misfarging) (Bjørgen et al. 2019). 
Basert på misfarging ble muskelvev tatt ut 
prøver av, merket og overført til 10 % 
formalin for konservering og fiksering i 3 til 

10 dager, som forberedelse til histologiske 
undersøkelser.  

  Vi fant ingen sammenheng mellom 
forsøksgruppene og frekvensen av røde eller 
svarte flekker. Histologiske undersøkelser 
avdekket melano-makrofager i bløtvevet i 
ferskvannssmolt, selv om ingen 
makroskopisk misfarging ble observert. I 
alle gruppene ble det påvist viste 
granulomer i ulike stadier, ofte i forbindelse 
med vakuoler som vi tolket som 
fettansamlinger. Heller ikke histologisk ble 
det observert noen forskjeller mellom 
gruppene. Oppsummert konkluderer vi med 
at røde og svarte flekker primært er 
forårsaket av eksterne faktorer funnet i 
oppdrettsanleggene til oppdrettslaks.  

 

 

Røde og svarte flekker i regnbueørret 

På tross av at stillehavsørret, Oncorhynchus 
mykiss, er en salmonid, har næringen ikke 
opplevd røde og svarte flekker som noe 
problem i denne arten. Dette på tross av at 
den har samme oppdrettsbetingelser som 
atlantisk laks, både når det gjelder 
produskjonssyklus, lokaliteter, foring og 
vaksinering. Sporadisk men uproblematisk 
forekomst av svarte flekker har vært 
observert i næringen. Det var derfor viktig for 
oss å få undersøkt regnbueørret. En 
kontrastering av frekvens og mikroskopiske 
forandringer av svarte flekker mellom laks og 
ørret ville kunne kaste mer informasjon om 
hva problemet kunne komme av.  

  Undersøkelsene av regnbueørret og 
resultatet av disse har vi publisert en artikkel 
i Diseases of Aquatic Animals (Bjørgen et al. 
2024b). 

  Vi gjennomførte en studie som 
omfattet 1293 regnbueørreter fra tre 
forskjellige oppdrettsanlegg i Norge, alle 
undersøkt ved slaktetidspunktet. Både 
makroskopiske og histologiske vurderinger 
av endringene ble utført. Revers 
transkripsjon (RT)-qPCR-analyser og in situ-
hybridisering (ISH) ble brukt til å undersøke 
for tilstedeværelse av eventuelle virus. Vi 
fant bare en rød flekk i materialet. Derimot 
varierte prevalensen av mørke flekker fra 
1,46 til 6,47 % mellom populasjonene. 
Flekkene var hovedsakelig lokalisert i 
filetens kranioventrale region, akkurat som 
hos laks. Histologiske undersøkelser 
avdekket nekrotiske myocytter, fibrose og 
regenerering av myocytter. 
Melanomakrofager ble funnet i de berørte 
områdene og i fettvev. Organiserte 
granulomer ble observert hos bare én fisk, 

Sammendrag: I regnbueørret er det lav 
forekomst av røde og svarte flekker, og 
de som finnes ser også annerledes ut 
enn dem som ses hos laks, funn som 
peker i retning av at forandringene er 
relaterte til ulik fettmetabolisme hos 
laks og regnbueørret.
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og dette er meget ulikt det bildet vi ser hos 
laks. I forandringene så melano-
makrofagene også ut til å være mindre 
prevalente enn hos laks. I stedet dominerte 
fibrose og regenerering. RT-qPCR og ISH 
avslørte tilstedeværelsen av piscine 
orthoreovirus 1 (PRV-1) og salmonid 
alphavirus (SAV) i skjelettmuskulatur. 
Imidlertid var disse virusene ikke 
konsekvent assosiert med svarte flekker, 
noe som står i kontrast til tidligere funn hos 
atlantisk laks. (Dette avsnittet står også i 

vesentlig grad som sammendrag på engelsk 
i artikkelen i Diseases of Aquatic Organisms, 
Bjørgen et al. 2024b. 

  Disse funnene var viktige for å bygge 
videre teorier rundt hva årsaken til 
forandringene kunne komme av hos laks. 
Fettmetabolismen er ganske så forskjellig 
mellom laks og regnbueørret, og dette ble 
dermed en pekepinn i arbeidet videre. Det 
vises derfor videre til avsnitt 7.6. for videre 
forklaring.

 

7.4 Sammenheng mellom muskeltype og utvikling av røde og svarte 
flekker – melanisering i rød muskulatur 
 

 

Muskelvev kan inndeles i glatt muskulatur, 
hjertemuskulatur og skjelettmuskulatur 
som igjen kan inndeles i rød og hvit 
skjelettmuskulatur. I motsetning til hva 
tilfellet er hos fugl og pattedyr, der røde og 
hvite skjelettmusklelfibre ligger blandet, er 
den røde og hvite muskulaturen adskilt hos 
laksefisk, der sistnevnte ligger anordnet 
som en kapsel rundt den hvite muskulaturen 
og er met utviklet i forbindelse med 
sidelinjen. Det hører til sjeldenhetene at det 
har vært rapportert mørke forandringer i 
denne delen av muskulaturen. Så da det 
dukket opp tilfaller ved Lerøys anlegg i Midt-
Norge, var vi interesserte i prøver fra denne 
fisken. Kontrastering mellom eventuelle 
forskjeller i forandringene mellom rød og hvit 
muskulatur ville kunne hjelpe oss på å forstå 
tilstanden bedre.  

  Vi undersøkte filetter fra 6 affiserte 
fisk og 6 kontroller (Fig. 7.4.1.). Vi tolk ut 

Fig. 7.4.1. Filet av laks med melanisering av 
rød muskulatur (a, kontroll; b, affisert fisk). 
Numrene angir uttaksted for undersøkelser, 
og det ble sørget for at muskelfibrene ble 
undersølt både i tverrsintt og i lengderetning 
(c). (Brimsholm et al. 2023c).

