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Referat

Lund, R. A., Midtlyng P.J. & Hansen, L.P. 1995. Identifisering av
remt oppdrettslaks ved effekter av vaksinering. - NINA
Fagrapport 12: 1-14.

Det rgmmer betydelige mengder laks fra oppdrettsanlegg i
Norge. Metodene for & identifisere denne fisken er ikke optimale
og dessuten kostbare i drift. En presis identifiseringsmetodikk
har stor verdi for vurderingen av den reelle utviklingen i de ville
laksebestandene. Denne studien viser at stikkvaksinering av laks i
det kommersielle oppdrettet pafarer fisken et lett observerbart
tegn i form av sammenvoksninger mellom bukvegg og innvoller
som kan vaere et varig merke til & identifisere denne fisken etter
opphold fritt i naturen. Markgren kan ha et stort potensiale til &
rasjonalisere og oke presisjonen ved identifiseringen av remt
oppdrettslaks da den ikke er kjent som forekommende hos vil-
laks. | praktisk anvendelse vil dette kunne gi hurtigere og mer
presise estimater av mengden remt oppdrettslaks i fiskerier og
gytebestander. Disse effektene kan ogsa veere nyttige markarer i
vitenskapelige undersgkelser og ellers ha stor nytteverdi ved
kontroll av avisfisk til kultivering der fisken idag vanligvis identifi-
seres etterskuddsvis ved tidkrevende skjellanalyser. Markaren
kan ogsé brukes med suksess pa fisk som har veert frosset. Det
meste av laksen i kommersiellt oppdrett i Norge blir idag vaksi-
nert. Sa lenge en stor andel av oppdrettsfisken vaksineres, vil
markearens praktiske anvendelse ha et stort potensiale.

Emneord: intra abdominal markar

Roar A. Lund & Lars P. Hansen, Norsk Institutt for naturforsk-
ning, Tungastetta 2, N-7005 Trondheim

Paul J. Midtlyng, Veterinaermedisinsk Oppdragssenter AS,
Postboks 8109 Dep., 0032 Oslo

Abstract

Lund, R. A., Midtlyng, P.J. & Hansen, L.P. 1995. |dentification of
Atlantic salmon escaped from fish farms by effects of disease
preventive vaccination . - NINA Fagrapport 12; 1-14.

Substantial numbers of Atlantic salmon escape from fish farms.
Methods to identify these fish in nature stocks are suboptimal
and expensive. |dentification based on precise methodology is
important in assessments of wild salmon fisheries and stocks.
This study demonstrates that intra-abdominal vaccination of sal-
mon as extensively executed in commercial rearing, causes a vi-
sual marker of apparently permanent character suitable for iden-
tification of escaped farmed fish. The abdominal marker, being
adherances of connective tissue between the abdominal wall
and the abdominal organs, is frequently observable in vaccinated
fish (82-100%) but not present in wild fish. Because nearly all
salmon parr in Norwegian commercial aguaculture is intraperito-
neally vaccinated, the marker provides a potential to improve the
precision and efficiency of identification of escaped farmed fish.
Furtheremore, the marker may be beneficial in experimential stu-
dies, and for the selection of brood stock for enhancement pur-
poses, operations which presently require time consuming scale
analysis. The marker may be successfully used on fresh samples
as well as on samples which have been frozen.
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Forord

Overvaking av remt oppdrettslaks har veaert et sentralt anliggen-
de for forvaltningen av de ville laksebestandene i de siste ti ar.
Andelen remt oppdrettslaks har i denne tiden vaert hoy i fiskerier
og gytebestander i mange deler av landet. | lgpet av 80-drene og
begynnelsen av 90-arene var det dessuten en betydelig nedgang
i de ville bestandene her til lands. For & kunne evaluere den reel-
le utviklingen i de ville bestandene er det grunnleggende viktig a
kienne andelen remt oppdrettsfisk i undersgkelsesmaterialet.
Det er utviklet en rekke metoder til & identifisere den remte fis-
ken, men langt de fleste er urasjonelle og kostbare i drift eller
beheftet med usikkerheter. | studier med et stort undersgkelses-
materiale har metoder som analyse av fiskeskjell og ytre morfo-
fologiske karakterer av fisken (utseendekarakterer) vaert langt 3
foretrekke av rasjonelle og palitelighetsmessige &rsaker. Ingen
metoder er imidlertid funnet & vaere optimale slik at en kombina-
sjon av metoder har vaert i tjenlig i bruk under ulike problemstil-
linger. Funnet av markeren “abdominale sammenvoksninger”
etter vaksinering av oppdrettsfisk som beskrives i denne under-
sekelsen, synes & ha dpenbare kvaliteter til bade & rasjonalisere
arbeidet og optimalisere resultatet med & identifisere remt opp-
drettsfisk.

Vi takker Direktoratet for Naturforvaltning som har finansiert un-
dersgkelsen.

Roar A. Lund

Innhold

TINNIEdning..... ..o 5
2 Stikkvaksinering............ccoociiiiiiininsiiosit i 6
3 Materiale og metode ..............ooeiiiiiinnniii 6
QRESUIAtEr... ..o e 8
4.1 Markerenes utseende og karakter ........c..ccoooveeeennnnn, 8
4.2 Markarenes sensitivitet, spesifisitet og abdominale
TSI cccopmsoms sesnne sipassm st o o oGS S 9
5 DISRUSION ..viunnnmmamemaimiamr s s s o i T D 12
6 LitReratur: co oo s s s S G e 14

4

© Norsk institutt for naturforskning (NINA) 2010 http://www.nina.no
Vennligst kontakt NINA, NO-7485 TRONDHEIM for reproduksjon av tabeller, figurer, illustrasioner i denne rapporten.



—

nina fagrapport 012

1 Innledning

Det remmer fortsatt store mengder fisk fra oppdrettsanlegg i
Norge (Lund et al. 1994 a). De metoder som tradisjonelt anven-
des til & identifisere remt oppdrettslaks fritt i naturen (skjellanaly-
se og ytre morfologi) er ikke optimale og tenderer til & underesti-
mere andelen oppdrettsiaks i laksefiskerier og gytebestander
(Lund et al. 1989, Lund & Hansen 1991, Friedland et al. 1994).
Ved bruk av disse metodene kan vi identifisere nesten all opp-
drettsfisk som nylig er remt fra siganlegg og i overkant av halv-
parten av fisk som returnerer som voksen etter & ha remt som
smolt. | slike analyser blir tidvis en vesentlig andel av fisken klassi-
fisert som usikker med henhold til opphav som vill eller oppdrett
(Lund et al. 1989. Lund & Hansen 1991).

