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Sammendrag

Melaninflekker i laksefileten er et stort kvalitetsproblem hos norsk oppdrettslaks. De
brune pigmentflekkene i fileten forarsakes av et pigment, kalt melanin, som gjgr at fileten
blir nedklassifisert. Arlig taper norsk oppdrettsnaering rundt 1 milliard norske kroner
som fglge av darlig kvalitet pa fileten. Arsaken til melaninflekker har lenge vert ukjent.
Tidligere fikk vaksiner mye av skylden, men nyere forskning viser at virus ser ut til a veere
viktig del av drsaken. Fisk som har melaninflekker i laksefileten har et normalt utseende
og er umulig & skille fra fisk uten melaninflekker. Utvikling av en testmetode som kan
skille fisk med melaninflekk fra fisk uten melaninflekk i laksefileten, uten a ta livet av

fisken, vil derfor veere ettertraktet hos oppdrettsnaeringen.

I oppgaven ble oppdrettslaks fra Lergy sitt slakteri pa Skjervgy undersgkt for
melaninflekker i laksefileten. Forsgket gikk over seks prgveuttak fra oktober til desember
2015 og totalt 135 fisk ble undersgkt for melaninflekker. Av disse hadde 36 fisk
melaninflekker i laksefileten. Disse flekkene ble undersgkt histologisk, ved Real-Time

kvantitativ PCR og blodkjemiske analyser av serum.

Resultatene fra disse undersgkelsene viste hgyere forekomst av melaninflekker i vart
forsgk sammenlignet Lergy sine registreringer. De histologiske undersgkelsene av
melaninflekkene viste ingen forskjell i nekrotiske muskelceller, betennelse og
betennelsesceller eller melaninholdige celler mellom smad og store melaninflekker.
Samtidig viste de histologiske undersgkelsene mindre betennelse og betennelsesceller i
melaninflekken sammenlignet med bade nekrotiske muskelceller og melaninholdige
celler. Virus ble identifisert i melaninflekker, men det var ingen forskjell i virusmengden
mellom melaninflekker, hjerte og muskulatur. Det var heller ingen forskjell i
virusmengden mellom fisk med melaninflekk og fisk uten melaninflekk. Biomarkgrene
som ble brukt for & identifisere melaninflekkene viste ingen signifikant forskjell mellom
fisk med melaninflekker og fisk uten melaninflekker. En interessant resultat var likevel at
det var en gkning i mengden kreatinkinase i serum hos fisk med stor melaninflekk i

laksefileten sammenlignet med fisk uten melaninflekk.
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Innledning

1. Innledning

1.1. Bakgrunn
Aldri har Norge eksportert sjgmat for stgrre verdier enni 2015. Norsk sjgmat eksporterte

i fjor for 74,5 milliarder kroner, noe som ga en gkning i eksporten pa 8% (5,8 milliarder
kroner) fra rekordaret dret fgr [1]. Dette gjgr Norge til verdens nest stgrste eksportland
av sjgmat, kun slatt av Kina. Sjgmaten som ble eksportert i fjor gikk til 143 land, der Polen
var det landet som importerte mest sjgmat til en verdi av 6,9 milliarder norske kroner [2].
Totalt ble det i fjor ble det produsert 1234200 tonn laks (Salmo salar) hvorav 1035000
tonn ble eksportert [1, 3]. Mesteparten av dette blir eksportert som rundlaks som er hel,
fersk laks. Dette kan gi utfordringer til norsk sjgmatneering som har gjennom flere ar
opparbeidet seg et godt rykte pa at norsk sjgmat er et kvalitetsprodukt. Ettersom laksen
(S. salar) blir sendt hel til kjgperen, mister selgeren muligheten til 8 kontrollere kvaliteten
for den sendes. Rundlaks med darlig laksekvalitet kan ha et normalt utseende, noe som
gjor det vanskelig for kjgperen a oppdage fgr laksen (S. salar) blir solgt. I 2010 ble 74%

av all oppdrettslaks produsert i Norge eksportert som rundlaks [4].

Til tross for rekorder i sjgmateksporten taper likevel oppdrettsnaeringen store verdier
som fglge av nedklassifisering av laksefilet. Hvor mye oppdrettsselskapene taper pa dette
er usikkert, men i 2010 ble det estimert et tap pa rundt 500 millioner kroner [5]. Med en
gkende eksport og hgye laksepriser har dette tapet gkt jevnt, og i 2015 ble dette tapet
estimert til & veere rundt 1 milliard norske kroner, hvorav den stgrste arsaken skyldes
brune pigmentflekker i laksefileten [4, 6]. Disse brune flekkene kan veere blodflekker
fisken har padratt seg i merden, bindevev som fglge av gjengrodde sar eller pigmentering
av melanin. Melaninflekker har siden 2012 gkt betraktelig. De forekommer over hele
laksefileten, men hyppigheten og stgrrelsen ser ut til a variere. Melaninflekker med
lengde under 3 cm er mest observert, oftest i bukhulen bak bukhinnen. Melaninflekker
med lengde over 3 cm oppstar, i hovedsak, i hvit muskel i loins over laterallinjen, men
ikke like hyppig som melaninflekker med lengde under 3 cm [5]. Forekomsten av melanin
ser ut til & variere noe avhengig av hvor i landet oppdrettslaksen (S. salar) blir produsert.
Forekomsten av melanin har blitt registrert av Nofima siden 2011. I 2011 var

forekomsten av melanin i laks pa 13% pa landsbasis. Siden har forekomsten gkt jevnlig



Innledning

frem til 2015 hvor forekomsten 1a pa 19%. Oppdrettslaks i Sgr- og Vest-Norge (22%) har
stgrre forekomst av melaninflekker enn Midt-Norge (15%) og Nord-Norge (12%) [4, 5].

Lergy Aurora AS er et datterselskap i Lergy Seafoods Group ASA. Dette selskapet har 350
ansatte og har sitt hovedkontor i Tromsg. Selskapet har totalt 26 konsesjoner, et eget
slakteri pa Skjervgy og et eget smoltanlegg i Lebesby kommune i Finnmark.
Matfiskanleggene i Troms ligger i kommunene Tromsg, Karlsgy, Lyngen, Kafjord og
Skjervgy. I tillegg har Lergy Aurora matfiskanlegg i S@gr-Varanger kommune i Finnmark
[Pers. med. Eirik Monsen]. Siden lanseringen i 2007 har Lergy Aurora produserer laks
som gar under merkenavnet Aurora Salmon. Dette er laks som er spesialisert for
sushimarkedet i Japan. Laksen er kjent for a ha et hgyt fettinnhold, mgrk oransjefarget
filet med tydelige fettstriper [7]. Melaninflekker i laksefileten kan derfor fa store

konsekvenser for Lergys salg av oppdrettslaks til Japan.
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2. Introduksjon

2.1. Om melanin
De fgrste beskrivelsene av brune pigmentflekker i laksefileten ble gjort for mer enn 20 ar

siden, men det var ikke fgr et rgkeri i 2003 begynte a fgre statistikk at forekomsten av de
brune flekkene ble grundigere beskrevet. De brune flekkene i laksefileten var et stort
problem for rgkeriindustrien siden flekkene forsvant ikke gjennom rgkingsprosessen,
men ble desto mer synlige [4]. Disse brune flekkene i laksefileten som rgkeriindustrien
sliter med fordrsakes av et mgrkebrunt pigment kalt melanin (eumelanin) [5]. Hos
vertebrater som pattedyr og fugler er det i hovedsak melanin som blir produsert av
pigmentcellene. I fisk er det beskrevet seks forskjellige chromatoforer, pigmentcelletyper.
Disse chromatoforene blir kalt melanoforer, xantoforer, erythroforer, iridiforer,
leucoforer og cyanoforer som gir fisken hver sin karakteristiske farge [8]. | denne
oppgaven blir det fokusert pa melaninoforene som er pigmentcelletypen som produserer
det brunaktige, svarte pigmentet melanin. Dette pigmentet finnes naturlig i de fleste
planter og dyr hvor det fungerer som antioksidanter, immunceller, og beskytter mot
skadelig UV-straling. I vertebrater finnes det tre forskjellige typer melanin. Disse typene

er eumelanin, pheomelanin og neuromelanin.

2.1.1. Oppbygging av melanin

Det finnes tre forskjellige typer melanin. Disse typene er eumelanin, pheomelanin og
neuromelani. Eumelanin skiller seg fra pheomelanin med & veere et brunaktig-svart
pigment sammenlignet med pheomelaninsom er et mer rgdaktig, brunt pigment. Hos
hgyerestaende vertebrater finnes alle tre melanintypene, men sa langt er kun eumelanin
som er blitt beskrevet hos teleoster [8]. Bide pheomelanin og eumelanin blir syntetisert
gjennom en syntetiseringsprosess, kalt melanogenesen (figur 1), hvor phenylalanin blir
hydrolysert til tyrosin og videre til DOPAquinoner ved hjelp av enzymet tyrosinase. Her
skilles derimot syntetiseringsprosessen av pheomelanon og eumelanin der tyrosinase
syntetiserer DOPAquinoner til dihydroxyphenulalanin (DOPA) som videre blir
eumelanin, mens cystein syntetiserer DOPAquinoner til 5-S-cysteinyldopa eller 2-S-
cysteinyldopa som senere blir pheomelanin [9],[10]. I syntetiseringen av eumelanin blir
flere transformasjonsteg involvert som til slutt fgrer til syntetisering av dihydroksyindol

1



Introduksjon

(DHI) og dihydroxyindol- karboksylsyre (DHICA). Strukturen pa dette makromolekylet er
ikke helt kartlagt, der usikkerheten ligger i hvordan DHI og DHICA er bundet til
hverandre. Det har lenge veert trodd at bindingen mellom DHI og DHICA befinner seg i
andre eller fjerde karbonmolekyl pa DHI (Figur 2), men en binding i tredje og syvende
karbonmolekyl er heller ikke usannsynlig. Spesielt binding mellom fjerde og syvende

karbonmolekyl ser ut til & gi molekylet god oksideringsmulighet [11].

Melanosome Tyrosine
TYR -)1

DOPAquinone Cysione

~.

5SCD or 2SCD
DQ
come)
CD-quinones  paomelanin
polymer

o-Quinoneimine

l

1,4-Benzothiazine intermediates

!

Pheomelanin //

Figur 1: Eumelanogenesen og pheomelanogenesen. Skjemaet viser hvordan tyrosin blir syntetisert til
eumelanin og pheomelanin i melanosomene. Figur er hentet fra Kondo & Hearing, 2011 [10].

[ insekter starter syntetiseringen av melanin ved at phenylalanin blir hydrolysert til
aminosyren tyrosin ved hjelp av phenylalanin hydroxylase. Tyrosin blir dannet til DOPA
ved hjelp phenoloxidase (PO) som katalyserer hydrolyseringen. DOPA blir deretter
oksidert og danner DOPAquioner ved hjelp av tyrosinase [12]. Strukturen til
DOPAquionene kan omorganiseres slik at de danner DHI. DHI kan oksideres til
indolequioner, som er en aromatisk heterosyklisk komponent bestdende av to
ketongrupper. Idolequinoner kan tilbakedannes til DHI ved hjelp av Dopachrome
Convention Enzyme (DCE). DHI kan igjen bli polymerisert og danner tilslutt et brunt-svart
heteropolymer, eumelanin [13]. Syntetiseringen av eumelanin hos vertebrater skiller seg
fra insektenes der dopachrome omgjort til DHICA ved hjelp av enzymene dopachrome
tautomerase(DTC) og DHICA oksidase. Dette er en tregere reaksjon enn dannelsen av DHI

i insekter som har enzymet DCE som akselererer reaksjonen [13]. For vertebratene sin

2
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del er DTC et viktig enzym i den forstand at den reduserer mengden oksidative

mellomprodukter som potensielt kunne skadet verten [14].