Sammendrag: Melanin i rød muskulatur 
er sjeldent forekommende, og der det 
finnes, skiller bildet seg markant fra 
hvordan tilstanden ses i hvit muskulatur, 
noe som bl.a. kan peke mot forskjeller i 
fettmetabolismen mellom de to 
muskeltypene.
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prøver både til histologi og 
transkripsjonsanalyse. I den affiserte 
muskelen fant vi muskelcelledgradering og 
fibrose. Vevet var rikt på melano-
makrofager. Vi fant ikke granulomatøs 
betennelse og heller ikke noen fettvakuoler 
som er et vanlig funn i svarte flekker i hvit 
skjelettmuskulatur. RT-qPCR viste at det var 
en signifikant forskjell med henblikk på 
forekomst av PRV-1 mellom prøver fra 
affiserte og ikke-affiserte individer med 
overrepresentasjon hos den affiserte fisken. 

  Det er flere forskjeller mellom hvit og 
rød muskulatur. Rød muskulatur har mange 
mitokondrier i forhold til hvit, og brukes mer 
jevnt enn den hvite til vanlig bevegelse. 
Fettmetabolismen er også forskjellig. Men 

det er intet som tilsier at det ikke kunne bli 
dannet granulomer i rød muskulatur grunnet 
eksterne forhold. Forskjellen kunne dermed 
muligvis tilskrives egenskaper ved 
muskulaturen, og siden det ikke ble funnet 
noen fettvakuoler, ville det heller ikke være 
umulig å tenke på at fettmetabolismen 
kunne utgjøre en forskjell mellom 
forskjellene mellom rød og hvit 
skjelettmuskulatur med henblikk på 
utvikling av melaniserte forandringer. Dette 
studiet er i sin helhet publisert i Journal of 
Fish Diseases (Brimsholm et al. 2023c), der 
materiale og metoder er gjennomgått og 
presentert i detalj. 

 

 

7.5 Tromber og utvikling av røde og svarte flekker 
 

Tromber i blodkar kan gi blødninger og 
muskelnekrose i muskelvev. Tromber kan 
oppstå både i arterier og vener, og etter en 
trombedannelse vil det bli en 
betennelsesreaksjon for å rydde opp dødt 
vev. Vi måtte derfor undersøke om 
trombedannelse kunne være en årsak til 
røde flekker og medføre en videre utvikling til 
svarte flekker.  

  Det ble innsamlet materiale fra 
Bremnes Seashore, videre undersøkte vi 
arkivmateriale fra uttakene på Svåsand 
(Bjørgen et al. 2019). Materiale besto av 
muskelforandringer klassifisert som hhv 
røde eller svarte flekker i bukmuskulatur. 
Materialet var blitt dissekert ut, 
formalinfiksert og innstøpt på vanlig måte 
for histologisk undersøkelse. 25 blokker fra 
røde flekker og 10 blokker ble undersøkt (n = 

35). Det ble først produsert vanlige snitt (HE-
farging) for validering, så ble snittene farget 
etter metoden MSB (martius scarlet blue) for 
identifisering av fibrin som finnes i tromber. 
Da tromber kan være både store og små, er 
det ikke sikkert at man kan påtreffe dem i det 
vevet som ser affisert ut – de kan finnes på 
andre lokalisasjoner, f.eks. perifert i 
forandringene (en trombe som finnes i en 
arterie vil f.eks. gi forandringer i vevet som 
ligger nedstrøms for okklusjonen). Dette ble 
det tatt hensyn til under prepareringen. 
Videre ble det laget seriesnitt av noen av 
blokkene med inntil 200 snitt fra hver blokk 
for å se etter tromber i ulike nivåer av 
preparatet. 

  I undersøkt materiale fant vi ingen 
sikre funn på trombedannelse. I en rød flekk 
fantes noe trombin, men det var usikkert om 
dette lå inne i et kar. Om det var en karvegg 
som lå rundt var den i så fall så degenerert at 
sikker identifisering ikke kunne gjøres.  

  Vi konkluderer med at vi ikke finner 
noen holdepunkter i undersøkt materiale for 

Sammendrag: Det er ingen holdepunkter 
for at tromber er en medvirkende faktor for 
utviklingen av røde og svarte flekker.
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at trombedannelse er en del av patogenesen 
i forbindelse med utviklingen av røde og 

svarte flekker.  

  

7.6 Betennelse, iskemi, fettnekrose og utvikling av røde 
flekker 
 

 

Betennelsesprosessen i røde flekker ble 
undersøkt i Bjørgen et al. 2020, hvor RT-
qPCR, IHC og ISH ble gjort for et utvalg 
inflammasjonsmarkører.  I alle røde 
forandringer ble det påvist infiltrasjon av 

mononukleære celler, hovedsakelig 
bestående av MHC klasse I/II+ celler, men 
også CD3+ og CD8+ celler. ISH-studier for 
IgM viste få til moderate mengder B-celler i 
de røde, fokale forandringene. Trender i RT-
qPCR viste oppregulering av gener relatert til 
medfødt immunitet i de røde forandringene, 
mens gener relatert til adaptiv immunitet var 
oppregulert i de melaniserte forandringene. 
Et viktig funn var den signifikante 
nedreguleringen av det anti-
inflammatoriske cytokinet IL10 i alle røde 
forandringer. Det ble beskrevet nekrotiske 

muskelceller i alle lesjoner, mens RT-qPCR 
resultater for Caspase 3 indikerte også økt 
apoptose i forandringene.  

I både røde og svarte flekker observeres det 

ofte celledød (nekrose), der muskelcellene 
vanligvis er berørt og viser tegn på 
degenerasjon eller fullstendig nekrose. En 
mulig årsak til denne nekrosen er 
oksygenmangel. Dette kan skyldes 

Fig. 7.6.2. Spatial transcriptomics. Bildet viser 
definerte cellepopulasjoner i røde (a og b) og 
svarte (c og d) flekker. Foto: Bjørgen et al. 
2023.

Fig. 7.6.1. Scanning elektronmikroskop-bilde 
av en vakuole i en svart flekk, trolig en struktur 
er av samme art som avbildet i Fig. 7.6.3. 
Foto: E.O. Koppang.