Analyse av skjell er svaert tidkrevende, men gir hayere presisjon
enn ved analyse av ytre morfologi (Lund et al. 1989). Dette fordi
ytre morfologiske defekter hos oppdrettsfisk kan regenereres el-
ler ikke oppdages av ugvde observaterer. Oppdrettsfisk, som
ofte har en betydelig ytre pigmentering og eroderte halefliker,
kan dessuten forveksles med sjearret pa utseende. Pa den annen
side kan ogsa sjgarret og oppdrettsiaks forveksles pa skjellmen-
stret fordi det irrequlaere vekstmenstert hos oppdrettslaks kan
ligne det en av og til finner hos sjgerretstammer. Skjellanalyse
kan dessuten ha en begrenset anvendelighet i omrader av lak-
sens utbredelse hvor veksten hos villfisk er svaert god (de sydlige
deler av utbredelsesomradet). Under slike betingelser kan villaks
fa et irregulzert og oppdrettslignede vekstmanster pa skjellene
(Anon. 1984). Dessuten er begge metoder i en viss grad under-
lagt kentrallerenes subjektive vurdering.

Starre innslag av remt oppdrettslaks i fiskerier og gytebestander
kan tilslere den reelle utviklingen i villaksbestandene dersom det
ikke korrigeres for denne andelen. Identifisering av remt opp-
drettsfisk ved skjellanalyser har veert et metodisk grunnlag for
evalueringer som er gjort i bade norske og internasjonale lakse-
bestander (Hansen et al. 1993, Hansen et al. 1994, Lund et al.
1994 a og b). Denne metoden har ogsa veert sentral i de evalue-
ringer som er gjort pa laksebestandene gjennom ICES
(International Council for the Exploration of the Sea) (Anon.
1994).

Hvorvidt disse identifiseringsmetoder vil vaere anvendelige i
framtiden er avhengig av produksjonsstrategiene i oppdrettsnae-
ringen. Oppdrettstategier og fiskens vekstforlap bestemmer ka-
raktertrekkene péa fiskekroppen (ytre morfologi) og vekstmanste-
ret pa skjellene. Observasjoner av laks i oppdrett og vedtatte
produksjonsmal i oppdrettsnaeringen tyder imidlertid pa at disse
metodene fortsatt vil vaere anvendelig i fremtiden. Smoltstarrelse
er for eksempel et sveert viktig identifiseringskriterium ved skjell-
analyse. Det er et produksjonsmal at smolten bar vaere stor fordi
dette framskynder sjgutsettingstidspunktet, sjgvekst og slakte-
tidspunkt. | oppdrett idag er smoltstarrelsen 50-100g, mens den
hos villaks vanligvis er 15-30g. Veksthastigheten fram til slakting
har generelt gkt betydelig hos oppdrettslaks de senere ar, noe
som ogsa ofte vil manifestere seg i forskjellige trekk pa fiskeskjel-
lene i forhold til villaks.

Risikoen for feilklassifisering og kostnadene som er forbundet
med de tradisjonelle identifiseringsmetodene aktualiserer imid-

lertid behovet for en alternativ metodikk som identifiserer remt
oppdrettsfisk pa en rask, rimelig og nayaktig mate, og som kan
erstatte eller utgjare en tilleggsfunksjon til andre metoder.

| lzpet av de siste ar er vaksinering av oppdrettsfisk mot furunku-
lose, vibriose og kaldtvannsvibriose blitt sveert utbredt.
Vaksineringen har redusert tapene ved sykdom i det kommersiel-
le oppdrettet betydelig (Grave et al. 1994). Stikkvaksinering har
etterhvert utkonkurrert andre vaksineringsmater slik at det mes-
te av oppdrettslaksen i Norge idag blir vaksinert ved injeksjon av
vaksineoppla@sning i bukhulen hos fisken (Norsk Fiskeoppdrett nr.
3-1994). Noen arbeider har beskrevet morfologiske effekter av
stikkvaksinering, men disse er ikke relatert til potensialet for
identifisering av remt oppdrettsfisk (Lillehaug et al. 1992, Erdal
& Reitan 1992, Mulvey 1992). | denne rapporten har vi for noen
vaksineringsprodukter som er i anvendelse idag, identifisert og
beskrevet merker (bieffekter) avtegnet i fisken som kan ha et be-
tydelig potensiale ved identifisering av remt oppdrettsfisk i natu-
ren.




2 Stikkvaksinering

Blant de ni vaksinetypene som var p markedet i 1994, var sju ol-
jebaserte opplasninger og to er vannbaserte. De oljebaserte opp-
lasningene er basert p& mineraloljer eller syntetiske oljer, og var
de facto enerddende pd markedet (Veterinaermedisinsk
Oppdragssenter (VESO); Salgsstatistikk 1994).

Stikkvaksineringen utfares ved intraperitoneal injeksjon i forkant
av bukfinnene. Fisken vaksineres vanligvis pa parr- eller smoltsta-
diet og anbefales utfart pa fisk som er sterre enn 20 g. Anbefalt
dose er for de fleste vaksineprodukter 0,1-0,2 ml. Opplasningen
blir vaerende i fiskens buk over lengre tid slik at vaksinesubstan-
sen blir suksessivt absorbert i fisken. Som bivirkning ses tydelige
sammenvoksninger, granulomer og/eller svart pigmentering
(melanin) pa injeksjonsstedet (Midtlyng 1995, in prep.)