0
O N—(CooH)
0 N
H
HO
‘ N—(CooH)
HO N
H
O | Ny (COOH)
N
H

OH

Figur 2: Kjemisk fremstilling av eumelanin. Polymerkjeden til eumelanin hvor dihydroxyindol (DHI) og
dihydroxyindol-karboksylsyre (DHICA) er koblet sammen. Hentet fra Wikipedia 17.2.2016

2.1.2. Melaninproduserende celler
Pigmentcellene som produserer melanin blir omtalt som melanocytter. Hos mennesker

befinner disse cellene seg i nedre del av epidermis i huden. Melanocyttene har
melanosomer som produserer melanin. Disse melanosomene som transporteres ut av
melanocyttene og over i keratinocytter i epidermis [15]. Melanocyttene dannes i neural
crest i ektoderm hvor de utvikles fgrst som umodne melanocytter kalt melanoblaster.
Disse melanobastene migrerer til mukgs og hud hvor de modnes og blir til melanocytter
[16]. Melanosomene i melanocyttene utvikler seg gjennom fire steg. I det fgrste steget
som omtalt som forstadiet til melanosomene (premelanosomer) blir de umodne
melanosomene transportert gjennom vesikler fra endoplasmatiske reticulum (ER) til
trans-Golgi-apparatet. [ trans-Golgi-apparatet blir strukturen til melanosomene formet i
det andre steget. [ det tredje steget av utviklingen av melanosomene lages melanin ved at
tyrosinase hydroxylerer tyrosinase til DOPA. Det siste steget er melanosomene fullt

utviklet og klar til & forlate melanocyttene til fordel for keratinocyttene [15].



Introduksjon

Amfibier har melanocytter pd som fungerer pd samme mdte som beskrevet hos
mennesker. [ tillegg til dette har amfibier melaninproduserende celler i milt, nyrer og
lever. Disse cellene inngar i et ekstra pigmentsystem ofte referert til det indre
pigmentsystem. Pigmentcellene som inngar i dette systemet kalles Kupfferceller oppkalt
etter Von Kupffer, som var den fgrste til & beskrive cellene. Dette er celler som kan
fagocytere partikler stgrre en 10pum. Unge Kupffercellene befinner seg i endotelveggen i
hepatiske sinusoider, mens eldre Kupfferceller klynger seg mer sammen.
Melaninpigmentet i Kupffercellene kan gjgre det vanskelig & gjenkjenne cellene og har
blitt forvekslet melanocytter og andre pigmentceller i flere studier [17, 18].
Syntetiseringen av melanin i Kupffercellene skjer ogsa i melanosomer, som befinner seg i
cytoplasma. Pattedyrs Kupfferceller er lokalisert i leveren og har ikke melanosomer i
cytoplasma, noe som gjgr at de ikke kan syntetisere melanin, og dermed skiller seg fra

Kupfferceller til amfibier [17, 18].

Melanocytter finnes ogsa hos fisk. Disse melanocyttene ma ikke forveksles med
Kupfferceller som ikke eksiterer i teleoster [19]. En studie gjort pa Atlantisk torsk (Gadus
morhua) har vist at melanin produsert av melanocyttene forarsaker mgrke striper langs
blodarer i muskulaturen [20]. Atlantisk laks (S. salar) har i tillegg til melanocyttene
spesifikke makrofager, kalt melanomakrofager [21, 22]. Det har vert diskutert om
melanomakrofagene har melaninproduserende egenskaper, eller om de fagocytterer
melanosomer produsert av andre celler [23, 24]. Disse makrofagene befinner seg i
hovedsak i retikuloendoteliale matrix av haemopetisk vev i miltens stroma og i nyrene
[25]. Her kan de befinne seg som frie celler eller samlet i noduleere grupper i naer kontakt
med vaskulere kanaler [26]. De nodulere gruppene i sentre som kan minne om
forlgperen til lymfeknuter [21]. Sentrene har vist seg a gke i volum og utbredelse i eldre
fisk. Til sammenligning med bruskfisker og mer primitive beinfisker har salmonider en
hgyere andel mgrkt pigment, spredt over et stgrre omrade i organene [21]. Analyser av
melanomakrofagene har vist at melanomakrofager inneholder forskjellige typer
pigmenteringer. De forskjellige pigmenteringene er lipofiscin og haemodisin, i tillegg til
melanin. Av disse pigmenteringene er lipofiscin som forekommer mest, etterfulgt av

melanin. Haemosidin er til stede ved spesielle helsetilstander som blant annet
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haemolytisk anemi. Lipofiscin dannes i fisk med hgyt innhold av umettede fettsyrer og et

lavt niva av vitamin E [21, 27].

2.1.3. Funksjonen til melanin
Melanin ser ut til d ha flere forskjellige funksjoner. Ulike teorier om funksjonen har blitt

foreslatt, blant annet at melanin ngytraliserer frie radikaler som dannes ved katabolisme
av fettsyrer fra fagocytose [21]. Andre teorier er beskyttelse mot ultrafiolett (UV)- straling
[15] og at melanin fungerer som en del av det medfgdte immunsystemet [23].
Hovedfunksjonen til melanin hos mennesker har lenge veert diskutert. Diskusjonen
handler om melanin brukes i forsvar mot UV-strdling eller om det er en del av det
medfgdte immunsystem. Studie gjort av Slominski et al. [15] viser til beskyttelse mot
skadelig UV-straling ved a fungere som en antioksidant. Melanin er et komplekst polymer
som har mulighet til & absorbere og ngytralisere frie radikaler som superoksiderte
anioner (027), hydroxylradikaler (¢OH) og singlet oksygen (0*)[28]. I tillegg ngytraliserer
melanin kationer og andre potensielt farlige agens som kommer fra fagocytert celluleert
materiale [21, 28, 29]. Melanomakrofager kan potensielt ta skade av superoksiderende
anioner som den har fagocyttert. For 4 at melanomakrofagen skal unnga a bli skadet av
superoksiderende anioner blir disse anionene dismutert til hydrogenperoksid (H202) og
oksygen (02) av enzymet superoksid dismutase (SOD). Pa denne maten blir
konsentrasjonen av superoksiderende anioner holdt pa et lavt niva i cellen og cellen vil
fungere som en antioksidant for resten av organismen [28]. Scalia et al. demonstrerte i
1990 at melanin reduserer mengden lipidradikaler, som ofte dannes fra flerumettede
fettsyrer. Studien til Scalia et al. viste at pigmentert vev inneholdt mer flerumettede
fettsyrer enn upigmentert vev. Det kan derfor tenkes melanin er et viktig polymer for a

unnga lipidradikaler [30].

For insekter som ikke har det adaptive immunforsvaret som vertebrater har, sa vil
syntetiseringen av melanin vare viktig. Noen av mellomproduktene som blir produsert i
melanogenesen har en cytotoksisk effekt ved at produktene binder kovalent til celluleere
komponenter pad cellemembranen hos bakterier og parasitter [13]. I slekten Drosophila

brukes melanin som en del av det innate immunforsvaret hvor det aktivt dreper bakterier
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og parasitter. I tillegg gjgr dannelsen av melanin i insektene til at andre deler av

immunsystemet blir aktivert og at sar og skader blir leget [5, 31].

Andre studier peker i retning av en immunrespons fra det innate immunforsvaret [23].
Dette argumenteres med at melanosomene i melanocyttene hos pattedyr deler mange av
de antimikrobielle egenskapene som lysosomene har [23]. Melanocyttene i mennesker
fungerer i tillegg som antigen-presenterende celler (APC) som kan fagocytere
mikroorgamismer og fremstille antigener som fungerer som mal for T-celler i det
adaptive immunsystem[23, 32]. Mackintosh argumenterte at melanin brukes som en del
av immunsystemet siden melanomakrofager er frie celler som kan vandre rundt i

organismen, i motsetning til melanocyttene som normalt er faste celler i epidermis [23].

Hvor vidt laks bruker melanin som en del avimmunsystemet har det veert delte meninger
om. Men flere og flere studier tyder pa at melanin har en immunologisk effekt, men trolig

da gjennom melanomakrofager og ikke fritt melanin [5].

2.1.4. Regulering av melanin
Det har lenge veert diskutert hvordan reguleringen av melanin foregar. En studie gjort i

froskearten, Rana esculenta, viste en annerledes biokjemisk syntese av melanin enn den
som foregdr i melanocytter. Syntesen av melanin hos denne frosken tyder pa at det er
enzymet peroxidase som i stgrre grad regulerer syntetiseringen av melanin [21]. I
syntetiseringen av DHICA eumelanin er tyrosinase (Tyr) et viktig enzym og flere studier
gjort pa flere forskjellige arter viser at tyrosinase er det viktigste reguleringsenzymet ved
a regulere bade eumelanin og pheomelanin [10, 12, 20, 33]. Allerede i steg I i utviklingen
av melanosomene er tyrosinase aktivert og innvirker pa melaninsyntetiseringen [15].
Tyrosinase er et kobberenzym som katalyserer hydrolyseringen av tyrosin til DOPA ved
a oksidere DOPAquinoner [12, 13]. Hos atlantisk laks er det tre gener som inngar i det
som betegnes som tyrosinase genfamilien. Disse genene koder for tyrosinase, tyrosinase-
lignende protein-1 (Tyr-1) og Tyrosinase-lignende protein-2, kalt Dopachrome
tautomerase (DTC). DCT har vist seg som en nyttig markgr for melanoblaster, de umodne
melanocyttene [25]. Fylogenetiske undersgkelser har vist at tyrosinase genfamilien har
eksistert i mer enn 450 millioner ar i en felles slektning til bade teleostene og pattedyr
[34]. En sammenligning mellom regnbuegrret og forskjellige teleostarter viste liten

variasjon i tyrosinasemolekylene Tyr-1 og Tyr-2. Forskjellen er minst mellom
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regnbuegrret og artene Japanese rice fish (Oryzias latipes) og zebrafish (Danio rerio) [35].
Den fylogenetiske sammenhengen kan ogsa sees i amfibiske Kupfferceller. Genomet til de
amfibiske Kupffercellene inneholder bade tyrosingener, som koder for tyrosinase hos
pattedyr, og andre tyrosinasegener, som koder for tyrosinase i amfibier. Tyrosingenene i
Kupffercellene som pattedyr ogsa har er ikke aktiverte gener [36]. Til tross for at amfibier
og pattedyr ikke uttrykker samme gener for tyrosinase finner man likevel funnet

inaktiverte gener for amfibisk tyrosinase i Kupffercellene til pattedyr.

Temperatur ser ut til 3 kunne pavirke reguleringen av tyrosinase og DTC [25, 33, 37]. Hos
mennesker har normalt huden lavere temperatur enn kroppstemperaturen.
Temperaturer 3 til 6°C under kroppstemperaturen ser ut til ha negativ effekt i
reguleringen av tyrosinase [37]. Temperaturen ser ut til 8 kunne pavirke reguleringen hos
tyrosinase og dopachome tautomerase ogsa hos fisk. En studie gjort av Larsen et al. ble
laks utsatt for temperaturer pa 10°C, 15°C og 20°C. Studien viste at tyrosinase ikke ble
oppregulert ved 10°C, men ble oppreguler ved 15°C og 20°C [33]. Tyrosinase-
reguleringen blir ikke bare pavirket av temperatur. Studie gjort av Cooper og Midling viste
at tyrosinaseaktiviteten i hvit muskulatur hos torsk gkte ved tilsetning av kobber i foret

[20].