Sammendrag: Hypoksi og celldød i røde 
flekker affiserer både muskel- og 
fettceller, og gir videre opphav til en 
fettnekrose-drevet betennelse. 
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mangelfull blodtilførsel (iskemi), som fører 
til lokal hypoksi i de berørte områdene og 
påfølgende celledød. En mer generalisert 
hypoksi grunnet miljøfaktorer kan også 
vurderes som en mulig årsak, men dette ville 
sannsynligvis gitt mer utbredte forandringer 
i fisken som helhet. 

For å undersøke om hypoksi 
forekommer i røde og svarte flekker, ble det 
i studien “Cellular heterogeneity in red and 
melanized focal muscle changes in farmed 
Atlantic salmon (Salmo salar)” (Bjørgen et 
al. 2023) utført en ny type gen-
ekspresjonsanalyse ved hjelp av spatial 
transcriptomics. Denne metoden tillater 
analyse av genuttrykk i spesifikke områder 
av lesjonene, samtidig som den bevarer 
vevets morfologiske informasjon (fig. 7.6.2.). 
Ved å identifisere områder av interesse 
kunne vi kartlegge hvilke gener som var 
regulert i disse områdene. Et av de mest 
interessante funnene i både røde og svarte 
flekker var ekspresjonsmønstre som 
indikerte en hypoksi-respons. Det ble 
detektert oppregulering av hypoksi-indusert 
faktor 1 (HIF-1)-signaleringsveien, noe som 
tyder på lokal oksygenmangel i flekkene. 

Disse funnene ble videre bekreftet 
på proteinnivå i studien “Deciphering the 
pathogenesis of melanized focal changes in 
the white skeletal muscle of farmed Atlantic 
salmon (Salmo salar)” (Bjørgen et al. 2024a). 
Her ble immunhistokjemi brukt for å påvise 
nøkkelproteiner i HIF-1-signaleringsveien. 
Resultatene støttet genekspresjons-
analysene og viste tydelig uttrykk av disse 
proteinene i vevsforandringene. 

 

Fettvevsforandringer og fettnekrose 

I samme studie ble fettvevet i både røde og 
svarte flekker undersøkt, med fokus på 
hvordan hypoksi kan påvirke fettcellene. En 
karakteristisk type nekrose ble beskrevet, 
kjent som fettnekrose, som også er velkjent 
fra patologi hos pattedyr. Fettnekrose 

starter med celledød i fettvevet, som fører til 
frigjøring av fett lokalt i lesjonene. Dette 
fettet akkumulerer og kan danne større 
fettansamlinger som minner om cyster. 

Den store mengden fritt fett utgjør en 
betydelig belastning for immunsystemet, 
som ikke klarer å rydde opp effektivt. 
Makrofager, som normalt fagocytterer fett 
for å fjerne det, blir overbelastet og 
stasjonære. Disse makrofagene får et 
karakteristisk utseende i histologiske snitt, 
med fettholdig cytoplasma, og omtales som 
skumceller. Videre utvikles en lokal 
granulomatøs betennelse, der granulomer 
organiseres rundt fettansamlinger i noen 
områder, mens fettcyster i ulike størrelser 
dannes i andre (Fig.7.6.2).  
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Sekvens for utvikling av svarte flekker 

Resultatene fra studien viste at røde flekker 
kjennetegnes av fettcelle-nekrose og 
cystedannelser, mens svarte flekker ofte 
viser mer avanserte stadier med 
granulomatøs betennelse, fettcyster og 
skumceller. I tilknytning til disse 
forandringene ble det funnet betydelige 
mengder melaniserte celler, såkalte 
melano-makrofager, som ofte lå rundt 
fettcyster og granulomer i fettvevet (fig. 
7.6.3.).  

 

Årsaker til blødninger og fettnekrose 

En mulig årsak til at fettnekrose initieres 
som en blødning, kan være lokal skade på 
blodkar i muskulaturen, for eksempel som 
følge av mekaniske belastninger eller 
mikrotraumer. Disse blødningene kan føre til 
redusert oksygentilførsel (lokal hypoksi) og 
vevsskade i området, noe som igjen kan 
utløse celledød i både muskel- og fettceller. 
Fettvevet i muskulaturen, som normalt 
fungerer som en energireserve, blir spesielt 
utsatt for oksidativt stress under slike 
forhold. Når fettcellene dør, frigjøres 
intracellulært fett i nærliggende vev, noe 
som kan starte inflammatoriske og 
nekrotiske prosesser. 

Det er rimelig å anta at fett er spesielt 
problematisk i muskulaturen hos 
oppdrettslaks fordi den naturlig lagrer store 
mengder fett i muskelvevet. 
Fettsammensetningen kan også bli 
suboptimal med høyere nivåer av omega-6-
fettsyrer fra planteoljer og lavere nivåer av 
antiinflammatoriske omega-3-fettsyrer. 
Dette kan bidra til et pro-inflammatorisk 
miljø som forverrer vevsskade og hindrer 
effektiv opprydding av frigjort fett. Det 
akkumulerte fettet overbelaster 
immunsystemet, særlig makrofagene, som 
ikke klarer å fjerne alt fett fra lesjonen. Dette 
kan føre til utvikling av fettcyster og 
granulomer, som igjen kan utvikle seg til 
melaninflekker. 

Våre observasjoner fra oppdrettsørret 
(Bjørgen et al. 2024) viser indikasjoner på 
fettnekrose i svarte flekker hos denne arten 
også, blant annet med tilstedeværelse av 
skumceller. Dog er prevalensen av røde og 
svarte flekker lav i forhold til hos 
oppdrettslaks. Dette kan skyldes forhold 
relatert til nettopp fett og fettlagring. 
Generelt sett har oppdrettslaks en høyere 
fettprosent i fileten sammenlignet med 
oppdrettsørret. Dette kommer primært av 
forskjeller i genetikk og fysiologi, men 
fôringsstrategier og oppdrettsforhold kan 
også spille inn. Laks har en naturlig 
tilpasning til å lagre fett som energireserve 
for lange vandringer i naturen. Selv i 

Fig. 7.6.3. a) Svart flekk med makroskopisk synlige cystedannelser. b) Mikroskopisk bilde av 
cystedannelser (stjerner) i assosiasjon med fettvevet i myosepta. Foto: Bjørgen et al. 2024a.
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oppdrett, hvor de ikke trenger å migrere, 
beholder de denne egenskapen. Villaks 
migrerer over mye større avstander enn vill 
regnbueørret. Laksens anadrome livssyklus 
krever omfattende vandringer mellom 
ferskvann og hav, ofte tusenvis av kilometer, 
mens vill regnbueørret som regel har kortere 
og mindre krevende migrasjoner. Den 
anadrome varianten av regnbueørret 
(steelhead trout) migrerer til havet, men 
dekker sjelden de samme distansene som 
laks. Regnbueørret har derfor også mindre 
evne til å akkumulere fett i muskulaturen.  