All distribusjon av vaksiner i Norge idag forgar gjennom VESO.
Gjennom tallmaterialet fra denne distribusjonen kan det anslas
hvor mye fisk som til enhver tid blir vaksinert i Norge og gis et es-
timat over andelen smolt som vaksineres i det kommersielle opp-
drettet (jf. Kontali Analyse; ma&nedsrapporter laks).
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3 Materiale og metode

| lzpet av 1994 ble det undersgkt slaktemoden oppdrettslaks og
gjenfangster av havbeitelaks hvor fiskens livshistorie var kjent,
ogsa med hensyn til vaksinebakgrunn,

Det ble undersgkt slaktefisk i sterrelser 1,5-8 kg fra fire opp-
drettsanlegg (sjganlegg) pa Hitra og Freya i Ser-Trendelag i juni
1994 (n=360 fisk). | tre av anleggene var laksen vaksinert pa
parrstadiet med den trivalente vaksinen “Apoject 3-Fural”.
Fisken fra det fjerde anlegget var dyppvaksinert to ganger pa
parrstadiet og revaksinert ved stikkvaksinering med den mono-
valente vaksinetypen “Apoject 1-Fural” etter ett ars opphold i
sjgen. Begge disse vaksinetypene er oljebaserte (oljeadjuvans).
Fiskens sj@alder var fra 13-24 maneder og smoltalder var to ar i
tre av anleggene og ett ar i det fijerde. Fisken i de ulike anlegg
var alle av opprinnelse fra selektiv avl av norske laksestammer
(Sunndalsgra stamme), men oppdrettet i ulike settefiskanlegg.

Som kontroll mot den vaksinerte oppdrettslaksen ble det | juni
1994 undersgkt uvaksinert oppdrettslaks i starrelser 0,6-2 kg
(n=115 fisk). Denne fisken, som var tre 4r gammel og smoltifisert
som todringer, var oppdrettet i hele sitt livslep i et landbasert an-
legg basert pa ferskvanntilfersel (Vinjegra i Ser-Trendelag).

Observasjonsparametre som ble funnet ved inspeksjon av vaksi-
nert oppdrettslaks, ble lagt til grunn ved inspeksjon av havbeite-
laks som var individmerket (Carlinmerket, fettfinneklipt eller kje-
veklipt) og gjenfanget i fiskefella ved NINA’s forskningsstasjon
pa Ims | Rogaland. Testeren var ukjent med de enkelte fisk sin
vaksinestatus, men informert om at materialet kunne inneholde
uvaksinert fisk, stikkvaksinert fisk savel som fisk hvor fysiologisk
saltvann var injisert i bukhulen. Denne testen ble utfert for & pro-
ve markarenes egnethet for 3 identifisere stikkvaksinert fisk, og
for & bekrefte eller avkrefte markarenes tilstedevaerelse hos opp-
drettsfisk som har levd fritt i naturen fram til kjgnnsmodning og
oppvandring i elv. Testen ble utfert pa et utvalg fisk fanget i fis-
kefella | lopet av oktober-november 1994 (n=135 fisk).
Markarene ble i tillegg testet pa et utvalg havbeitelaks gjenfang-
et i fiskefella pa Ims fra samme tidsperiode og som var frosset og
opptinet (n=54 fisk). Testsituasjonen ellers var lik den for det fer-
ste utvalget av havbeitelaks. Denne testen ble utfert for & vurde-
re markarenes tilstedeveerelse etter nedfrysing av fisken.

De individer blant havbeitefisken som var vaksinert, var stikkvak-
sinert med den oljebaserte vaksinen “Biojec 1900" vinteren far
utsetting. Havbeitefiskens smoltalder var 1-2 ar og fisken ble
gjenfanget etter ett til halvannet &r (13-18 maneder) i sjgen.
Fiskestarrelse ved gjenfangst var fra 1-4 kg.

Alle undersgkte grupper fisk ble inspisert for eventuelle ytre mer-
ker etter stikkvaksinering. Ved inspeksjon av intra-abdominale
merker etter vaksineringen ble fiskens bukhule dpnet ved snitt
mellom gattdpningen og svelget.

For en mer spesifikk romlig lokalisering av sammenvoksninger og
pigmentdannelser, ble fiskens bukhule inndelt i sektorer etter en
horisontal og vertikal orientering (se figur 1); A= bukhulens avre
halvdel foran bukfinnene, B= bukhulens nedre halvdel foran
bukfinnene, 1= bukhulens fremre halvdel foran bukfinnene, 2=

© Norsk institutt for naturforskning (NINA) 2010 http://www.nina.no
Vennligst kontakt NINA, NO-7485 TRONDHEIM for reproduksjon av tabeller, figurer, illustrasjoner i denne rapporten.
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N _ bukhulens bakre halvdel foran bukfinnene, 3= bukhulen bak

bukfinnene. Hos vaksinert fisk i de fire oppdrettsanleggene ble
imidlertid bukhulerommet foran bukfinnene ikke delt i vertikal-
retningen (1+2 vurdert som én enhet) slik at vurderingene her
refererer seg til en grovere inndeling av bukhulen. Bakenfor buk-
finnene er bukhulen betydelig smalere enn foran. Det ble derfor
funnet & vaere lite hensiktsmessig & dele dette omradet i en evre
og nedre bukhuledel.

Klassifisering av sammenvoksninger innenfor de ulike sektorene
av bukhulen ble registrert som kategoriske utfall (dvs. ja eller
nei). Funn av alt fra observasjon av én vevstrad mellom innvoller
og bukvegg til mer kompakte sammenvoksninger, ble vurdert
som positivt utslag. Denne klassifiseringen gir dermed ikke ut-
trykk for hvor stor arealmessig del av bukhulen som var sammen-
vokst med innvollene.

Ved klassifisering av pigmentdannelser pa bukvegg og: innvolls-
organer ble pigmenter med fargenyanser fra gratt til svart og i
arealer skjgnnsmessig vurdert som stgrre enn ca. 0,5 cm? innen-
for de ulike sektorene av bukhulen, vurdert som positiv observa-
sjon. Denne klassifiseringen viser slik en romlig lokalisering av
pigmentdannelser og gir ikke uttrykk for hvor stor arealmessig
del av bukhule eller innvollsorganer som var dekket av pigmen-
ter.

Til karakterisering av diagnostiske metoder brukes i medisinsk vi-
tenskap blant annet parameterne sensitivitet (Se) og spesifisi-
tet (Sp) ( Martin et al. 1987, kap. 3.7). Med sensitivitet betegnes
testens evne til & avslare reelt positive individer, og med spesifisi-
tet dens evne til & avslare reelt negative individer, beregnet pa
felgende mate:

Se = 100% x (antall test-positive/ antall reelt positive)

Sp = 100% x (antall test-negative/ antall reelt negative).