2.2. Mulige arsaker til melanindannelse i laksefilet
Ulike teorier om hva som forarsaker melanin i fileten er blitt foreslatt. En teori er stress,

som har vist seg a gi laks et mgrkere utseende enn laks ikke var utsatt for stress [5, 29].
En annen teori, som har vist 8 gi melaninavleiringer i bukhulen, er vaksiner [38]. En tredje
teori er ulike virus, som har vist seg a tiltrekke seg melaninholdige celler i hjerte og
muskulatur[39, 40]. Siden 2003 har antall utbrudd av fiskesykdommen HSMB gkt [3, 5].
Omtrent pa samme tid skjedde det i tillegg store forandringer i innholdet i foret hvor mer
rapsolje ble tilsatt. Det har dermed vaert spekulert om endringene i forkomponentene kan
ha hatt en negativ innvirkning pa melaninforekomsten [5]. Andre faktorer som kan ha

hatt innvirkning pa melaninforekomsten er temperatur, vannkvalitet og klemskader [5].
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2.2.1. Vaksinepavirkning
Norge stiller strenge krav til at all oppdrettslaks skal veere vaksinert med en

multikomponent-vaksine fgr fisken blir overfgrt til sjgvann. Vaksinen blir gitt til fisken,
vanligvis i form av en stikkvaksine, for a bekjempe bakterielle og virale sykdommer som
gkte i omfang [41]. Til tross for at vaksiner gir mange fordeler, blant annet med redusert
antall sykdomsutbrudd og redusert bruk av antibiotika, har vaksiner ogsa noen negative
bieffekter. En av bieffektene er redusert appetitt hos fisken, noe som igjen vil ga utover
veksten [42]. En annen bieffekt sammenvoksinger og melanindeponering i indre
organer[38, 42-44]. Det har lenge veert spekulert i om vaksiner er drsaken til
melaninflekker i laksefilet og flere studier er gjort pa omradet. | kommersielle vaksiner
brukes det adjuvanser for a skape en deponeringseffekt og dermed gke varigheten pa
vaksinen. Den vanligste adjuvansen som brukes kommersielt bestar av mineralolje [45].
Ved bruk av en oljebasert adjuvans oppstar en immunreaksjon som tiltrekker
melanomakrofager som danner synlige svarte prikker i bukhinnen. Bukhinnen fjernes
normalt fra fileten ved slaktelinjen og svarte prikker i bukhinnen vil derfor ikke veere et
stort problem for laksekvaliteten [44, 46]. Et feilstikk av vaksinen har vist seg a ha
negative konsekvenser for laksefileten ved gkt melanindeponering i bade muskulatur og
indre organer[5]. Svakheten med denne teorien er at den forklarer ikke hvorfor
uvaksinerte fisk ogsa far melanin [38, 43, 47]. Melaninflekkene forekommer i stgrre grad
hos voksen fisk sammenlignet med mindre fisk. Dette betyr at brune pigmentflekker like

gjerne kan oppsta senere i laksens livssyklus [5].

2.2.2. Piscine orthoreovirus (PRV)
Piscine orthoreovirus (PRV) er fgrst og fremst kjent som agens til fiskesykdommen

Hjerte-skjelett-muskel betennelse (HSMB). Denne sykdommen var ukjent langs
norskekysten frem til 1999, da det fgrst ble rapportert inn forgket dgdelighet [48].
Utbruddene har gkt jevnt frem tili 2015 da den hadde en forelgpig topp pa 135 registrerte
utbrudd fra Rogaland i sgr til Vest-Finnmark i nord [3]. PRV er et virus i familien
Reoviridae (taksonomi; 2007.138V.04) og bestar av i alt 10 dobbelt-tradige RNA-
segmenter [49-51]. Fylogenetisk inneholder denne familien flere virus som gar pa fugl,
pattedyr og reptiler, noe som betyr at PRV er en fylogenetisk avgreining fra de terrestriske
virusene [51]. Viruset, som har erytrocyttene som sitt primarmal, finnes normalt ved

lave mengder ogsa i frisk laks [52, 53]. Det betyr at viruset ngdvendigvis ikke er infeksigs.
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Deteksjon av viruset blir gjort ved real time kvantitativ PCR -analyser av hjertet og
erytrocytter [52]. Kliniske utbrudd oppstar mellom 5 og 9 maneder etter at fisken er blitt
overfgrt til sjgen [48, 50]. Fisk med unormal svgmmeadferd synes & veere mgrkere i
skinnet og ha mindre svgmmeaktivitet. @kt dgdelighet kan forekomme, hvor 20% forgket
dgdelighet har blitt registrert [54]. Andre ytre Kkliniske tegn pa HSMB ved merdekanten
er redusert foropptak og unormal svgmmeadferd [50]. Indre kliniske forandringer pa
organene er et blekt hjerte, ascites-dannelse i bukhulen, petechier i fettvevet rundt
blindsekkene. Leveren kan synes a vaere blekt eller gulaktig med et fibrinlag pa overflaten
[54]. Det er observert oppsvulmet milt, men dette forekommer ikke i like stor grad som
de andre symptomene. Ved histologiske undersgkelser er det i hovedsak hjertet,
muskulatur og pankreas som blir undersgkt for fiskesykdommen. Dette fordi disse
organene blir affisert i ulik grad ved fiskesykdommene HSMB, Kardiomyopatisyndrom
(CMS) og Pancreas Disease (PD). Rgd muskel viser myocytisk degenerering og
inflammasjonsceller [55]. I hjertet er bade kompakt og spongigst myocardium infisert,
hovedsakelig med bade neutrofiler og makrofager ved lesjoner spredt gjennom hele

myocardium og danner panmyocarditt [48].

En studie gjort av Bjgrgen et al. i 2015 viste at PRV har stor innvirkning om Atlantisk laks
(S. salar) utvikler melaninflekker eller ikke [39]. Studien paviste PRV-antigener i

melanomakrofager i omrader med melaninflekker i laksefileten.

2.2.3. Salmonid alfavirus (SAV)
Salmonid alfavirus (SAV) er agens for fiskesykdommen Pancreas Disease (PD). Den ble

fgrst oppdageti Skottland i 1976, fgr den senere ble oppdageti Irland, Norge og Frankrike.
Viruset tilhgrer slekten alfavirus i familien Togaviridae. Til nd er det registrert seks
subtyper av viruset der SAV 2 og SAV 3 er de som fordrsaker sykdom i Norge [50].12015
ble det registrert 137 tilfeller av sykdommen langs norskekysten [3]. Sykdommen er
listefgrt (Liste 3) som betyr at utbrudd av sykdommen skal innrapporteres til
myndighetene [3]. De fgrste kliniske tegnene pa sykdommen er at fisken mister
appetitten. Andre kliniske tegn er tap av vekt, gkt mortalitet, slapphet og endret
svgmmeadferd [50].
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Histologiske forandringer skjer fgrst og fremst i pankreas, hjerte og skjelettmuskulatur. I
pankreas oppstar det en akutt fase der de fgrste lesjonene affiserer acinarcellene med
varierende grad av inflammasjon[56]. Den endokrine delen av pankreas blir ikke affisert
av sykdommen. [ hjertet oppstar en alvorlig degenerasjon med multifokal

cardiomyocytisk nekrose i bade spongigst og kompakt del av ventrikkelen[50, 56].

I skjelettmuskulatur blir bade rgd og hvit muskel affisert[56]. Skaden karakteriseres
giennom en hyalin degenerasjon av myofibre med oppsvulmet og fragmentert
sarcoplasma. Hvit muskulatur er vanligvis ikke like affisert som rgd muskel, men begge

viser migrasjon av nukleus inn mot sentrum av fibrene [50].

2.2.4. Piscnine Myokarditt virus (PMCV)
Piscine Myocarditt virus (PMCV) er agens for fiskesykdommen Kardiomyopatisyndrom

(CMS). Sykdommen hadde 105 utbrudd i 2015, spredt fra Sogn og Fjordane (13 tilfeller)
til Finnmark (14 tilfeller) i nord [3]. Viruset ble fgrst beskreveti 2010 og tilhgrer familien
Togoviridae [57]. Sykdommen utvikles som en kronisk betennelse over flere maneder
med gkt dgdelighet mellom 12 og 18 maneder etter sjgutsett [50, 58] Senere
registreringer gjort av Veterineerinstituttet har vist en gkt forekomst av fisk mellom 200
og 300 gram med diagnosen [3]. Sykdommen affiserer bade atlantisk oppdrettslaks og
villaks, men er ikke diagnostisert hos andre salmonider [50]. Kliniske symptomer er
haemoperikardium forarsaket av mindre eller stgrre rupturer i atrium eller sinus
venosus. Hjertets atrium blir ofte forstgrret som fglge av blodpropp [58]. Ascites, fibrin-

lag pa lever og blgdninger i bukhulen er og vanlige symptomer [50].

Histologisk undersgkelse av atrium affisert av CMS viser lesjoner med pleomorfe nukleus.
Epikarditt forekommer i stor grad med enten fokal, multifokal eller diffus degenerering
av trabekuleer myokardium. En kraftig gkning av lymfocytter og plasmaceller rundt

koronararterien kan og observeres [50].
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CMS skiller seg fra bade PD og HSMB ved a ikke affisere muskulatur i fisk, og derfor trolig
ikke arsak til melaninflekker i laksefileten. Likevel er det observert rikelige mengder
melanin i lesjoner i hjerte hos fisk med pavist CMS [40]. Kvantitativ real-time PCR
undersgkelser av nyre viste kraftig oppregulering av tyrosinase, hvilket tydet pa

melaninproduksjon fra melanomakrofager [40].

2.2.5. Andre potensielle arsaker
En studie utfgrt av Nofima har sett pd andre potensielle faktorer som kan forarsake

melaninflekker i laksefileten. Dette er faktorer som for, stresspavirkning, temperatur,
vannkvalitet og trenging eller klemskader. Siden et rgkeri begynte a registrere
forekomsten av melaninflekker har endringen i férsammensetningen veert stor. [ dag har
vegetabilske oljer erstattet mye av fiskeoljer som ble brukt i stgrre grad fgr [5]. Nofima
viste i sin studie at ved tilsetting av antioksidanter i foret ble forekomsten av melanin
redusert. En interessant bemerkning er at reduksjonen i melaninforekomst var dobbelt
sa stor hos nulldringen som for ettaringen. Forekomsten av melanin gkte derimot ved
tilsetning av kobber i foret. Dette samsvarer med Cooper og Midlings studie pa Atlantisk

torsk (G. morhua) hvor melaninforekomsten langs blodarene gkte [20].