At røde flekker over tid utvikler seg til å bli 
svarte, skyldes tilstedeværelsen av 
pigmenterte melano-makrofager. Disse 
cellene ligger som oftest i relasjon til 

fettholdig vev, enten fettceller eller cyster. 
Dette antyder at melano-makrofagene 
tiltrekkes av fettvevet, sannsynligvis fordi 
melanin spiller en beskyttende rolle ved å 
motvirke oksidative prosesser og skade 
forårsaket av frie radikaler. Dette antyder at 
melano-makrofagene tiltrekkes av fettvevet, 
sannsynligvis fordi melanin spiller en 
beskyttende rolle ved å motvirke oksidative 
prosesser og skade forårsaket av frie 
radikaler. 

 

 

 

 

  

Fig. 7.6.4. Foreslått patogenese basert på en fettnekrose-indusert betennelsesprosess. Foto: 
Bjørgen et al. 2024a.
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7.7 Overgangen fra røde til svarte flekker 
 

Vi har observert at røde flekker kan ha 
overgangsformer mot svarte flekker (Bjørgen 

et al. 2015), men selve prosessen rundt 
dette har ikke vært kjent. Vi brukte innsamlet 
materiale og undersøkte både røde og svarte 
flekker i forskjellige stadier. Vi har tidligere 

karakterisert og klassifisert mørke flekker 
forskjellige histologiske (mikroskopiske) 
kategorier (Bjørgen et al. 2019), og med 
denne bakgrunnen lot det seg gjøre å 
undersøke flekker i forskjellige antatte 
utviklingsstadier. Dessverre har vi ikke hatt 
noen modell for tilstanden, så dette arbeidet 

måtte basere seg på innsamlet materiale fra 
felt. Klassifiseringen av ulike forandringer 
relatert til utviklingsstadier av flekker må 
dermed basere seg på kriterier relatert til 

Fig. 7.7.1. Ulike stadier av røde og svarte flekker undersøkt for uttrykk av tyrosinase og Tyrp1 ved hjelp 
av in situ hybridisering (rød reaksjon i a-h, dypblå og rød reaksjon i g, der begge gen er påvist samtidig). 
I tidlig fase i utviklingen (suksessivt fra a til d) ses først ingen reaksjon, så etter hvert celler med positiv 
reaksjon (hvite piler) for tyrosinase. I e ser vi noe melanin (svarte korn) sammen med den røde 
reaskjonen som viser at syteteiseringen av melanin finner sted i de samme cellene som blir svarte. 
Denne trenden utvikler seg videre i mer avanserte svarte flekker med fettvakuoler (f) og granulomer. 
Tyrp1 (h) gir samsvarende funn, og ved dobbeltfarging for tyrosinase og Tyrp1 finner vi ko-lokalisering 
av ekspresjonen (i). Resultatene inngår som en del av en publisert artikkel fra prosjektet, og figuren er 
hentet derfra. (Bjørgen et al. 2024a).

Sammendrag: Blødninger går over fra å 
kunne observeres som røde flekker og over 
i svarte grunnet kronisk betennelse og 
dannelse av melanin lokalt i forandringen.
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hvordan en betennelse utvikler seg over tid. 
Selv om det finnes en del studier rundt dette 
når det gjelder fisk, er kunnskapen 
fundamentert på hvordan tilsvarende 
betennelser kan utvikle seg hos pattedyr, 
men med ett viktig unntak, og det er jo 
nettopp at melano-makrofager ikke finnes 
der. 

 For å komme videre i vår forståelse av 
utviklingen av de svarte flekkene, benyttet vi 
oss av å påvise uttrykk av gen (tyrosinase 
genfamilien) som er spesifikke for 
melanindannelse. Dersom vi kunne påvise 
slike gen i spesifikke celler, og også sammen 
med melanin, ville det bety at melanin ble 
dannet i celler i flekkene og ikke tatt opp i 
flekkene fra andre steder.  

 Vi benyttet materiale som tidligere var 
innsamlet og klassifisert i de sekvensielle 
uttakene på Svåsand (Bjørgen et al. 2019). Vi 
valgte ut røde og svarte flekker i henhold til 
antatt utviklingsfase basert tilstedeværelse 
av blod, betennelsesceller og collagen. På 
dette materialet utførte vi in situ 
hybridisering for genene tyrosinase og Tyrp-
1 som begge er uttrykte i forbindelse med 
melanindannelse (Fig. 7.7.1). Vi viste at i helt 

ferske forandringer (kun muskelnekrose og 
blødninger) fantes det intet uttrykk av disse 
genene. I senere faser, der det var svak til 
tiltakende infiltrasjon av betennelsesceller i 
forandringene, fant vi få positive celler, men 
disse var ikke positive for selve produktet, 
altså melanin. I forandringer som var 
klassifisert makroskopisk som 
overgangsforadringer mellom røde og svarte 
flekker, samt i forandringer som var blitt 
klassifisert som velutviklede svarte flekker 
med granulomer og fibrose, fant vi ko-
lokalisering mellom genuttrykkene for 
tyrosinase og Tyrp1 og melanin.  

 Disse resultatene viste oss følgende: Ved 
betennelse kommer det til ikke-melaniserte 
celler som starter melaninproduksjon i 
forandringene. Over tid produseres og 
samles melanin i spesifikke celler som 
inngår i betennelsesforandringene. 
Melaninet tas ikke opp fra andre steder, men 
dannes der forandringen finnes og skaper 
problemer. 