Sa lenge verken sensitivitet eller spesifisitet er 100%, vil det like-
vel forekomme feilklassiifisering av individer. | en konkret testsi-
tuasjon betegnes andelen av test-positive individer som faktisk
var positive som testens positivt prediktive verdi (PPV), mens an-
delen av test-negative individer som var sant negative betegnes
som testens negativt prediktive verdi (NPV), beregnes slik:

PPV = 100% x (antall reelt positive/ antall test-postitive)

NPV = 100% x /antall reelt negative/ antall test-negative)

PPV og NPV er derfor sterkt avhengig av fordelingen av reelt po-
sitive og reelt negative i testraterialet. Estimering av PPV og NPV
gjeres derfor for & vurdere omfanget og betydning av de feil som
gjeres nar man bruker tester som ikke er 100% sensitive eller
spesifikke.

| den hervaerende undersekelsen er antatt sensitivitet og antatt
spesifisitet beregnet for hvert preveuttak, basert pa en antakelse
om at alle individer fra vaksinerte populasjoner faktisk hadde fatt
sin intraperitoneale vaksine. Resultatene fra pravetakingen av
oppdrettsfisk (4 vaksinerte + 1 uvaksinert gruppe) er til slutt slatt
sammen, og PPV og NPV fer beregnet for hver marker. Samme
prosedyre er fulgt for resultatene fra de 3 gruppene havbeitefisk
(2 vaksinerte + 1 placebo-injisert gruppe). NPV og PPV for to hy-
potetiske situasjoner (henholdsvis lav og hay andel vaksinert fisk
i provematerialet) er dessuten beregnet pa grunnlag av den sen-
sitivitet og spesifisitet som er observert for markeren “sammen-
voksning”. Estimering av Se, Sp, PPV og NPV samt konfidensin-
tervall er gjort ved hjelp av det veterinzere epidemiologi-pro-
grammet EPISCOPE (Frankena et al. 1990).

Figur 1

Inndeling av bukhulen for en romlig hode
lokalisering av sammenvoksninger
og pigmentdannelser. Se tekst pa B
forgadende side for spesifisering av

A /’1/'/ 2 ! 3 hale

inndefingen.




4 Resultater

4.1 Markgrenes utseende og karakter

Det ble ikke funnet tegn pa fiskens hudoverflate som kunne rela-
teres til vaksinering, hverken hos oppdrettsfisken eller havbeite-
fisken. Inspeksjon av bukhulen hos oppdrettslaks viste imidlertid
pafallende abnormiteter | form av sammenvoksninger av indre
organer til bukveggen og pigmentdannelser pa innvoller og buk-
vegg. Det ble ikke funnet visuelt observerbare spor etter vaksine-
opplesning i bukhulen hos noen av gruppene.
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Sammenvoksningene i fiskens bukhule (figur 2 og 3) besto av
vevsdannelser mellom innvollsorganenes og bukveggens vevs-
hinner (adheranser) som vanligvis lot seq lgsne uten at kjgttvevet
i bukveggen ble skadet. Omfanget av sammenvoksninger varier-
te fra et fatall spindelvevslignende trader nar bukveggen ble for-
siktig spilt fra innvollene til aderhanser i hele bukhulens lengde.
Hos utpregede tilfeller av sammenvoksninger kunne imidlertid
innvollsorganer bli revet istykker nar disse ble forsekt skilt fra
bukveggen. Sammenvoksningene kjennes lett ndr fingeren fares
mellom fiskens bukvegg og innvollene.

Figur 2

Sammenvoksninger mellom  inn-
vollsorganenes og bukveggens vevs-
hinner etter vaksinering. Nar buk-
veggen spiles ut, sees dette som
spindelvevslignenede trader melflom
innvoller og bukvegg (adheranser).

Figur 3

Sammenvoksninger mellom innvollsorganenes og
bukveggens vevshinner etter vaksinering kan ses i alle
deler av bukhulen, men forekommer oftest i forkant
av bukfinnene der vaksineopplasningen injfiseres.
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Pigmentdannelser pa innvollsorganer og pa bukveggen varierte
betydelig i arealmessig omfang og fargestyrke. Disse kunne hos
vaksinert oppdrettslaks i sterkeste fall arte seg som svarte felter i
ulike deler av bukhulen og i sterrelser opptil en fingernegls areal,
| de mildeste tilfeller hvor slike dannelser ble observert, bar de
preg av gramelerte sjateringer i millimetersterrelser. Pigment-
dannelser p& bukveggen kunne vanligvis fiernes ved vask eller
utskraping av bukhinnen. Hos vaksinert oppdrettslaks kunne det
bare unntaksvis observeres pigmentdannelser i kjgttvevet, og i
slike tilfeller helst i bukveggen i omradet rundt stikkpunktet.

4.2 Markerenes sensitivitet, spesifisi-
tet og abdominale lokalisering

Markarene “sammenvoksning” og “pigmentering pa innvollsor-
ganer” har hver for seg har meget hey sensitivitet (82-100%)
ndr det gjelder & identifisere oppdrettsfisk vaksinert med
Apoject-vaksiner (tabell 1 og 3). For havbeitefisken, som var
vaksinert med en annen vaksine (Biojec 1900), var sensitiviteten
av markaren “sammenvoksning” pad samme niva (87-92%),
mens markeren “pigmentering pa innvollsorganer” var tydelig
lavere (41-57%). Markeren “pigmentdannelser pa bukvegg”
hadde moderat sensitivitet i de vaksinerte gruppene av opp-
drettsfisk (54-82%), og lav sensitivitet i gruppene av havbeitefisk
(15-17%) (tabell 2).

| gruppene som er rekruttert til denne undersgkelsen, kan man
neppe utelukke at enkelte av de valgte individene ved en feil un-
der vaksineringen ikke hadde fatt sin vaksinedose. | sa fall er den
faktiske felsomheten av metodene noe bedre enn vist i tabell 1,
2093.

Ut fra resultatene i den uvaksinerte gruppen av oppdrettsfisk,
kan man slutte at spesifisiteten av markaren “sammenvoksning”

er 100% (tabell 1), mens den er tydelig lavere (67% og 53%)
for de to pigmentmarkaerene (tabell 2 og 3).