I studien til Nofima ble det i tillegg undersgkt hvilken effekt temperatur har pa
melaninforekomst i laksefileten. Studien utsatte laks pa ulike temperaturer i
ferskvannsfasen fgr laksen ble overfgrt til sjgvann. Fra tidligere er det kjent at temperatur
har en effekt pa tyrosinase-reguleringen hos bade mennesker og fisk [33, 37]. Resultatet
fra studien viste en 30% reduksjon i melaninforekomst hos laks ved 16°C sammenlignet

med laks ved 8°C. Reduksjonen av melaninforekomsten var i hovedsak i organer og filet

[5]-

Lavt oksygenniva ble testet som en annen potensiell drsak til gkt forekomst av melanin.
Ved a holde laks i en tank uten tilfgrsel av nytt sjgvann sank oksygennivaet i tanken ned
til 5 mg/l. To maneder etter at laksen ble tatt ut fra karet ble den undersgkt for
melaninflekker. Resultatene viste en fordobling av melaninflekker hos laks utsatt for

oksygendropp sammenlignet med laks fra kontrollgruppen [5].
11
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Oppdrettslaks gjennomgar rgff behandling gjennom produksjonsfasen. Det har lenge
veert spekulert om dette kan gi laksen skader som igjen fgrer til melaninflekker i
laksefileten. Resultatene fra en studie gjort av Nofima viste at klemskader som gir fisken
langvarige skader kan fgre til melaninflekker i laksefileten. Hvor lang tid det tar fgr

blgdningene utvikler seg til 4 bli melaninflekker er uklart [5].

2.3. Pavisning av melanin
For a opprettholde det gode ryktet norsk oppdrettslaks har opparbeidet seg globalt, har

det blitt et stgrre fokus pa fiskehelse. Slik fiskehelsen praktiseres i dag blir fisk, ved
mistanke om sykdom, avlivet og undersgkt for kliniske symptomer som eventuelt blir
sendt inn for grundigere undersgkelser ved bruk av histologi og PCR. Om disse
undersgkelsene gir positivt utslag for sykdom blir den resterende fisken pa lokaliteten

behandlet for denne sykdommen [41].

2.3.1. Histologiske undersgkelser
Histologiske undersgkelser av melaninflekker viser betennelse med melanomakrofager,

heling og arrdannelse. Heling og arrdannelse er karakteristikker pa en kronisk betennelse
[5]. Den kroniske betennelsene i melaninflekkene viser interstitielle betennelser med gkt
bindevevsdannelse, fibrose, og melanomakrofager i og rundt muskelfibrene. En
interessant observasjon i Nofimas studie er at den kroniske betennelsen, er dominert av
melanomakrofager og fibrocytter. I melaninflekker over 0,5 cm kunne ogsad observeres
enkelttilfeller med granulomer omringet av melanomakrofager. Disse granulomene var
stort sett fraveerende i melaninflekker under 0,5 cm. Granulomatgs betennelse kunne
likevel observeres med fibrocytter og melanomakrofager. Det akutte betennelsesomradet
var dominert av nekrotiske myocytter eosinofile tverrband. Melanomakrofager var stort
sett fraveerende i en akutt betennelse, men det kan likevel observeres makrofag-lignende
celleri betennelsen. Studien konkluderte med at arsaken til melaninflekkene i laksefileten

ma finnes i arsakene som forarsaker muskelskaden[5].

Histologiske observasjoner gjort av Larsen et al. viste ogsa rikelig med melanomakrofager
ved og rundt granulomer i kroniske betennelser [59]. | den samme studien ble det
observert varierende stgrrelser pa vakuoler som var dannet i affisert omrade. Interessant
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observasjon var at store mengder melanomakrofager lagde en barriere mellom vakuolen
og vevet rundt. Immunologiske undersgkelser viste anti-MHC class II aktivitet pa

melanomakrofagenes overflate i omrader med stor infiltrasjon av leukocytter [59].

2.3.3. Biomarkgrer
Per dags dato finnes det lite kunnskap om bruk av biomarkgrer ved behandling av syk

oppdrettslaks (S. salar) [60]. Ved sykdomsbekjempelse hos mennesker er bruken av
biomarkgrer godt etablert [61]. Prinsippet med bruk av biomarkgrer er a registrere
forskjell i konsentrasjon av en bestemt protein eller enzymer i ekstracelluleere veesker
eller serum. Konsentrasjonen av spesifikke enzymer vil holde seg pa et konstant niva i
ekstracelluleere vaesker og serum ved intakte cellemembraner. En gkning av spesifikke
enzymer kan dermed tyde pa skade pa cellemembranen [62]. Hvor lang tid det tar fgr
enzymer slippes ut i serum er avhengig av molekylstgrrelse og hvor molekylet er
lokalisert. Et stgrre molekyl vil bruke lengre tid pa a slippes gjennom cellemembranen og
ut i serum, mens et molekyl i cytoplasma vil bruke kortere tid pa @ havne i serum enn
strukturproteiner [63]. Dette kan vare avgjgrende pa om et molekyl er en god markgr
eller ikke. For at molekyler skal fungere som gode biomarkgrer er det viktig at molekylene
har en hgy spesifitet, der det finnes rikelig med molekylet i et organ, men vil veere
fraveerende i andre organer. Andre egenskaper en biomarkgr bgr ha er a vaere vanskelig
a male ved fraveer av sykdom, lang halveringstid i blod for a lettere stille diagnose og

ngyaktige og kostnadseffektive analyser [63].

Utvikling av et system som benytter biomarkgrer vil veere nyttig for akvakulturindustrien
pa den maten at ulike sykdomsforlgp blir oppdaget i en tidligere fase. Dette gjgr at
forebyggende tiltak kan iverksettes ved et tidligere og mer optimalt tidspunkt [60, 63].

2.34.1.  Laktat dehydrogenase (LDH)
Laktat dehydrogenase (LDH) er et enzym som finnes i planter, diverse mikroorganismer,

invertebrater og vertebrater[64]. Det er et viktig enzym i glykolysen der LDH katalyserer
NADH og pyruvat til laktat og NAD* vist i ligning 1. Denne prosessen er et viktig steg i

metabolismen ved at prosessen lar organismen overkomme perioder med lite oksygen
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ved a akkumulere laktat. Nar oksygen blir tilgjengelig igjen blir laktat omdannet tilbake

til pyruvat igjen og transporters videre inn i sitronsyresyklusen [65].

NAD* + Laktat & NADH + Pyruvat (ligning 1)

LDH har lenge veert etablert som som biomarkgrer i humanmedisin, men trenden er at
sykehus i bdde USA og Europa i mindre grad benytter LDH som biomarkgr. Arsaken til det
er at LDH er mindre spesifikk for deteksjon av hjertesykdommer enn nye og bedre
biomarkgrer [61]. Ved en hjerteskade kan gkt mengde LDH i plasma fgrst registreres
mellom 8 og 12 timer etter at skaden har oppstatt. Mengden LDH gker i plasma frem til 2
til 3 dggn etter skade hvor den har sin topp. Deretter synker mengden LDH, men nar ikke

sitt normale utgangsniva fgr mellom 7 og 10 dggn etter at skaden oppsto [63].

Flere ulike studier er gjort for & undersgke om LDH er en god biomarkgr i fisk. I Niltilapia
(Oreochromis niloticus) som ble utsatt for oksidative stressresponser gjennom kadmium-
pavirkning sank LDH-verdiene [66]. ] en annen tilapiaart (Oreochromis mossambicus) ble
reguleringen av LDH undersgk under pavirkning av salinitetsforandringer. Resultatet fra
studien viste at en spesifikk LDH-isoform, LDH1, blir mer uttrykt enn de andre isoformene
[67]. I en studie gjort av Gosz et al. pa baltisk piggvar (Scopthalmus maximus) ble LDH
brukt som biomarkgr ved pavirkning av bunnsmgringsmiddelet tributylin. Studien viste
gkt LDH i piggvarens szedceller hos fisk utsatt for tributylin sammenlignet med
kontrollgruppene [68]. Tributylin ble undersgkt for pavirkning pa skjelettmuskulatur hos
sild (Clupea harengus). Studien viste at tributylin inhiberer LDH aktiviteten i
skjelettmuskulaturen [69]. Atlantisk laks (S. salar) har og blitt brukt som forsgksdyr ved
pavirkning av tributylin. Resultatet fra studien viste at tributylin gkte aktiviteten av LDH.
@kningen ga imidlertid ikke signifikant forskjell mellom testgruppen og kontrollgruppen
[70]. LDH har ogsa blitt kartlagt som biomarkgr hos Rgd lgvefisk (Pterois volitans) uten
pavirkning av ytre faktorer. Her viste resultatene moderate til hgye verdier av LDH i
muskel og hjerte sammenlignet med andre organer [71]. [ en studie gjort av Vieira et al.
ble LDH brukt som en av biomarkgrene for & se om kobber og kvikksglv kunne pavirke
svemmeadferden til Leirkutling (Pomatoschistus microps). Studien viste at ved lave
konsentrasjoner av kobber og kvikksglv ble enzymaktiviteten til LDH redusert. Ved

moderat konsentrasjon av kobber og kvikksglv var det ingen signifikant forskjell, mens
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ved hgy konsentrasjon ble det mal signifikant gkning i LDH [72]. I studier gjort av Osman
et al. pd afrikansk malle (Clarias gariepinus) ble LDH brukt som biomarkegr ved
vannforurensning og ved pavirkning av blynitrat. Resultatene fra studiene viste en
signifikant gkning i LDH-aktivitet i lever og muskel hos malle ved gkt vannforurensning.

Ved pavirkning av blynitrat var det en signifikant senkning i LDH-aktivitet [73, 74]

I salmonide arter har LDH blitt testet som biomarkgr mot en rekke pavirkninger.
Regnbuegrret (0. mykiss) som ble utsatt for karbamazipin (CBZ) viste signifikant hgyere
LDH verdier i plasma enn kontrollgruppene [75]. En forstudie gjort av Banaee etal.i 2010
pa Regnbuegrret (0. mykiss) viste at tilsetning av Silymarin hadde ingen stgrre
pavirkning pa LDH- reguleringen. Silymarin sad ut til a stabilisere cellemembranen og

regulerte LDH nivaene ved tilsetning av 400mg i 1 kg for [76].

Resultatene fra Yousaf og Powells studie fra 2012 viste en signifikant gkning av LDH i
atlantisk laks (S. salar) med HSMB, i motsetning til laks med CMS hvor det var ingen
signifikant gkning av LDH [77]. Siden fiskesykdommen HSMB forarsaker skade i
muskulatur og hjerte, i tillegg til at melaninflekker forarsakes av PRV, vil det vare
interessant d undersgke om LDH fungerer som en biomarkgr for identifisering av melanin

i laksefilet [39, 40, 50].

2.3.4.2.  Kreatinkinase (CK)
Kreatinkinase (CK) er et enzym som katalyserer en fosforylgruppe fra fosfokreatin (PCr)

til adenosindifosfat (ADP) og danner kreatin og energimolekylet adenosintrifosfat (ATP)
vistiligning 2 [78].

PCr2- + MgADP- + H- = MgATP? + Cr (ligning 2)

Denne prosessen skjer igjennom CK/PCr systemet som har tre forskjellige fysiologiske
funksjoner, som en midlertidig energibuffer, en intracelluleert transportsystem og en
metabolsk regulator [79]. CK finnes i alle celler i kroppen, men i tre forskjellige isoformer.

Disse isoformene er kodet fra separate gener i genomet for CK-MM, CK-MB og CK-BB [79]
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CK-MM er den vanligste isoformen og forekommer mest av i tverrstripet muskulatur,

mens CK-MB og CK-BB forekommer mest i henholdsvis glatt muskulatur og hjerne [63].