 Resultatene inngår som delfunn i en 
publisert artikkel fra prosjektet (Bjørgen et 
al. 2024a) der metodene også er beskrevet i 
detalj.

   

7.8 En modell for utvikling av røde og svarte flekker  
 

Fra Havforskningsinstituttet, Avdeling 
Matre, fikk prosjektet tilgang på materiale fra 
et vaksine-injeksjonsforsøk i muskulatur 
hos laks. Prosjektet og 
Havforskningsinstituttet planla dette 
forsøket i fellesskap, og det ble godkjent av 
Mattilsynet (FOTS ID 30862). Siden vi 
mangler en forsøksmodell for utviklingen av 

svarte flekker, var hensikten med dette 
forsøket for det første å undersøke om 
vaksineinjeksjoner i muskel kunne forårsake 
svarte flekker, for det andre å danne seg et 
bilde av hvor fort slike flekker utviklet seg.  

 Fisk ble holdt i to kar og injisert med hhv 
PBS (kar 1, kontrollfisk) eller vaksine, 0.1 ml 
(ALPHA JECT micro 6, Pharmaq) (kar 2) 
under ryggfinnen. Før vaksinering ble det tatt 
ut muskelprøver av 10 av fiskene. Etter 
vaksinering ble 10vaksinerte fisk og 10 PBS-
injisert fisk (kontrollfisk) undersøkt 24 timer 
etter vaksinering og videre på 2, 7, 17, 71 og 
109 etter vaksinering. Det ble tatt ut 

Sammendrag: Injeksjon av vaksine i 
muskulatur gir først dannelse av røde 
flekker som går over til kroniske svarte 
flekker med tilsvarende utvikling som det vi 
naturlig finner i oppdrettslaksen. 
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muskelprøver av injeksjonssted fra og fra 
kontrollmuskel (under ryggfinne, samme 
lokalitet som ved injeksjonssted) fra 
samtlige fisk. Prøvene ble fiksert i formalin 
og prosessert for histologisk analyse.  

 I dagene like etter injeksjon (24 t og 2 d) 
ble det observert blødninger uten synlige 
forskjeller mellom kontrollfisk og vaksinert 
fisk. Mikroskopisk fantes det blødninger i 
kontrollfisk og blødninger og lipiddråper 
som ble oppfattet som oljeadjuvans i 
vaksinert fisk. På dag 7 var det ingen 
makroskopiske forandringer mellom 
vaksinert fisk og kontrollfisk, blødningen var 
i begge tilfeller dypere i farge. Histologisk 
fantes det fettdråper i vaksinefisken som 
ikke ble observert hos kontrollfisken. På dag 
17 ble det makroskopisk observert grålig 
farge i den vaksinerte fisken, mens hos noen 
av kontrollfiskene var det vanskelig å se 
noen makroskopiske forandringer. 
Histologisk fantes betennelsesceller i den 
vaksinerte fisken, mens det var spredte 
betennelsesceller i kontrollfisken. På dag 71 
var det tydelig melanisering makroskopisk 
hos den vaksinerte fisken, mens det var ikke 
mulig å observere noen forandringer his 
kontrollfisken. Histologisk fantes spredte 
melano-makrofager i den vaksinerte fisken. 

Det samme forholdet ble observert ved siste 
uttaket, dag 109 etter vaksinering, men mer 
uttalte forandringer i den vaksinerte fisken. I 
kontrollfisken på dette uttaket var det knapt 
mulig å påvise noen forandringer, hverken 
makroskopisk eller mikroskopisk. 

 Resultatene fra kontrollfisken styrker 
funnene publisert i Bjørgen et al. (2019) der 
injeksjon av blod i muskel ikke ga 
melaniserte forandringer. De viser at en 
komponent ut over en blødning alene må 
være til stede for at en mørk flekk skal kunne 
utvikle seg. Når det gjelder den vaksinerte 
fisken sås persistente oljedråper som vi her 
oppfatter som vaksineolje fremdeles ved 
siste uttak, og videre oppfatter vi det slik at 
persistente komponenter av vaksinen 
opprettholder en betennelse som over tid 
medfører tilstedeværelse av melano-
makrofager og av dette misfarging.  
Forsøkene viser videre at man kan bruke 
intramuskulær vaksinering som en modell 
for utvikling av betennelsestilstander med 
melaniserinng i muskel. 

 Resultatene fra dette studiet er under 
utarbeidelse til en artikkel der vi vil diskutere 
mekanismene mer i detalj.  

 

 

7.9 Results from single-cell sequencing 
 

Introduction: The presence of inflammation 
and eumelanin in black spot lesions has 
been verified; however, it remains unclear 
whether the melanin is generated locally or 
recruited from other sites. Given the 

complex aetiology of black spots, gaining a 
deeper understanding of the roles played by 
different cell types is particularly important. 
Such insights will help clarify how 
pigmentation arises and may ultimately 
inform strategies to prevent its occurrence. 

  Aim: The primary aim of this 
experiment was to use single nucleus 
transcriptomics to determine the cellular 
composition of black spots in muscle tissue, 
especially whether these lesions contain 
immune or non-immune cells actively 

Sammendrag: Forandringer i ekspresjon 
for gen assosiert med muskel og 
immunsystem ble detektert i røde og 
svarte flekker, men det var ingen 
holdepunkter for funn relatert til 
melanindannelse.
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producing melanin. Furthermore, by 
comparing black spot muscle with adjacent 
control muscle, we aimed to gain novel 
insights into changes associated with the 
affected tissue. 

  Samples were obtained from the 
slaughter line at Bremnes Seashore, Bømlo. 
A total of 100 fish were examined, and three 
individuals displaying black spots were 
selected for analysis. In addition to black 
spot muscle and adjacent control muscle, a 
panel of tissue biopsies was collected to 
enable comparison with potential melanin 
producing cell types, including liver and 
spleen (containing melanomacrophages) 
and skin (containing melanocytes, classic 
melanin-producing cells). All samples were 
flash frozen in liquid nitrogen and stored at 
−80 °C until further processing. 