Lokaliseringen av sammenvoksningene i bukhulen hos den vaksi-
nerte fisken varierte noe mellom gruppene. Blant fisk med obser-
verbare sammenvoksninger kunne disse observeres i rommet fo-
ran bukfinnene hos hovedtyngden av bade oppdrettsfisken og
havbeitefisken (87-100%) (tabell 1). Tilstedevaerelse av sam-
menvoksninger i rommet bak bukfinnene varierte imidlertid mye
mellom de ulike gruppene. Blant oppdrettsfisk kunne adheran-
ser | dette rommet observeres hos 4-98% av fisken, og hos 41-
47% av havbeitefisk. Blant havbeitefisken, hvor observasjoner
ogsa ble utfert for en vertikal todeling av bukhulen foran bukfin-
nene, kunne adheranser hos vaksinert fisk primaert lokaliseres til
bukhulen like i forkant av bukfinnene (99-100%) og i mindre
grad forrest i bukhulen (6-31%).

Adheranser kunne bade hos oppdrettslaks og havbeitelaks van-
ligvis observeres i nedre halvdel av fiskens bukhule (75-100%),
men i flere av de vaksinerte gruppene hadde ogséa en betydelig
andel av fisken adheranser | gvre del av bukhulen (tabell 1).
Blant fisk observert med sammenvoksninger i bukhulen, var
imidlertid variasjonen for tilstedevaerelse av adheranser i bukhu-
lens gvre del i de ulike gruppene stor (4-83%). | ett av oppdretts-
anleggene hvor 95% av fisken ble observert med abdominale
adheranser, kunne slike for eksempel observeres i gvre del av
bukhulen hos bare 4% av denne fisken.

Det ble observert adheranser i bukhulen hos en fjerdedel av hav-
beitelaksen (25%) hvor fysiologisk saltvann (placebo) var injisert i
bukhulen. Disse adheransene som alltid ble observert som et fa-
tall trader (1-4 trader) kunne lokaliseres i fremre, midtre savel
som i bakre del av bukhulen (tabell 1).

Tabell 1. Antall undersekte individer (n,), antall med sammenvoksninger mellom innvoller og bukvegg (n,), antatt sensitivitet (Se) og
spesifisitet (Sp) for denne markeren, og beliggenhet av sammenvoksningene i bukhulen (% fordeling regnet blant fisk med péaviste
sammenvoksninger). Resultater fra prevetakinger av vaksinert laks fra fire oppdrettsanlegq (a-d) og uvaksinert oppdrettslaks (e) er vist
enkeltvis. Tilvarende er framstilt for to grupper av vaksinert havbeitelaks; ferskt avlivet (a), frosset og opptint (b), og for havbeitelaks
injisert med fysiologisk saltvann (c). 1= bukhulens fremre halvpart foran bukfinnene, 2= bukhulens bakre halvpart foran bukfinnene,
3= bukhulen bak bukfinnene. A= bukhulens avre halvdel foran bukfinnene, B= bukhulens nedre halvdel foran bukfinnene. i = irrele-

vant
Beliggenhet av sammenvoksninger
Se Sp 1 2 3 A B

Pravetaking Vaksinetype n, n, % % % % % % %
Oppdrett a Apoject 3-Fural 100 100 100 i 99* 51 67 90
Oppdrett b Apoject 3-Fural 100 99 99 i 87* 98 83 75
Oppdrett ¢ Apoject 3-Fural 60 57 95 i 100* 4 4 100
Oppdrett d Apoject 1-Fural 100 82 82 i 96* 7 22 92
Oppdrett e Uvaksinert 115 0 i 100 0 0 0 0 0
Havbeite a Biojec 1900 135 124 92 i 31 99 41 40 96
Havbeite b Biojec 1900 54 47 87 i 6 100 47 17 100
Havbeite ¢ Fysiol. saltvann 24 6 i 15 50 50 17 33 83

*observasjoner i bukhulen foran bukfinnene ble utfart uten todelt vertikaldeling for disse gruppene, dvs. 1 og 2 ble vurdert som én enhet.




Bade hos vaksinert oppdrettslaks og havbeitelaks svel som hos
uvaksinert fisk var det betydelig vanligere & finne pigmenter pa
bukveggen i rommet foran bukfinnene enn bakenfor disse (ta-
bell 2). Blant havbeitefisken, hvor observasjoner ogsa ble utfert
for en vertikal todeling av bukhulen foran bukfinnene, kunne
pigmenter primaert lokaliseres til bukhulen like i forkant av buk-
finnene (80-100%) og i mindre grad forrest i bukhulen (0-
15%). Hos uvaksinert oppdrettslaks kunne imidlertid slik pig-
mentering primart lokaliseres til @vre halvdel (100 %) forrest i
bukhulen (97 %). Blant de ulike grupper av vaksinert fisk var det
betydelig variasjon og ingen spesiell lokalisering av pigmentdan-
nelser i forhold til bukhulens @vre (22-95%) eller nedre halvdel
(30-92%).

| en av de vaksinerte gruppene (oppdrett b) forekom det pig-
mentdannelser i kjattet langs buksnittet i omradet rundt stikk-
punket for vaksinering hos en mindre andel av fisken (8%). | dis-
se tilfeller var fiskek_jesttet svaert merkt pigmentert. Slike funn ble
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antatt & vaere en effekt av vaksineopplesning som ikke var vellyk-
ket injisert i bukhulen,

Hos havbeitelaks og uvaksinert oppdrettslaks, hvor pigmenter-
dannelser ogsa ble registrert spesifikt for de ulike innvollsorga-
ner, ble slike dannelser primzert lokalisert til henholdsvis
mage/tarm og fettvevet rundt innvollene (tabell 3).

SI&r man sammen gruppene av oppdrettsfisk (vaksinert og uvak-
sinert) som ble undersgkt i denne studien, kommer det tydelig
fram at markeren “sammenvoksning” har vesentlige og signifi-
kant hayere sensitivitet, spesifisitet, PPV og NPV enn begge pig-
menteringsmarkarene (tabell 4). For havbeitefisken sett under
ett (vaksinert og placebo-injisert) er sensitiviteten hey for marka-
ren “sammenvoksning”, mens spesifisitet og NPV er hay for de
to pigmentmarkarene. Markeren “sammenvoksning” gir lavere
NPV péa grunn av de positive funn som ble gjort i placebo-grup-
pen (tabell 5).