Tidlig pa 60-tallet ble CK etablert som biomarkgr for innen humanmedisinen. I en studie
gjort at Apple i 2001 viste det seg at over 50% av sykehus i USA og i Europa brukte CK
som en biomarkgr for hjerteskade [61]. Pa grunn av liten vevsspesifitet blir nd CK-MB i
mindre og mindre grad brukt til & diagnostisere hjertepasienter [63]. Likevel blir CK-MB
ansett som en mer spesifikk biomarkgr enn CK siden mengden CK i serum kan pavirkes
av skade i skjelettmuskulatur. Ved hjerteskade gker mengden CK i serum mellom 4 og 6
timer etter skade. Mengden CK i serum ser ut til 4 gke frem til mellom 12 og 24 timer fgr
CK returnerer til sitt normalniva et sted mellom 48 og 72 timer etter oppstatt skade [63].
Malbare nivaer av CK i serum ser ut til 8 kunne variere stort mellom arter. En studie gjort
pa wobbegong-hai (Orectolobus ornatus) ble gjennomsnittsnivaet av CK malt til 49 units
per liter [80]. Dette er et lavere nivda sammenlignet med CK-verdier gjort pa Kanadargye
(Salvelinus namaycush), der normale CK-verdier blir malt til mellom 1000 og 3000 units
per liter[81]. Hos atlantisk laks (S. salar) viser undersgkelser gjort av Yousaf og Powells i

2012 at CK-verdier hos frisk laks 1a mellom 4200 og 10000 units per liter [77].

Flere ulike studier er gjort for 4 undersgke hvordan CK fungerer som biomarkgr ved ulike
pavirkninger hos fisk. I baltisk piggvar (S. maximus) ble CK testet som biomarkgr ved
pavirkning av Tributylin. Studien viste gkt CK aktivitet spesielt i leveren hos piggvaren
[68]. I en studie gjort av Li et al. ble CK testet som biomarkgr i regnbuegrret (0. mykiss)
som hadde blitt utsatt for fungicidpropoconazol (PCZ), som er et ugressmiddel tidligere
brukt i jordbruk. Studien viste at CK-verdiene var signifikant hgyere i alle tre
testgruppene behandlet med PCZ enn kontrollgruppene [82]. Regnbuegrret (0. mykiss)
utsatt for (CBZ), legemiddel som blant annet brukes til behandling av epilepsi, viste
signifikant hgyere CK-verdier enn kontrollgruppen [75]. Almeida et al. utsatte Niltilapia
(0. niloticus) for oksidativt stressresponser ved a utsette fisken for kadmium-
kontaminasjon. Resultatene viste gkte CK-verdier i réd muskulatur hos fisk utsatt for

kadmium. Interessant nok gkte ikke CK-verdiene i hvit muskulatur hos samme fisk [66].
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CK har ogsa blitt testet som biomarkgr i atlantisk laks (S. salar) som hadde pavist
fiskesykdommene HSMB og CMS. Denne studien viste at CK-verdiene i alle testgruppene
for HSMB hadde signifikant hgyere verdier enn kontrollgruppene. Samme studie
konkluderte med at CK ikke viste signifikant forskjell mellom testgruppene for CMS og
kontrollgruppene, hvilket betyr at CK ikke er en like god biomarkgr for identifisering av
CMS [77].

Siden fiskesykdommen HSMB forarsaker skade i bade muskulatur og hjerte hos fisk [48],
og at melaninflekker i laksefileten forarsakes av fiskesykdommens agens (PRV) [39], vil
det veere interessant a undersgke om CK fungerer som en god biomarkegr for d identifisere

melanin[39, 50].

2.34.3.  Enolase
[ vertebrater finnes det tre forskjellige subtyper av enolase. Alfa-enolase finnes i stort sett

alle vev i vertebratene, Beta-enolase som finnes nesten bare i muskulatur og gamma-
enolase som finnes i neuroner og neuroendokrint vev [83]. Enolase er lokalisert i cytosol
og pa overflaten av cellemembranen hos vertebrater. Dette er et viktig enzym i nest siste
steget av glykolysen hvor omdannelse av 2- fosfoglyserat til fosfoenolpyruvat foregar [83,
84]. Alfa-enolase er ogsa aktiv ved glykoneogenesen ved den reversible reaksjonen hvor

fosfofoenolpyruvat blir omdannet til 2- fosfoglyserat [85].

Innen humanmedisin brukes beta-enolase som en biomarkgr mot flere forskjellige
sykdommer, blant annet hjerneslag [60], men ogsa som en biomarkgr ved fiskeallergi
[86]. Enolase er og blitt undersgkt som biomarkgr for fisk i en rekke studier. Sanchez et
al. undersgkte flere forskjellige biomarkgrer pa Lakseabbor (Micropterus salmonides) og
deres aktivitet ved pavirkning av miljgforurensning. En av biomarkgrene som ble brukt
var alfa-enolase som ble mindre uttrykt i leveren til Lakseabboren (M. salmonides) [87].
Braceland et al. 2015 sammenlignet serum enolase med myopati forarsaket av
fiskesykdommen, Pancreas Disease. Deres resultater viste en signifikant sammenheng,
noe som indikerte at serum enolase er en nyttig biomarkgr [60] [ en studie gjortav Wozny

et al. ble genuttykking av alfa-enolase brukt som biomarkgr i lever og eggstokkene hos
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regnbuegrret (0. mykiss) som ble utsatt for zearalenone, som er et mycotoksisk substans
produsert av forskjellige typer sopp innen slekten Fusarium. Resultatene fra studien viste
en gkning i mRNA uttykking av alfa-enolase i testgruppen som ble utsatt for zearalenone

[85].

Enolase har blitt brukt som biomarkgr hos Atlantisk laks (S. salar) ved tidligere studier.
en studie av Atlantisk laks (S. Salar) ble det foretatt trenging av fisken fgr plasmaprgver
ble tatt av fisken. Resultatene fra denne studien viste at plasmaprgvene inneholdt mer
enolase enn kontrollgruppene. En gkning av enolase i plasma tyder pa at fisken trenger

mer energi og glykolysen blir oppregulert [88].
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2.4. Problemstilling
Melaninflekker i laksefileten er et stort kvalitetsproblem hos norsk oppdrettslaks. De
brune pigmentflekkene i fileten forarsakes av et pigment, kalt melanin, som gjgr at fileten
blir nedklassifisert. Arlig taper norsk oppdrettsnaering rundt 1 milliard norske kroner
som fglge av darlig kvalitet pa fileten. Arsaken til melaninflekker har lenge vert ukjent.
Tidligere fikk vaksiner mye av skylden, men nyere forskning viser at virus ser ut til a veere
viktig del av drsaken. Fisk som har melaninflekker i laksefileten har et normalt utseende
og er umulig & skille fra fisk uten melaninflekker. I denne oppgaven gnsker vi a
sammenligne blodkjemi med eksisterende og kjente metoder for pavisning. Med det mal

a gjgre pavisning av melaninflekker lettere.
Oppgavens delmal
1) Registrere forekomst og stgrrelse pa melaninflekker i laksefileter og sammenligne

registreringene med forekomst og stgrrelse fra nasjonale registreringer.

2) Undersgke melaninflekker histologisk med henhold til nekrose, inflammasjon og

melaninholdige celler og sammenligne disse med stgrrelsen pa melaninflekkene.

3) Sammenligne mengden PRV i melaninflekker, hjerter, rgd og hvit muskulatur fra

fileter med og uten melaninflekker ved bruk av Real-Time kvantitativ PCR.

4) Méle og sammenligne laktat dehydrogenase (LDH) og Kkreatinkinase (CK)

fra serum mot stgrrelsen pa melaninflekkene.

5) Teste primer(e) for beta-enolase til bruk som biomarkgr for pavisning av

melaninflekker i atlantisk laks.
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3. Materialer og metoder

3.1. Innsamling av prgvemateriale

All fisk som ble brukt i dette forsgket var av arten atlantisk laks Salmo salar, og ble
produsert ved Lergy Aurora AS sine lokaliteter rundt Tromsg. Innsamlingen av
prgvemateriale foregikk over 6 forskjellige prgveuttak ved Lergys slakteri pa Skjervgy
(70°01'52”N, 20°58'17"@). Analyseringen av prgvene ble gjennomfgrt ved Norges
Fiskerihggskole (NFH) ved Universitetet i Tromsg- Norges arktiske universitet.
Serumanalyser ble i tillegg gjennomfgrt ved Sentrallaboratoriet ved Veterinaerhggskolen

i Oslo for kontroll. Prgveinnsamlingen skjedde i tidsperioden oktober til desember 2015.

3.1.1. Blodprgver
Fisken ble avlivet med et slag mot hodet fgr den ble undersgkt for tegn pa sykdom.
Eventuelle funn ble notert ned med prgvenummer pa fisk. Blod blir samlet opp i
vakuumrgr (Belliver industrial Estate) ved et stikk i halevenen, Vena cava, bak pa spolen,
0,5 cm under laterallinjen. Vakuumrgr med blod ble vendt oppned et par ganger og
plassert pa is. Vakuumrgr ble oppbevart pa is frem til de ble lagret i kjgleskap ved 4°C i
24 timer. Prgvene ble sentrifugert i 13 minutter ved 2000 rpm ved 4°C. 200 pl serum ble
pipettert over til 2ml eppendorfrgr (Brand), og lagret i en separat kryoboks ved -80°C
frem til analysering. Det resterende serumet i vakuumrgr ble fordelt pa to egne
eppendorfrgr og lagret ved -80°C. 10 av prgvene fra fisk med stgrst melaninflekk og 10
prgver fra fisk uten melanin ble plukket ut og sendt til Sentrallaboratoriet i Oslo for

kontroll.

3.1.2. Organer pa formalin
Etter blodtaking ble laksen filetert. Bukhinnen ble forsiktig skaret bort og fileten ble ngye
undersgkt for synlige melaninflekker. Skiveformede organprgver av lever, blindsekkene
og nyre ble skdret ut og overfgrt til et 50 ml rgr med formalin. Stgrrelsen pa

organeneprgvene var 0,4 cm X 1cm x 1cm etter anbefaling fra Veterinaerinstituttet [89].

Hjertet ble fjernet ved et snitt gjennom sinus transversum og over bulbus arteriosus, og

overfgrt til innsiden av en sterilt skalpellpakning for prgvetaking til RNAlater (Ambion).
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Etter at biten til RNAlater var skaret bort ble hjertet delt i to pa langs og halvparten ble
lagt i samme 50 ml formalinrgr som de andre organene. Den andre siden av laksen ble
filetert med samme metode som beskrevet ovenfor. Fileten ble ngye undersgkt for synlige

melaninflekker.

Ved synlige melaninflekker ble det tatt én ekstra formalin- og RNAlater-prgve. Rgrene for
samme fisk ble merket med samme nummer. Formalinrgrene var pa forhand fylt med 30

ml formalin-lgsning.