  To complement these in vivo 
samples, we analysed samples from three 
different time points of the Atlantic salmon 
head kidney cell line SHK-1 (80% confluent, 
100% confluent and 96h post confluent; 
collected at NMBU. SHK-1 has been 
proposed to be derived from macrophages 
and reported capable of producing melanin 
(Larsen et al. 2013). Flash frozen SHK-1 
samples were sent to the Roslin Institute, 
along with the frozen tissue samples from 
Bremnes Seashore 

  Nuclei isolation was performed 
following established protocols (Ruiz 
Daniels et al. 2023). Single nucleus RNA-seq 
libraries were prepared using the Parse 
Biosciences platform. Data analysis was 
done using a well-established pipeline for 
Atlantic salmon at the Roslin Institute (Sun 
et al. 2024). Briefly, sequencing reads were 
mapped with STARsolo, processed through 
standard quality control steps, before 
downstream analyses were conducted 
using the Seurat package in R. Cell 
populations were assigned identities based 
on teleost marker genes, or, where 
unavailable, using canonical mammalian 

markers sourced from the literature. The in 
vivo and in vitro datasets were analysed 
separately to minimise cross-sample 
interference.  

  Our snRNA-seq analysis was 
successful and the data was high quality. All 
major expected cell lineages in the in vivo 
samples were identified, with the exception 
of melanocytes (Fig. 7.9.1). SHK-1 cell lines 
showed a transcriptomic profile consistent 
with mesenchymal/fibroblast-like cells 
rather than the expected myeloid lineage, 
characterised by strong expression of 
collagens and a surprising absence of 
myeloid markers (Fig. 7.9.2). Across all 
tissues examined – including black spot 
muscle and skin – as well as in SHK-1, high 
expression of melanin synthesis-related 
genes (e.g., members of the tyrosinase gene 
family) were not detected (Fig. 7.9.1; Fig. 
7.9.2). 

  Given that black spot muscle 
represents the most direct manifestation of 
melanisation, we have examined 
transcriptional differences between black 
spot and adjacent control muscle (Fig. 
7.9.3). Among the heterogeneous cell 
populations present in muscle samples, 
muscle cells showed the most significant 
differences compared to control muscle. 
Gene ontology (GO) enrichment analyses 
identified biological processes 
overrepresented among these genes. In 
addition to “myosin complex”, which 
indicates a change in the structural proteins 
in the muscle tissue, this analysis identified 
enrichment for the terms “nucleosome”, 
pointing to epigenetic changes, and 
“phagophore assembly” which points to a 
role for macroautophagy in black spots. 

  The identification of diverse cell 
populations highlights the power of single-
nucleus transcriptomics in investigating 
muscle melanisation. The unexpected 
mesenchymal/fibroblast-like profile of SHK-
1 cells warrants further study to determine 
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whether prolonged passaging has 
dramatically altered their phenotype 
through time. 

  The absence of melanin synthesis-
related gene expression may reflect low 
melanogenic activity at the time of 
sampling, or technical limitations in 
detecting genes in single-nucleus datasets 
(Pool et al. 2023). Consistent with our 
findings, a past study failed to identify 
melanocytes using snRNA-seq in Atlantic 
salmon skin (Ruiz Daniels et al., 2025). 
However, given the evolutionary 
conservation of tyrosinase gene function 
and the successful capture of melanocytes 
in human scRNA-seq studies, it is more 
likely that these genes were genuinely not 
expressed at the sampling point (Belote et 
al., 2021; McNamara et al., 2021). Based on 
the current results, we cannot conclude 
whether melanin is synthesized locally at 
the black spots or migrates from other sites.  

  The upregulation of myosin complex 
genes in nuclei from muscle cells may 
indicate tissue repair. Mononuclear 
phagocytes exhibited fewer than five 
differentially expressed genes (not shown), 

suggesting that at the sampling point, they 
were not strongly or actively responding at 
the sampling point. Combined with the 
absence of melanogenesis related genes, 
this implies that muscle damage and 
pigmentation likely occurred several days or 
even weeks prior to sampling. Thus, we find 
little evidence in our current data for 
immune cells or macrophages expressing 
melanin producing pathways in mature 
black spots. 

  To further pinpoint the source of 
melanin in black spot lesions, future studies 
should increase sample sizes, incorporate 
controls from fish without muscle 
pigmentation phenotypes, and include SHK-
1 cultures validated for tyrosinase 
expression at the same passage.  
Additionally, comparing naturally occurring 
red and black spots collected from 
production fish (typically post-
melanisation) with those induced in the 
intramuscular vaccination model (Section 
7.9.8) (undergoing melanisation) will provide 
valuable insights into the mechanisms 
driving black spot formation.
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Figure 7.9.1. Transcriptomic profiling of black spot melanogenesis associated tissues 
in Atlantic salmon. (a) Clustering of 16,540 nuclei from black spot fish (n=3) across black 
spot muscle, adjacent control muscle, liver, spleen and skin samples (b) We observed an 
absence of expression of melanogenesis genes (mitf, tyr, tyrp-1, and dct) in all cell types, 
including the immune cells. 
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Figure 7.9.2. Transcriptomic profiling of SHK-1 cell line. (a) Clustering of 24,455 nuclei 
from SHK-1. (b) Expression of key marker genes: rows (top to bottom) represent 
mesenchymal/fibroblast markers, myeloid markers, and melanogenesis-related genes, 
respectively. Again, note the absence of melanogenesis-related gene expression. 
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Figure 7.9.3 Transcriptional alterations in black spot muscle compared to adjacent 
control muscle. (a) Clustering of 8,454 nuclei from muscle samples (b) Numbers of 
differentially expressed genes across cell types. Clusters with fewer than five DEGs are not 
shown (c) Top ten enriched GO terms among the altered genes in black spot muscle and 
adjacent control muscle myocytes 
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7.10 Results from lipidomics 
 

 

Introduction: Black spots, found in the 
fattiest region of the muscle fillet, have been 
hypothesised to result from a lipid necrosis 
reaction (Bjørgen et al. 2024a). To establish 
the cause of black spots, it’s essential to 
understand changes in lipids and their 
breakdown products in the affected muscle 
lesions, alongside other tissues with key 
roles in lipid and energy homeostasis. For 
instance, the liver plays an important role in 
lipid metabolism, making it essential to 
establish whether this organ shows 
alterations in lipid composition in fish 
affected by black spots.  