Tabell 2. Antall undersokte individer (n,), antall med pigmentdannelser pa bukveggen (n,),
antatt sensitivitet (Se) og spesifisitet (Sp) for denne markeren, og beliggenhet av pigmente-
ringen | bukhulen (% fordeling regnet blant fisk med pévist pigmentering). Prevetakinger og
koder for beliggenhet av pigmentering i bukhulen er som i tabell 1.

Beliggenhet av sammenvoksninger

Se Sp 1 2 3 A B
Pravetaking n, n, % % % % % % %
Oppdrett a 100 82 82 i 76* 39 68 51
Oppdrett b 100 82 82 i 98* 85 95 30
Oppdrett ¢ 60 37 62 i 92%* 22 22 92
Oppdrett d 100 54 54 i 87* 44 82 35
Oppdrett e 115 38 i 67 97 21 3 100 3
Havbeite a 135 20 15 i 15 80 25 45 45
Havbeite b 54 ) 17 i 0 100 0 22 89
Havbeite ¢ 24 1 i 96 0 100 0 100 0

ne, dvs. 1 og 2 ble vurdert som én enhet.

*observasjoner i bukhulen foran bukfinnene ble utfert uten todelt vertikaldeling for disse gruppe-

Tabell 3. Antall undersekte individer (n,), antall med pigmentdannelser pé innvollsorganer
(n,), antatt sensitivitet (Se) og spesifisitet (Sp) for denne markeren, og beliggenhet av pig-
menteringen pa ulike innvollorganer (% fordeling regnet blant all undersekt fisk).
Pravetakinger er som i tabell 1. i..u= ikke utfart.

Se Sp Mage Tarm  Fettvev Gonader
Pravetaking n, n, % % % % % %
Oppdrett a 100 86 86 i i.u. i.u. i.u. i.u.
Oppdrett b 100 94 94 i iu. i.u. iu. i.u.
Oppdrett ¢ 60 57 95 i iu. i.u. i.u. i.u.
Oppdrett d 100 96 96 i i.u. iu. Lu. iu,
Oppdrett e 115 54 i 53 0 0 42 1
Havbeite a 135 55 41 i 28 29 0 3
Havbeite b 54 31 57 i 48 35 0 2
Havbeite ¢ 24 1 i 96 4 4 0 0
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Tabell 4. Evaluering av tre ulike kriterier (“markerer”) for & skille vaksinert fra uvaksinert oppdrettsaks, basert pa kumulative data fra
fem prevetakinger. Til grunn for beregningene er lagt at alle individer som ble valgt ut fra vaksinerte populasjoner, faktisk hadde fatt
sin dose vaksine som forutsatt.

Antall Antall Sensitivitet Positiv Spesifisitet Negativ
vaksinert uvaksinert % prediktiv verdi % prediktiv verdi
(95% k.i.) (PPV) (95% k. i.) (NPV)
% %
(95% k. i.) (95% k. i.)
Sammenvoksning + 338 0 93,9 100(-) 100(-) 83,9
Sammenvoksning - 22 115 (91,7-96,0) (80,6-87,2)
Pigment bukvegg + 255 38 70,8 87,0 67,0 42,3
Pigment bukvegg - 105 77 (66,8-74,9) (84,0-90,1) (62,7-71,2) (37,9-46,8)
Pigment innvoller + 333 54 92,5 86,1 53,0 69,3
Pigment innvoller - 27 61 (90,1-94,9) (82,9-89,2) (48,6-57,5) (65,2-73,5)

Tabell 5. Evaluering av tre ulike kriterier (“markerer”) for & skille vaksinert havbeitelaks fra placebo-injisert havbeijtelaks, basert pa ku-
mulative data fra tre prevetakinger. Til grunn for beregningene er lagt at alle individer som ble valgt ut fra vaksinerte populasjoner,
faktisk hadde fatt sin dose vaksine som forutsatt.

Antall Antall Sensitivitet Positiv Spesifisitet Negativ
vaksinert uvaksinert % prediktiv verdi % prediktiv verdi
(95% k.i.) (PPV) (95% k. i.) (NPV)
% %

(95% k. i.) (95% k. i.)

Sammenvoksning + 171 6 90,5 96,6 75 50,0
Sammenvoksning - 18 18 (86,5-94,4) (94,2-99,0) (69,3-80,8) (43,3-56,7)

Pigment bukvegg + 29 1 15,3 96,7 95,8 12,6
Pigment bukvegg - 160 23 (10,5-20,2) (94,3-99,1) (93,2-98,5) (8,1-17,0)

Pigment innvoller + 86 1 45,5 98,9 95,8 18,3
Pigment innvoller - 103 23 (38,8-52,2) (97,4-100) (93,2-98,5) (13,1-23,4)

| de hypotetiske eksemplene pa bruk av markerer med karakte-
ristika slik som observert under vare prevetakinger pa situasjoner
med henholdsvis lav og hey andel vaksinert fisk i testmaterialet
(tabell 6), kommer det fram at markeren “sammenvoksning”
gir en svaert lav andel vaksinert fisk blant de test-negative hvis
det er moderat andel vaksinert fisk i utgangsmaterialet. Er det

ekstremt mye vaksinert fisk i materialet, kan imidlertid opp mot
1/3 av de negative fiskene vaere feilklassifisert. Markaren “pig-
mentering pa innvollsorganer” gir ogsa liten feilprosent blant de
test-negative hvis andelen vaksinert fisk er lav, men sveert hay
feilprosent hvis andelen vaksinert fisk er hay.

organer) i denne studien (jfr. tabell 4 og 5).

Tabell 6. Eksempler pa bruk av markarer med ulik sensitivitet og spesifisitet for & skille vaksinert fra uvaksinert laks i forskjellige situa-
sjoner. Situasjoner med henholdsvis lav andel vaksinert laks (Eksempel 1 og 2) og hay andel vaksinert laks (Eksempel 3 og 4} er si-
mulert basert pa verdier av sensitivitet og spesifisitet observert for to av markerene (S=sammenvoksning, P=pigmentering pa innvolls-

Antall Antall Se Sp PPV NPV Antall Antall
vaksinert uvaksinert % % % % test- vaksinert
fisk fisk negativ fisk blant de
fisk test-negative
Eksempel 1 (marker S) 10 90 93,9 100 100 99,3 91 1
Eksempel 2 (marker P) 10 90 45,5 95,8 56 a5 91 5
Eksempel 3 (markar S) 90 10 93,9 100 100 64,6 15 5
Eksempel 4 (markar P) 90 10 45,5 95,8 100 17 59 49
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5 Diskusjon

De store forskjellene som er observert mellom de vaksinerte og
uvaksinerte gruppene i denne studien med hensyn pa sammen-
voksninger (adheranser) og pigmentering i bukhulen, gir et klart
indisium for at disse markerene er forarsaket av injeksjon av
vaksineoppl@sning i bukhulen. | s& mate samsvarer de forelig-
gende resultater med tilgjengelig kunnskap om den lokalirrite-
rende virkningen av adjuvansholdige vaksiner (Midtlyng 1992),
og med resultater oppnadd i kliniske vaksinasjonsstudier
(Midtlyng 1993).