3.1.3. Organer pa RNAlater

En liten del av hjertet ble skdret av med et sterilt skalpellblad. Biten ble deretter finskaret
til en stgrrelse som tilsvarte et fyrstikkhode. Denne biten ble igjen delt i to fgr begge
bitene ble overfgrt til lokket pa et 2 ml rgr med RNAlater. Samme skalpellblad ble brukt
til & skjeere ut nyre. Nyren pa RNAlater ble ikke snittet ut fra samme omrade som nyren
til formalinrgret. Her ble nyren skaret opp i tilsvarende stgrrelse, som biten fra hjertet,
for nyren ble overfgrt til et eget rgr. Etter at begge sidene pa laksen var filetert og
undersgkt for melanin, ble bade rgd og hvit muskulatur skidret ut og overfgrt til
skalpellpakningen. Bdde den rgde og hvite muskulaturen ble skdret i tilsvarende stgrrelse
som nyren og hjertet. Lokket ble skrudd fast pa rgret, merket med riktig nummer og organ
for et kraftig rykk sgrget for at organene havnet i lgsningen. Rgrene ble oppbevart pa is
gjennom hele transporten tilbake til NFH, og ble deretter oppbevarti 24 timer ved 4°C fgr
de ble langtidslagring pa -80°C.
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3.4.1. Histologi
En velkjent metode for diagnostisere fisk er bruk av lysmikroskopi gjennom histologiske
undersgkelser. Fgr den mikroskopiske eksamineringen ma vevene farges. I dette tilfellet
med Hematoxylin (Thermo Fischer Scientific) og Eosin (Thermo Fischer Scientific) som

farger cellekjernen henholdsvis lilla og cytoplasma rosa.

3.2.1. Dehydrering
Organene ble fiksert pa formalin i 48 timer fgr de ble tatt ut og mindre organbiter skjeert
ut etter gnsket snittretning som var tverrsnitt. Organbitene ble deretter overfgrt til
histologikassetter som ble merket med blyant. Kassettene ble lagret pa 70% etanol frem
til fremfgring av vevsprgvene. Program A pa fremfgringsmaskinen (Shandon citadel

2000) stgpte voks inn i organene (se tabell 1).

Tabell 1: Program A pa Shandon Citadel 2000. Oversikt over hvilke kjemikalier i hvert av karene som
ble brukt til prepareringen av histologisnittene og hvor lang tid snittene ble holdt i karene.

Kar nr. Tid (h) Kjemikalie

1 2 96% Etanol

2 2 96% Etanol

3 2 100% Etanol

4 2 100% Etanol

5 1 100%Etanol+ HistoClear (1:1)
6 1 HistoClear

7 1 HistoClear

8 1 HistoClear

9 1 HistoClear+ Parafinvoks (1:1)
10 3 Parafinvoks
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3.2.2. Innstgpning i parafinblokk
Kassettene ble samlet opp og lagt i venstre kammer pa innstgpingsmaskinen Leica
EG1150H (Leica Microsystems) til parafinvoksen hadde smeltet bort fra kassettene. En
innstgpingsform ble plassert under tappekranen, og fylt med parafinvoks (Histolab
products AB). Kassetten med organet ble dpnet og klargjort til overfgring til
innstgpingsformen. Innstgpingsformen ble dratt over til en kjgleplate der organbiten ble
overfgrt og orientert i gnsket snittretning. Bunnen av kassetten ble plassert pa toppen av
innstgpingsformen og etterfylt med voks. Innstgpingsformen ble deretter avkjglt pa en
kjgleplate (Axel Johnson Lab System). Etter at voksen hadde stivnet, ble
innstgpingsformen fjernet og parafinblokken ngye undersgkt for sprekker eller
gassbobler. Ved funn av gassbobler eller sprekk, ble parafinblokken lagt tilbake i
innstgpingsformen og smeltet om. Overflgdig parafinvoks langs kantene av kassetten ble

skrapet vekk. Parafinblokkene ble oppbevart i romtemperatur frem til snitting.

3.2.3. Snitting av parafinblokk
De gnskede parafinblokkene ble nedkjglt pa is, mens et vannbad ble fylt med kranvann og
varmet opp til 42°C. Gassboblene, som ble dannet i oppvarmingen, ble fjernet ved a dra to
fingre langs kanten og bunnen av vannbadet. Dette ble gjort med jevnlig mellomrom for a
vaere sikker pd at ingen bobler festet seg pa snittene. Et knivblad (Leica Microsystems)
ble montert fast i stativet, og mikrotomen ble stilt inn pd 5um snittykkelse. @nsket
parafinblokk ble montert fast til mikrotomen, og prgvenavn ble notert ned pa et
objektglass med skrivefelt. Mikrotomen og knivbladet ble justert slik at knivbladet var i
kontakt med parafinblokken. Kniven hadde tre punkter pa bladet som ble benyttet til
snitting, hvor et bestemt punkt ble brukt til & trimme bort parafinvoks slik at organet kom
fram. Deretter ble kniven flyttet slik at et av de to andre punktene snittet de gnskede
snittene. Disse snittene ble overfgrt til vannbadet ved hjelp av et objektglass dyppeti 50%
etanol. Om knivbladet skar skjevt pa parafinblokken ble dette justert ved a endre
posisjonen til mikrotomen. De ferdige snittene tgrket pa kanten av vannbadet fgr de ble

overfgrt til et varmeskap i 60°C i 30 minutter.

23



Materialer og metoder

3.2.4. Farging av snitt
Farging av snitt ble utfgrt med Leica ST4020 (Leica Microsystems) fargemaskin.
Maskinen bestar av flere kar fylt med forskjellige kjemikalier (se tabell 2). Fire snitt ble
plassert i en gummiholder og lagt i et eget kar med HistoClear (National Diagnostics).
Dette karet hadde totalt plass til i alt fire gummibeholdere. Etter 4,5 minutt ble en
gummibeholder hengt fast i stativet pd fargemaskinen. Fargemaskinen var automatisert
og overfgrte gummibeholderen til neste kar etter 90 sekunder. Rekkefglgen pa
samlebandet var to gummibeholdere, deretter et mellomrom, fgr to nye gummibeholdere.
Dette for a sikre nok tid til a feste 24 x 60 mm dekkglass pa snittene. Dekkglassene ble
festet ved et par draper Eukitt (Fluka Analytical) pa snittene. Snittene ble tgrket i

avtrekkskap fram til undersgking i mikroskop.
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Tabell 2: Fargingsprogram for Leica ST4020. Oversikt over rekkefglgen, kjemikalie og tid programmet
til fargingsmaskinen benyttet. I hvert kar var det plass til fire snitt.

Karnummer Kjemikalie Tid (s)
Eget kar HistoClear Min 270
1 HistoClear 90

2 100% Etanol 90

3 96% Etanol 90

4 96% Etanol 90

5 Vann 90

6 Hematoxylin 90

7 Hematoxylin 90

8 Vann 90

9 Vann 90

10 Eosin 90

11 96% Etanol 90

12 96% Etanol 90

13 100% Etanol 90

14 100% Etanol 90

15 HistoClear 90
Eget kar HistoClear
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3.2.5. Undersgkelse av histologiske snitt
Snittene ble undersgkt pa to forskjellige mater. Snitt med melaninflekk ble undersgkt med
et graderingssystem for nekrose hentet fra McLoughlin et al. (2006) [90]. For & redusere
risikoen for forventingsskjevhet ble snittene "blindet” ved a skjule prgvenummer.

Snittene ble vurdert sammen med fagpersonell fra Veteringerinstituttet i Harstad.

Tabell 3: Scoringssystem for nekrose. Nekrose blir bestemt ut fra antall dgde celler i snittet og graderes
fra 0 til 3, hvor score 1 er sparsom grad(<50 dgde celler), score 2 er moderat grad og score 3 er alvorlig
grad av nekrose(>100 dgde celler). Score 0 er normalt vev. Scoringsystemet er hentet fra McLoughlin et al.
(2006)[90].

Score Gradering Beskrivelse

0 Normal Normalt vev

1 Sparsom Fokal myocytisk nekrose (<50 dgde celler)

2 Moderat Multifokal myocytisk nekrose (50-100 dgde celler)
3 Alvorlig Alvorlig myocytisk nekrose (>100 dgde celler)

Snitt med hjerte, pankreas, nyre og lever ble undersgkt for differensialdiagnosene CMS,
PD og HSMB. Her ble det ikke tatt hensyn til graden av betennelse, men kun om organet

var betent eller ikke.

Snittene ble analysert med et DM6000 B (Leica Microsystems) lysmikroskop, og bildene
ble tatt med et Leica DFC 320 (Leica Microsystems) digitalkamera. Bildene ble integrert

med bruk av Leica Application Suite V3 (software) programvare.

3.2. Real Time revers transkriptase Polymerase Chain Reaction (RT-
qPCR)
RT-qPCR er en metode der man bruker enzymet revers transkriptase til 8 omdanne RNA
til cDNA. Metoden bestar av de tre hovedstegene RNA-isolering, cDNA-syntese og
kvantitativ Real-Time PCR [91]. Amplifiseringssyklusen bestar av tre steg; denaturering,
amplifisering og ekstensjon. Ved denaturering blir dobbelttradig DNA (dsDNA) delt til
enkelttradig DNA (ssDNA) ved 95°C fgr temperaturen senkes og spesifikke primere, og

komplementzeere baser, fester seg til DNA-traden. DNA-polymerase syntetiserer sd en ny
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DNA-trdd i ekstensjonsfasen fgr amplifieringssyklusen begynner pa en ny runde. For a
detektere de gnskede gensekvensene benyttes et fluoriserende fargestoff. Dette
fargestoffet males etter hver syklisk amplifiseringssyklus i analysen [91]. Det
fluoriserende fargestoffet som ble benyttet var SYBR® Green. Dette fargestoffet fester seg
til alle primerpar og binder seg til dsDNA. Dette kan potensielt gi uspesifikke resultater
og viktigheten av rent RNA er derfor hgy. For d kontrollere om det har oppstatt uspesifikk
binding benyttes et smeltekurveprogram. Denne smeltekurven gir en grafisk framstilling
pa endring i fluorescens nar SYBR®Green binder seg til dsDNA idét dsDNA blir omdannet
til ssDNA [91]. Den uspesifikke bindingen vil ha en annen smeltekurve enn de andre
prgvene. Det vil alltid veere litt bakgrunnssignal i prgven og dette kalles for baseline.

Elongeringsfaktor, ET-1a, ble brukt som referansegen [92].

3.3.1. RNA-isolering
[soleringen av RNA fra de ulike vevstypene foregikk i henhold til protokollen til RNeasy®
mini Kit (Qiagen). Ti prgver ble isolert for RNA om gangen for d unnga for lang ventetid
for hver prgve Ialt ble ti prgver av hvert organ tatt ut til analyse. Ved melaninpositiv fisk
ble totalt ti prgver fra fisk med stgrst melaninflekk, i tillegg til ti prgver fra fisk med

melaninflekk under 1 cm, valgt ut til analyse (se tabell 4).

Tabell 4: Prioriterte PCR-prgver. Ti hjerte- og muskelprgver fra fisk uten melaninflekk.

Hjerte Melaninflekk Muskel
Negativ 10 - 10
Positiv> 3 cm 10 10 10
Positiv< 1 cm 10 10 10

Tre kuler ble plassert i hvert sitt 2 ml rgr. Buffer-lgsningen RLT (Qiagen) ble blandet ut
med 2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich) i blandingsforhold 1:10, fgr 600 pul ble overfgrt i
hvert rgr. Organet ble overfgrt ved hjelp av et sterilt skalpellblad fgr organet ble

homogenisert ved en Precellys 24 (Bervert Bertin technologies) tissue homogenizer.
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Lgsningen ble sentrifugert ned og pipettert over i eppendorfrgr med 600ul 70% etanol.
Lgsningen ble mikset godt ved gjentatte pipetteringer.