Overall, a better understanding of changes 
in lipid composition can help us link the 
cause of black spots back to dietary 
changes (Hatlen et al. 2022), while providing 
insights into alterations or dysregulation of 
lipid metabolism and its influence or 
association with inflammation and energy 
homeostasis.  

Aim: To apply advanced lipid profiling 
methods, including lipidomics (measuring 
the complete set of lipids in samples of 
interest), to help understand changes in lipid 
composition in focal melanised spots i.e., 
‘black spots’ in Atlantic salmon muscle, 
compared to unaffected muscle. A 
secondary aim was to reveal if the liver lipid 
composition was associated with the 
development of the black spot condition. 

 

Material and Methods 

Sampling strategy 

Myotomal muscle (Myomere and myosepta) 
samples were taken from fish with black 
spots. Samples were taken from black spot 
myomere and myosepta (BSM; n=3) and 
muscle tissue adjacent to the black spot 
lesion in myomere and myosepta (adjacent 
control muscle, ACM n=3) serving as an 
internal control. Only three fish with black 
spots were available for this trial, as 
described in Section 7.7. We further 
collected liver samples from ‘control’ fish 
that lacked black spots, but had some 
degree of superficial melanisation (control 
liver = CL; n=5 each) and from fish with black 
spot (black spot liver = BSL; n=3). 

Lipid assays 

In the above samples, we measured the 
global lipidome, free fatty acids (FFA) and 
lipid peroxidation products using mass 
spectrometry (Surma et al. 2021). Global 
lipidome and FFA were measured for both 
myomere and myosepta ACM and BSM (n=3 
each). Lipid peroxidation products were 
measured only in liver samples (n=3). 

Statistical analysis 

Data are presented as mean ± SD in bar 
graphs. Statistical significance was 
determined using two-tailed Student's t-test 
via GraphPad Prism software (Version 
8.1.1), with p values indicated in the 
corresponding figures. p < 0.05 was 
considered statistically significant. 

Results: An increase in cholesterol levels 
was observed in black spots of myomeres 
compared to the adjacent myomeres, but 
not myosepta (Figure 7.10.1). 

Sammendrag: Lipidomics analyses of black 
spots showed a dysregulation in lipid 
metabolism, with accumulation of 
cholesterol and triglycerides in the 
myomeres.
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Significant increase in various triglycerides 
was observed in both myomere (Fig 7.10.2) 
and myosepta (not shown) black spots 
compared to adjacent control muscle.  

We further measured FFAs, the breakdown 
products of TAGS utilised for mitochondrial 
beta oxidation for ATP generation. No 
change in FFAs was observed both in the 
myomere and myosepta (Figure 7.10.3). 

We further measured lipid peroxidation 
products derived from C18 (linoleic acid and 
α- linoleic acid), EPA (eicosapentaenoic 
acid, 20:5 n-3) and DHA (docosahexaenoic 
acid, 22:6 n-3), between black spot liver 
(BSL) and control liver (CL) (Figure 7.10.4). 
These lipid peroxidation products are lipid 
mediators in inflammation and markers of 
oxidative stress. Details of all the different 
groups of lipid peroxidation products are 
provided in table 1. Due to lack of samples 
this assay could not be performed in 
myomere and myosepta samples. No 
change in lipid peroxidation products was 
observed in the liver samples. 
 

 

Figure 7.10.2 Increased levels of triglycerides (TAGs) in black spot myomere. (a) Heat map of 
all the 111 TAGs identified in global lipidome analysis, **p<0.001. (b) 12 triacylglycerol molecular 
species (TAG 54:x) differing in unsaturation show an increase in black spot myomere (BSM)

  

Figure 7.10.1 Changes in cholesterol 
levels in black spot myomere and 
myosepta. (a) Increased levels of 
cholesterol seen in black spot myomere 
(BSM) compared to adjacent control 
myomere (ACM), *p<0.05. (b) No change 
was observed in black spot myosepta 
(BSM) compared to adjacent control 
myosepta (ACM), ns = non-significant.
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Figure 7.10.3 Free fatty acids levels are 
similar between black spot myomere 
(BSM) compared to adjacent control 
muscle (ACM) N=3. 

 

 

 

 

Lipid class Lipid peroxidation product           Full form 
13-HOTrE 13-hydroxyoctadecatrienoic acid 
9-HODE   9-hydroxyoctadecadienoic acid 

C18 derived 

13-HODE 13-hydroxyoctadecadienoic acid 
5-HEPE 5-hydroxyeicosapentaenoic acid 
12-HEPE  12-hydroxyeicosapentaenoic acid 

EPA derived 

15-HEPE 15-hydroxyeicosapentaenoic acid 
14-HDHA 14-hydroxydocosahexaenoic acid 
17-HDHA  17-hydroxydocosahexaenoic acid 

DHA derived 

Protectin D1  
Table 1. Details of specific lipid classes and their lipid peroxidation products. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7.10.4 LC-MS based measurements of different lipid peroxidation products in control 
(CL) and black spot liver (BSL) samples (a) C18 derived, (b) EPA derived, (c) DHA derived. N=3 
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Discussion 

Data from black spot muscle indicate 
changes in cholesterol and TAG 
accumulation in black spot myomeres, 
suggesting a ‘lipid overload’ in the affected 
tissue. However, no changes in FFAs for β-
oxidation and energy production was 
observed either in black spot myomere or 
myosepta. Furthermore, in liver samples no 
differences were observed in lipid 
peroxidation products derived by enzymatic 
conversion of lipids like linoleic acid, EPA 
and DHA by enzymes 12-lipoxygenase and 

5-lipoxygenase. We are currently developing 
methods to measure omega- 3 and omega 6 
lipid peroxidation based lipotoxicity 
indicators e.g., 4HHE and 4HNE (Ayala, et al. 
2014). 

To strengthen these findings, follow-up 
studies should increase sample size, 
include controls from fish lacking any 
muscle pigmentation phenotype, and might 
use a single experimental design with varied 
vegetable oil and fish oil diets, to tease out 
the influence of diet on lipid changes. 