Omfanget av slike sammenvoksninger varierte i sterkeste fall
som adheranser i hele bukhulens lengde til, i sin mest beskjedne
observerbarhet, et fatall spindelvevslignende trader. Beliggen-
heten av slike adheranser kunne lokaliseres til alle deler av buk-
hulen hos vaksinert fisk, men var vanligst a finne i bukhulerom-
met foran bukfinnene og helst i nedre halvdel av bukhulen. At
adheranser ogsa ble observert hos en fjerdedel av de individer
som hadde fatt fysiologisk saltvann injisert i bukhulen, tolkes
som en indikasjon pa at selv lite irriterende substanser i visse til-
feller kan gi synlige merker.

Resultatet etter obduksjon av havbeitefisken, hvor testeren var
ukjent med fiskens bakgrunn med hensyn pd vaksinering eller
ikke, bekrefter at markaren "abdominal sammenvoksning” har
hay observerbarhet. | denne testsituasjonen fant observateren
adheranser hos en andel av fisken som ikke var signifikant for-
skjellig fra den hos vaksinert oppdrettsfisk hvor observateren var
kjent med fiskens vaksinebakgrunn (oppdrettgruppene a-d tes-
tet mot havbeitegruppene a-b; X% =2,1. df=1, p>0,05).

Resultatene fra vare prevetakinger indikerer at markaren “sam-
menvoksning” gir klart minst feilprosent blant test-negativ (ikke-
vaksinert) fisk, og at den derfor peker seg ut som den beste. De
hypotetiske eksemplene viser at den gir svaert gode resultater
selv anvendt pé et ekstremt forkjellig materiale, en egenskap
som er ganske unik. Regneeksemplene (tabell 6) viser ogsé at
en marker med endel lavere spesifisitet og moderat sensitivitet
kan brukes hvis andelen vaksinert fisk i testmaterialet er lav, men
at resultatene er svaert darige | motsatt situasjon. Som konklu-
sjon kan vi sla fast at dersom man til eksempel vil unnga & legge
inn rogn av vaksinert fisk i klekkerier, vil valget av denne marka-
ren vaere et meget godt diagnostisk kriterium.

Sammenvoksninger i bukhulen er ikke kjent & vaere naturlig fore-
kommende hos villaks og ble heller ikke observert hos uvaksinert
laks i denne undersgkelsen. Nar det meste av laksen i det kom-
mersielle oppdrettet idag blir stikkvaksinert med oljebaserte vaksi-
ner (Norsk Fiskeoppdrett nr. 3-1994) og utsettinger av vaksinert
fisk til forsterkningstiltak i ville laksebestander er uvanlig, vil pavis-
ning av adheransedannelser i bukhulen hos laks fanget fritt i na-
turen, tilsi en overveiende sannsynlighet for at slike individer er
remt fra kommersiellt oppdrett. En god helsetilstand i det kom-
mersielle oppdrettet, som det er observert etter vaksinering, vil vi-
dere gi et s& lavt smittepress at vaksinering av kultiveringsbestan-
der neppe blir ngdvendig. Potensialet for & anvende markarer fra
vaksinering til identifisering av remt oppdrettslaks styrkes i tillegg
ved at vaksinering av formélstjenlige eller praktiske grunner ikke
har eller vil ha noen anvendelighet i ville bestander av laks.
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Materialet i denne undersekelsen omfatter fisk som har levd inn-
til to somre i sjgen (sj@alder 1+) etter utsetting og gir derfor bare
i begrenset grad informasjon om utviklingen av markgrer hos
flersjgvinter fisk. Materialet fra ett av oppdrettsanleggene var rik-
tignok av to-sjgvinter fisk, men denne fisken var vaksinert pa et
senere livsstadium (etter ett ar i sjgen) enn de andre gruppene
og senere enn det som er vanlig vaksineringsstadium (parrstadi-
et). Et materiale innsamlet fra sjefisket pa Veidholmen i Mare og
Romsdal i juli 1994, viste imidlertid at abdominale adheranser
ogsé forekommer hos oppdrettslaks fritt i naturen som er eldre
enn én sjavinter. | dette materialet, hvor remt oppdrettslaks ble
identifisert ved tre ulike metoder, hadde 13 av de 34 laksene
som ble observert med abdominale adheranser, en sjgalder pa to
ar (2+) (pers. obs.). Skjellanalyse kan riktignok overestimere alde-
ren hos oppdrettsfisk (Lund et al. 1989), men skjellene hos disse
laksene viste sveert velutviklede og normalt avgrensede vinterso-
ner i sjgfasen som kunne identifiseres med rimelig sikkerhet.
Blant individer i dette materialet, foravrig klassifisert som opp-
drettslaks ved skjellanalyse og ytre morfologi, var det ikke fisk el-
dre enn to sjgvintre.

| to av de fem gruppene fisk som var stikkvaksinert pa parrstadi-
et, hadde tilnaermet all fisk adheranser i bukhulen (99-100%).
Den noe lavere frekvensen i de tre andre gruppene (87-95%)
kan tilskrives arsaker som at noen fisk unngar vaksinering eller at
slike dannelser ogsa kan regenerere. Vi kan heller ikke se bort fra
at noen fisk unnslipper spraytekanylen under den maskinelle
vaksineringen av sterre mengder fisk eller at vaksineopplesning-
en ikke blir vellykket injisert i bukhulen, som antydet for en min-
dre andel (8%) av fisken i en av de undersgkte gruppene.