600 pl av Igsningen ble, i to omganger, overfgrt til RNeasy mini kolonner og sentrifugert
ved 8000 g i 20 sekunder. Vaesken som ble samlet opp ble kastet. Deretter ble 700 pul av
vaskebufferen, RW1 (Qiagen), overfgrt og pa nytt sentrifugert ved 8000 g i 20 sekunder.
Oppsamlet vaeske ble kastet fgr 75 pul DNase (Qiagen) ble tilsatt og inkubert ved 20°Ci 15
minutter. 500 ul RPE-buffer (Qiagen) ble tilsatt i to omganger der fgrste runden ble
sentrifugerti 20 sekunder ved 8000 g, mens runde to ble sentrifugerti 2 minutter. Tilslutt
ble spinkolonnen overfgrt til et nytt eppendorfrgr og 30 ul RNase-fritt vann (Qiagen) ble
tilsatt og sentrifugert i 1 minutt ved 8000 g. For a sikre hgy konsentrasjon av RNA ble det
siste steget gjentatt pa nytt, men denne gang ble utfallsveesken overfgrt til spinkolonnen.
RNA-konsentrasjonen ble malt ved hjelp av et NanoDrop-1000 spectrophotometer

(Saveen Werner).

3.3.2. cDNA-syntese
Syntetiseringen av cDNA foregikk i henhold til protokollen til QuantiTech® Reverse
Transcription Kit (Qiagen). Denne metoden er todelt, hvor den fgrste delen fjerner
resterende genomisk-DNA mens den andre delen bestar av selve cDNA-syntesen hvor

Revers Transkriptase blir tilsatt.

Etter RNA-isoleringen inneholdt prgvene ulik mengde med RNA. For at prgvene skal
sammenlignes ma RNA-konsentrasjonen veere lik. RNA-konsentrasjonen i hver enkelt
prove ble bestemt til & vaere 250 ng/ul. Den totale mengden vann og RNA var 12 ul hvor
Ultra Pure Water ble brukt for a fa riktig blandingsforhold. Ved bruk av et Excel-regneark
(Microsoft) ble dette blandingsforholdet regnet ut. Riktig vannmengde ble tilsatt i PCR-
stripsene fgr 2ul gDNA Wipeout Buffer (Qiagen) ble tilsatt hver enkelt brgnn. Tilslutt ble
riktig RNA-mengde tilsatt brgnnene. En negativ kontroll ble lagd ved tilsetning av vann i
stedet for RNA i en ekstra brgnn. PCR-stripsene ble inkubert i en 2720 Thermal cycler
(Applied biosystems) i 42°C i 2 minutter. Stripsene ble deretter avkjglt pa is i minimum 1

minutt. Til cDNA-syntesen ble en mastermix bestdende av Quantiscipt Reverse
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Transcriptase (Qiagen), Quantiscript RT buffer og RT primer mix (Qiagen) blandet ut med
blandingsforhold 1:4:1, der Quantiscript Reverse Transcriptase ble tilsatt til slutt. Fra
denne mastermixen ble 6 pl tilsatt hver enkelt brgnn, pipettert til en homogen-lgsning, og

spunnet ned.

PCR-stripsene ble deretter kjgrt i en forhandsprogrammert 2720 Thermal Cycler.
Prgvene ble fgrst kjgrt pa 42°C i 15 minutter, deretter 95°C i 3 minutter. Ved
langtidslagring av cDNA ble stripsene oppbevart i fryser ved -20°C. For korttidslagring
ble stripsene oppbevart i kjgleskap ved 4°C.

3.3.3. Kvantitativ Real-Time PCR
Metoden nedenfor ble gjennomfgrt pa samme mate for elongeringsfaktor (EF-1a), PRV og

enolase.

En mastermix bestdende av 0,9 ul RNase-fritt vann, 7,5 pl Fast SYBR® Green Master mix
(Applied biosystems) og 0,8 pl av hver av primere (tabell 5). Disse ble ganget opp i forhold
til antall prgver som ble kjgrt. Miksen ble blandet godt ved bruk av en Vortex og
sentrifugert fgr 10ul ble overfgrt til et MicroAmp® Fast Optical 96-brgnners brett
(Applied biosystems). Deretter ble 5 pl cDNA overfgrt til hver av brgnnene slik at totalt
volum i brgnnene var 15 pl. Platen ble lukket med gjennomsiktig teip fgr platen platen ble
blandet godt med bruk av Vortex og sentrifugert. Tilslutt ble platen avlesti en 7500 Fast
Real-Time PCR maskin (Applied biosystems).

En primertest ble gjort pd de tre ulike enolase primerne. seks ulike prgver, tre
hjerteprgver og tre melaninprgver, ble valgt ut. Kriteriene for disse prgvene var hgy RNA-
konsentrasjon og resultatene fra elongeringsfaktor (EF-1a). Bdde primeren til

elongeringsfaktor, EF-1a, og PRV ble testet ut ved en fortynningstest.
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Tabell 5: Primersekvenser. Oversikt over de ulike primersekvensene til PRV, beta-enolase og
elongeringsfaktor 1a som ble benyttet og antall baser i hver gensekvens.

Gen Sekvens (5-3) Basepar

PRVF TCAGTGCGGGGAACTCTAGTGGCA 24
PRV R GACGACCTTGAACGCACGAGCGTG 24
Beta-enolase 2F TGCTGAAGGAAGCCATTGG 19
Beta-enolase 2R AAGATCGTGATCGGCATGG 19
Beta-enolase 3F CAAGTTCGCAGGAAGGACTAC 21
Beta-enolase 3R TAAACCCTCCATCACGGCTG 20
Beta-enolase 4 F GCCCCGCCTTCAATGTG 17
Beta-enolase 4R GAACAAGCTGGCCATGCAG 19
EF1aF CACCACCGGCCATCTGATCTACAA 24
EFl1aR TCAGCAGCCTCCTTCTCGAACTTC 24

3.3.4. Databehandling av PCR

For behandling av radata ble programvaren qBase v1.3,5 (qBase) benyttet. Dette

programmet benytter en Ct- relativ kvanifiseringsmodel, vist i ligning 3, som korrigerer

for PCR-effektivitet og mulighet for normalisere flere referansegener [93].

NRQ = 2::“" (ligning 3)
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3.3. Blodkjemi

3.4.1. Maling av Laktat Dehydrogenase (LDH)
For maling av Laktat dehydrogenase ble det benyttet et Lactate dehydrogenase Activity
Assay kit (Sigma-Aldrich) hvor fremfgringen ble gjort i henhold til protokollen til dette
kitet [94]. Bestemmelse av mengden laktat dehydrogenase tilstede i serum blir gjort ved
maling av redusering av NAD* til NADH over en bestemt periode. Laktat dehydrogenase
katalyserer omdannelsen av pyruvat og laktat ved a redusere NAD* til NADH. Denne
omdannelsen males med et spektrofotometer. For utregning av LDH aktivitet brukes
formel 1 der B er mengden NADH som blir dannet mellom fgrste og siste maling. Denne

blir funnet ved hjelp av standardkurven.

LDH aktivitet = B X Fortynnet prgve faktor
arttvitet = (Reaksjonstid)x Volum(ml)

Formel 1: LDH aktivitet. B er mengden NADH utregnet ved hjelp av standardkurve. Fortynnet prgve faktor
er fortynningsgraden av serumprgvene. Reaksjonstiden er differansen i tid mellom siste maling og fgrste
maling. Enheten for LDH aktivitet er units per liter (U/L). Formel er hentet fra protokoll fra LDH Activity
Assay Kit [94].

LDH-kitet besto av fire forskjellige komponenter, hvorav LDH Assay Buffer (Sigma-
Aldrich) ble oppvarmet til romtemperatur (20°C) ved overfgring av kroppsvarme. Den
positive kontrollen, en annen komponent, ble lagd ved a fortynne 1,0 ml LDH Positive
Control (Sigma-Aldrich) i 9,0 ml LDH Assay Buffer (Sigma-Aldrich) i et eppendorfrgr. LDH
substrat miksen ble tilsatt 1 ml Ultra Pure Water (Biochrom AG). 400ul Ultra Pure Water
ble overfgrt til NADH standard miksen. Dette ga en 1.25mM NADH standard lgsning. Alle
lgsningene ble pipettert godt og plassert pa is fgr bruk.

Master reaksjonsmiks besto av 48ul LDH Assay Buffer (Sigma-Aldrich) og 2ul LDH
substrat miks (Sigma-Aldrich). Denne ble blandet ut i eppendorfrgr og pakket inn i
aluminiumsfolie fgr lgsningen ble blandet godt ved bruk av en Vortex. Lgsningen ble

blandet godt ved bruka av en Vortex én gang rett fgr bruk for a sikre god blanding.
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Fryste serumprgver ble overfgrt til is og tint opp til flytende form. For a finne riktig
mengde til analysen ble det utfgrt en test hvor 5ul og 30ul serum ble overfgrt til hver
brgnn. Resultatene fra denne testen viste at begge mengdene overskred standardkurven.
Protokollen fra LDH Activity Assay kit [94] anbefalte en prgvemengde mellom 2 og 50pl.
Om prgvene oversteg standardkurven etter fa malinger anbefalte protokollen a fortynne
ut prgvene. Serumprgvene ble da fortynnet 1:10 (1 pl serum i 9 pl PBS) i egne

eppendorfrgr og plassert pa is.

40l LDH Assay Buffer (Sigma-Aldrich) ble overfgrt til hver enkelt brgnn i et 96- brgnners
brett (Nunc). 10ul av den fortynnende serumet ble deretter pipettert over i brgnnene. Det
ble lagd duplikate prgver. Lgsningen i brgnnene ble pipettert minst 3 ganger for a fa en
homogen lgsning. Pipettespissen ble byttet for hver prgve. Et stykke aluminiumsfolie, nok
til & dekke 96- brgnners brettet, ble gjort klart fgr 50ul master reaksjonsmiks ble overfgrt
til hver enkelt brgnn, som igjen ble pipettert minst 3 ganger. Aluminiumsfolien ble holdt
over de brgnnene som var tilsatt master reaksjonsmiks for a unnga at prgvene ble utsatt
for lys. Etter at alle brgnnene var pipettert ferdig ble hele brettet pakket godt inn i
aluminiumsfolie og avlest i et VersaMax- spectrofotometer (Molecular Devices). Brettet
ble forsiktig ristet inne i maskinen og avlest etter 2 minutter ved 450nm. Etter
avlesningen ble brettet pa nytt pakket godt inn i aluminiumsfolie og inkuberti 37°Ci 5
minutter fgr en ny avlesning. Denne prosedyren ble gjentatt frem til den mest aktive
prgven oversteg verdien til den hgyeste standardverdien. For utregning av aktiviteten for

Laktat dehydrogenase ble formel 1 benyttet.
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3.4.2. Maling av Kreatinkinase (CK)
For maling av kreatinkinase (CK) ble det benyttet Creatine Kinase Activity Assay Kit
(Sigma-Aldrich) [95]. CK spalter en fosfatgruppe fra fosfokreatin og danner kreatin og
ATP. Creatine Kinase Activity Assay Kit bruker en koblet enzymreaksjon som involverer
hexokinase ved a fosforylere glukose til glukose-6-fosfat. Glukose-6-fosfat blir oksidert av
NADP og danner NADPH. Mengden NAPDH som dannes er proporsjonal med mengden

Kreatinkinase.