 

 

7.11 Oversikter over melano-makrofager og røde og svarte flekker 
 

Mot slutten av prosjektperioden skrev vi to 
oversiktsartikler om melano-makrofager og 
røde og svarte flekker, publisert hhv i Fish 
and Shellfish Immunology (Bjørgen og 
Koppang 2024) og som et «Invited Review» i 
Journal of Fish Diseases (Bjørgen et al. 
2024c). Under rubrikken «Most 
downloaded» i Fish and Shellfish 
Immunology har vår artikkel ligget blant de 
tre første siste halvår. Og vi vil gjerne 
bemerke at når en tidsskriftredaktør ber om 
et «invited Review», så har våre tidligere 
publiserte arbeid blitt lagt merke til i 
fiskehelsemiljøet. Begge disse reviewene er 
kreditert prosjektet. 

  I artikkelen om melano-makrofager 
(Bjørgen og Koppang 2024) går vi gjennom 
den kunnskapen som finnes om disse 
cellene og deres virkemåte hos fisk og 
sammenligner dette med hva som er kjent 
hos insekt, skalldyr, amfibier, reptiler og 
pattedyr. Vi diskuterer mulige 
immunfunksjoner og melaninets potensielle 
betydning i slike reaksjoner. Kort 
oppsummert er det stor usikkerhet rundt 
disse spørsmålene. Vi antar imidlertid at 

melaninproduksjonen må settes i 
sammenheng med anti-oksidativ aktivitet i 
cellene, og at melaninet tjener om en 
selvbeskyttelse på lik linje med melaninets 
funksjon i hudceller som er langt bedre 
forstått.  

  I artikkelen om røde og svarte flekker 
i fisken (Bjørgen et al. 2024c) gjennomgår vi 
den kunnskapen som finnes på området og 
trekker også inn erfaringer fra næringen og 
opplysninger primært fra tidligere rapporter 
til FHF i tillegg til det som er publisert i 
fagfellevurderte tidsskrift. Vi gjennomgår 
forekomst, utseende, klassifisering og ulike 
faktorer som har vært studert for å belyse 
patogenesen, herunder fôringsregimer, 
infeksiøse agens, vaksinering, traumer, ytre 
miljøfaktorer, genetisk påvirkning og 
artsforskjeller. Vi diskuterer disse ulike 
faktorene og peker på fettnekrose som en 
sentral faktor for utviklingen av tilstanden. 
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8. Konklusjoner 
 

I løpet av dette prosjektet har vi ekskludert 
en rekke potensielle årsaker som opphav til 
svarte flekker. Dette vil ikke si at ulike 
faktorer kan påvirke på alvorlighetsgrad og 
prevalens av tilstanden, men våre funn viser 
at fettnekrose peker seg ut som den faktoren 
som forklarer tilstanden og dens utvikling. Vi 
anser dette som hovedfunnet i prosjektet 
vårt. Av andre funn, som er gjennomgått 
over, kar vi videre vist at PRV kan påvirke 
forandringene og videre at ribbensbrudd og 
ribbensforandringer kan påvirke 
forekomsten. Genetisk bakgrunn for laksen 
ser ikke ut til å ha noen påvirkning. Derimot 
har ørret, med bl.a. en betydelig forskjellig 
fettmetabolisme sammenliknet med laks, 
svært liten forekomst av flekker. Vi antar 
denne forskjellen skylder nettopp forskjeller 
i fettmetabolismen og i lagring av fett. Det 
samme angår melanisering av rød 
muskulatur i laks i de få tilfellene vi finner 
den. Fettmetabolismen i rød muskulatur er 
annerledes enn i hvit muskulatur der 
flekkene i hovedsak oppstår, og det 
mikroskopiske bildet er også helt 
annerledes. Det ble ikke påvist antatte 
fettvakuoler i rød muskulatur med 
melanisering, dette til forskjell fra bildet i 
hvit muskulatur som nettopp preges av 
dette. Vi fant ingen tromber i materialet, noe 
som kunne ha forklart både det 
makroskopiske og det histologiske bildet når 
det gjelder blødninger. Negativt funn av 
tromber og positivt bilde med henblikk på 
fettakkumuleringer peker begge i retning av 
fettnekrose som underliggende årsak. Vi 
fant en forklaring på hvorfor røde flekker går 
over til svarte flekker, nemlig ved invasjon av 

melano-makrofager som først er 
upigmenterte, men som begynner å 
produsere pigment i lesjonsområdet og som 
gjør at den røde flekken etter hvert blir svart. 
Vi har vist at slike pigmentholdige celler er 
forenlige med M2 makrofager, som er aktive 
i reparasjonsprosesser og nedregulering av 
immunprosesser. Dette samsvarer også 
med melaninets påvirkning på 
immunsystemet, som vi har diskutert i en 
oversiktsartikkel om melano-makrofager. 
Siden modeller for røde og svarte flekker 
mangler, og dette er en stor begrensing for å 
kunne forstå den sekvensielle utviklingen av 
tilstanden, har vi i prosjektet undersøkt 
effekten av intramuskulært injisert vaksine 
og vist at den danner muskelforandringer 
analoge med dem som man finner i vanlig 
forekommende svarte flekker. Dette 
materialet blir spesielt viktig for å kunne 
relatere utviklingsgraden av feltmateriale til 
et forsøksmateriale der vi kjenner 
tidsaksene. I prosjektets siste fase 
oppsummerte vi funn og betraktninger i to 
oversiktsartikler (Bjørgen og Koppang 2024; 
Bjørgen et al. 2024c). Her peker vi på veien 
videre for å løse problemet. Vi antar at 
dietter med et annet fettinnhold enn dem 
som brukes i dag kan bedre tilstanden. 
Videre etterlyser vi større forskningsinnsats 
rundt grunnleggende forhold innen fiske-
immunologien, særlig med henblikk på 
melano-makrofager, for hvilke vår kunnskap 
fremdeles er på et ganske overfladisk nivå. 
Først når vi forstår disse cellene bedre vil vi 
være i stand til å forstå hvorfor 
betennelsesprosesser hos fisk kan utvikle 
seg med melanisering.
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