En stikkprave pa et mindre utvalg av sjgsettingsklare smolt (10
fisk) fra et kommersielt anlegg i Trondheimsfjorden i mai 1994
viste at adheranser kan dannes relativt tidlig etter vaksinering
med oljebasert l@sning. Disse var stikkvaksinert med en oljeba-
sert vaksinetype (Biojec 1900) ca. 6 méaneder i forveien og alle
hadde sammenvoksninger mellom innvoller og bukvegg.
Sammenvoksningen mellom innvoller og bukvegg var ogsa hos
denne fisken lett & observere og kunne ses i store deler av buk-
hulen.

Pigmentdannelser pa innvollsorganer og bukvegg ble observert
hos hovedtyngden av den vaksinerte oppdrettsfisken, men fore-
kom i mer begrenset omfang hos vaksinert havbeitefisk. Slike
dannelser hadde arealer opptil en fingernegls starrelse og varier-
te i fargenyanser fra grdmelerte sjateringer til svarte flekker. Det
forhold at pigmentdannelser ogsa forekom pa innvoller og pa
bukveggen hos en vesentlig andel av uvaksinert fisk, og oftere
enn hos vaksinert havbeitefisk, tilsier at denne markeren vil gi
endel falskt positive identifikasjoner. | dette materialet ga en sek-
toriell lokalisering av pigmentdannelser til ulike deler av bukhu-
len eller til de ulike innvollsorganer heller ikke spesifikke forskjel-
ler mellom vaksinert og uvaksinert fisk. Det kan imidlertid ikke
utelukkes at videre studier av slike dannelser basert pa arealmes-
sig dekningsgrad eller pigmentenes fargegrad kan gi synligere
forskjeller mellom de ulike grupper fisk. Pigmenter hos vaksinert
oppdrettslaks syntes spesielt @ ha en overveiende merkere farge
enn de mer grdmelerte sjateringene som forekom hos uvaksinert
fisk.
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Praktisk erfaring fra denne undersgkelsen viste at observasjons-
muligheten ble betydelig redusert for bade pigmentdannelser og
sammenvoksninger i fiskens bukhule dersom hjerteposen eller
en av hovedpulsdrene framme i bukhulen ble punktert nar fiske-
buken ble skjeert dpen. Starre deler av bukhulen ble i slike tilfel-
ler tilsglt av blod som kunne vanskeliggjere observasjonen. For &
unnga dette vil buksnittingen kunne utferes langt mer kontrol-
lert ved hjelp av saks enn med kniv. Det er ellers av betydning at
bukveggen spiles forsiktig ut etter snitting av fiskebuken, for &
unnga & slite av adheranser der disse er | fatall og av vever karak-
ter. Ved undersgkelse av fisk som har veert frosset, er det viktig
at disse er godt opptint far den undersgkes. | denne undersgkel-
sen var det foravrig ikke signifikant forskjell mellom andelen fisk
med adheranser i bukhulen hos vaksinert havbeitefisk som ble
undersgkt som ferskt avlivet, og fisk som ble undersgkt etter fry-
sing og opptining (havbeitegruppe a testet mot havbeitegruppe
b; X% =1,0, df=1, p>0,05). Dette forteller at identifisering av vak-
sinert fisk ved adheransedannelser kan utferes med suksess pa
fisk som har veert frosset.

Resultatene i denne undersgkelsen viser at visulle markarer ved
stikkvaksinering av fisk i det kommersielle oppdrettet kan ha et
stort potensiale til & identifisere remt oppdrettslaks pa en enkel
mate. | praktisk anvendelse vil dette kunne gi hurtigere og mer
presise estimater av mengden remt oppdrettslaks i fiskerier og
bestander, noe som vil forbedre grunnlaget for forvaltning av vil-
laks. Disse effektene kan ogsa veere nyttige markerer i vitenska-
pelige undersekelser og ellers ha stor nytteverdi ved kontroll av
avisfisk til kultivering der fisken idag vanligvis identifiseres etter-
skuddsvis ved tidkrevende skjellanalyser. | storskala undersgkel-
ser, som for eksempel overvaking av laksebestandene, vil marka-
ren neppe kunne erstatte skjellanalyse av et materiale som er
innsamlet av et stort antall kontrollgrer, men vaere et verdifullt
substitutt. | andre sammenhenger vil den alene kunne vaere en
tilstrekkelig identifiseringsmetode.

Anvendelse av markeren til estimering av andelen remt opp-
drettslaks i fiskerier kan sekundzert ogsa ha et potensiale til &
kontrollere beregninger av mengden utsatt smolt i det kommer-
sielle oppdrettet. Solgt dosemengde av vaksineopplesning an-
vendes som grunnlag til & beregne mengden utsatt smolt i norsk
lakseoppdrett. Slike estimater tar utgangspunkt i at tilnaermet all
utsatt laks i det kommersielle oppdrettet er blitt vaksinert.
Dersom estimater av andelen remt oppdrettslaks i fiskerier er
heyere ved bruk av identifiseringsmetoder som f.eks. ytre morfo-
logiske karakterer eller skjellanalyse, vil tilsi at det anvendes
uvaksinert laks i oppdrettet og at beregningene av mengden ut-
satt smolt kan vaere underestimert. En slik vurdering forutsetter
at de vaksinetyper som er i bruk, gir markerer med hayt identifi-
seringspotensial p& nivé som denne undersakelsen viser.

Effekten av de oljebaserte vaksinetypene ved reduserte sykdoms-
tap er sa betydelig i det kommersielle oppdrettet at anvendelsen
i fremtiden antas & veere utstrakt. Vaksineringsproduktene er
imidlertid stadig under utvikling. Det er derfor ikke for gitt & for-
utsi hvor lenge de vaksiner som gir de observerbare identifise-
ringsmarkarer vil veere dominerende i markedet. Det er imidlertid
grunn til & anta at den posisjon dagens vaksinetyper innehar, vil
vedvare. De to vaksinene som er brukt i det foreliggende studiet
har veert markedsledende vaksineprodukter til oppdrettslaks

bade i 1994 og ferste halvdr av 1995 (Midtlyng, upubliserte
data). Sa& vidt man kjenner til, er vaksiner uten slike sammen-
voksninger heller ikke under utvikling fra vaksineindustriens side
pa det ndvaerende tidspunkt. Utsikten for de kommende ar tilsier
at det meste av laksen i kommersielt oppdrett i Norge vil bli vak-
sinert. De markerer som gis ved vaksineringen, gir et stort poten-
siale til 4 identifisere fisk som remmer fra oppdrettet.
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