(A340)final — (A340)initial
(A340)calibrator — (A340)blank x

CK aktivitet = 600

Formel 2: Kreatinkinase aktivitet. Absorbansen fra fgrste maling ble trukket fra absorbansen fra siste
maling. Ved calibrator og blank ble verdien fra siste maling brukt. Enheten for CK aktivitet var units per liter

(U/L). Hentet fra protokoll som fulgte med CK Activity Assay Kit[95].

Alle komponentene i Kkitet ble tint opp til romtemperatur (20°C) fgr bruk. En
Reconstituted Reagent bestdende av Assay Buffer, Substrate Solution og Enzyme mix
(Qiagen) ble lagd med blandingsforhold 100:10:1. 100 pl reconstituted reagent ble tilsatt
hver brgnn fgr 10 pl serumprgve ble tilsatt de ulike brgnnene. I en av brgnnene ble 110ul
Ultra Pure Water tilsatt som en blank-prgve. 100ul Ultra Pure Water og 10 pl Calibrator
ble tilsatt i en annen brgnn. Tilslutt ble 10 ul serum tilsatt i brgnnene med reconstituted
reagent. 96-brgnnersbrettet ble inkubert i 20 minutter ved 20°C fgr fgrste avlesing i et
SpectraMax i3 (Molecular Devices) spektrofotometer. Absorbansen ble malt ved 340 nm.
Etter maling ble brettene inkubert i romtemperatur i 5 minutter fgr ny avlesning. For

utregning av CK-aktiviteten ble formel 2 benyttet [95].
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Totalt 20 serumprgver fra fileter med melaninflekker og uten melaninflekker ble sendt til
Sentrallaboratoriet ved Veterinaerhggskolen (NMBU) i Oslo for analyser av CK og LDH. Ti
av prgvene var fra fileter uten melaninflekk og ble satt som kontroll. Av de resterende ti
serumprgvene var fra fileter med de stgrste melaninflekkene. Serumprgvene ble

analysertien AVIDA 1800 (Simens).
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4. Resultater

4.1. Observasjoner fra slaktelinjen

4.1.1. Grunnlag for prgveuttak
Prevalens for melaninflekker fra Lergy er basert pa 100 stikkprgver som blir tatt hver

produksjonsdag. Snittvekk og prevalens for melaninflekker i laksefileter ved de samme
datoene som vare prgveuttak mellom oktober og desember 2015 er vist i tabell 6. Data er
hentet fra Lergy sine registreringer ved slakteriet. Pdvisning av HSMB i

produksjonssyklusen er ogsa vist i tabellen.

Tabell 6: Prevalens for melanin. Prevalens for melanin (%) og snittvekt (kg) ved seks datoer fra oktober
til desember i 2015. Data fra Lergy Aurora sine egne registreringer. Prevalensen ga utgangspunkt for
prgveuttakene i 2015. Pavist HSMB-utbrudd gjennom produksjonssyklusen vises i tabellen.

2015
Uttak Lokalitet ~ Snittvekt Prevalens Pavist HSMB i
(kg) melanin (%) produksjonssyklus

1 A 4,84 4 +
2 A 5,27 3-4 +
3 A 4,40 7 +
4 B 5,86 6-10 +
5 B 5,58 10 +
6 B 4,65 6-9 +
Gjennomsnitt 51 7

Det ble slaktet fra to ulike lokaliteter over de seks ulike prgveuttakene og resultatene er
vist i tabell 6. Prevalensen for melaninflekker over de seks datoene viste en
gjennomsnittlig prevalens for melanin pa 7 %. Lokalitet A hadde lavere prevalens for
melaninflekker i laksefileten enn lokalitet B. Gjennomsnittsvekten pa fisk fra disse to
lokalitetene ved slakt var 5,1 kg. Hos lokalitet B ble det pavist HSMB i én merde. Det var
ingen gkt dgdelighet eller andre tegn pd HSMB-utbrudd i merden. Det ble slaktet fisk fra
denne merden ved prgveuttak 6 Prevalensen for melaninflekker i laksefileten var ikke

hgyere for denne datoen sammenlignet med de gvrige fem datoene.
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4.1.2. Lokalisering av melaninflekk i laksefilet
Melaninflekker kan oppsta i ulike deler av laksefileten. Lokalisering av melaninflekkene i

laksefiletene observert ved slaktelinjen pa slakteriet er vist i figur 3. Stgrrelsen pa
melaninflekkene er bestemt ut fra stgrste lengden pa melaninflekken. Melaninflekker
med lengde over 3 cm ble observert som lange, smale melaninflekker i loins, muskulatur
dorsalt for laterallinjen. Melaninflekker med lengde under 3 cm ble observert under

bukhinne

Figur 3: Lokalisering av melaninflekk i laksefilet. Melaninflekker over 3 cm ble observert dorsalt i
loins, ryggmuskulatur over laterallinjen. Melaninflekker under 3 cm ble observert under laterallinjen, bak
bukhinnen.

Melaninflekken til de 36 fiskene hadde en mgrk, brunaktig farge. Fisk med annen farge pa
flekken ble ikke registrert som melaninflekk. I de fleste observasjoner hadde fiskene kun
én melaninflekk som ble observert i hgyre filet vist i figur 3. Kun én fisk hadde to

melaninflekker i fileten fordelt pa hver filet.
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4.1.3. Forekomst av melaninflekker funnet i slaktefisk
Forekomsten av melaninflekker har gkt betydelig de senere arene. I lgpet av

forsgksperioden ble det foretatt seks prgveuttak fra oktober til desember 2015. I alt ble
135 fisk undersgkt for melaninflekker i laksefileten. Av de 135 fisk hadde 36 synlig

melaninflekk i fileten, som ga en prevalens pa 26,7 %.

4.1.4. Stgrrelsesvariasjon pa melaninflekk funnet i laksefilet
Stgrrelsen pd melaninflekker kan ha negative konsekvenser for salget av laksefileten.

Trettiseks fisk fordelt pa fire ulike grupper basert pa ulik stgrrelse pa melaninflekken er
vist i tabell 7. Disse ble gruppert inn i fire ulike grupper ut fra stgrst lengde pa
melaninflekken. Melaninflekkene ble fordelt i gruppene: mindre enn 1 cm (<lcm),

mellom 1 og 2 cm (1-2 cm), mellom 2 og 3 cm (2-3 cm) og over 3 cm (>3 cm).

Tabell 7: Antall fisk gruppert etter stogrrelse pa melaninflekk. Totalt 36 fisk ble fordelt pa fire ulike
grupper etter melaninstgrrelse. Melaninflekker under 1 ¢cm (n=15), melaninflekker mellom 1 og 2 cm
(n=11), melaninflekk mellom 2 og 3 cm (n=6) og melaninflekk over 3 cm (n=4).

Stgrrelse pa melaninflekk Antall fisk
<1cm 15

1-2 cm 11

2-3 cm 6

>3cm 4

De 36 fiskene med melaninflekk i laksefileten, tatt ut i perioden oktober til desember
2015, fordelt etter ulik stgrrelse pa melaninflekken er vist i tabell 7. Av de 36 fiskene med
melaninflekker i laksefileten hadde 15 av melaninflekkene en lengde under 1 cm. Det ble
observert melaninflekker med en lengde mellom 1 og 2 cm hos 11 fisk. Hos seks av fiskene
var lengden melaninflekken mellom 2 og 3 cm, mens fire av fiskene hadde en melaninflekk

med lengde over 3 cm.
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4.1.5. [llustrasjon av fire ulike melaninstgrrelser funnet i laksefilet
En typisk melaninflekk fra hver av de ulike gruppene for melaninflekk fra tabell 7 er vist

i figur 4. @verst til venstre er melaninflekk med lengde under 1 cm (A). @verst til hgyre er
melaninflekk med lengde mellom 1 og 2 cm (B). Nederst til venstre er melaninflekk med
lengde mellom 2 og 3 cm (C), mens nederst til hgyre er melaninflekk over 3 cm (D). Den

bla korken er 3,4 cm i diameter. Den hvite malestokken er 1 cm.

Figur 4: Bilde av melaninflekker med ulik stgrrelser. A) melaninflekk med lengde under 1 cm. B)
melaninflekk med lengde mellom 1 og 2 cm. C) melaninflekk med lengde mellom 2 og 3 cm. D)
melaninflekker over 3 cm. Bld kork er 3,4 cm i diameter. Malestokk: 1 cm.
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Melaninflekkene i de to gruppene med kortest lengde pa melaninflekken ble oppdaget bak
bukhinnen, mens melaninflekkene i de to andre gruppene forekom oftest i ryggmuskel
over laterallinjen. Dette fremkommer ikke i figur 4. Ved melaninflekkene med en lengde
under 1 cm befant hele eller store deler seg i myosepta, fettvevet mellom muskelfibrene.

Melaninflekker med lengde over 1 cm var like ofte utbredt i muskel som i fettvev.

4.2. Histologiske analyser

4.2.1 Histologisk gradering av melaninflekker
Trettiseks fisk med melaninflekker ble tatt ut i perioden oktober til desember 2015.

Melaninflekkene ble gradert pa tre ulike mater etter dgde muskelceller (Nekrose),
betennelse og betennelsesceller (Inflammasjon) og melaninholdige celler (Melanin) vist i
tabell 8. Melaninflekkene er gradert fra O til 3 der 0 er normalt, friskt vev uten
melaninholdige celler eller betennelse og betennelsesceller, og 3 som er alvorlig grad av
nekrotiske muskelceller, melaninholdige celler eller betennelse og betennelsesceller.
Melaninflekkene fra tabell 6 ble tatt ut og preparert for histologi. Det ble tatt ut én prgve
per melaninflekk. Melaninflekkene ble forsgkt snittet midt i flekken, og orientert slik at
muskelfibrene ble skaret pa tvers. Graderingssystemet er hentet fra McLoughlin et al.

2006 og ble brukt til & gradere nekrose, inflammasjon og melanin.

Tabell 8: Histologiske resultater. Synlige melaninflekker i laksefilet analysert histologisk for nekrose,
inflammasjon og melaninholdige celler. Av 36 prgver hadde 26 nekrotiske muskelceller av sparsom,
moderat eller alvorlig grad. Ni hadde inflammasjon, mens 32 hadde melaninholdige celler. Score 0 er
normalt vev.

Score 0 1 2 3 Antall
prgver
Nekrose 11 16 6 3 36
Inflammasjon 27 8 1 0 36
Melanin 4 21 11 0 36

Resultatene for de 36 melaninflekker som ble gradert histologisk, hadde 26 prgver ulik
grad av nekrotiske muskelceller i melaninflekken, ni prgver hadde ulik grad av betennelse

og betennelsesceller, mens 32 prgver inneholdt ulik grad av melaninholdige celler. Av 26
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prgver med nekrotiske muskelceller, hadde 16 av prgvene en sparsom grad av nekrotiske
muskelceller. Videre hadde atte av 26 prgver en moderat grad av nekrotiske muskelceller,
mens to av 26 prgver ble gradert til alvorlig. Av ni prgver med inflammasjon hadde atte
av prgvene en sparsom grad av betennelser og betennelsesceller. Kun én prgve hadde
moderat grad av betennelse og betennelsesceller, mens ingen av prgvene hadde en
alvorlig grad av betennelse. Av de totalt 32 prgvene som inneholdt melaninholdige celler
hadde 21 av prgvene sparsom grad av melaninholdige celler. Videre hadde 11 av de 32

prgvene en moderat grad av melaninholdige celler i melaninflekken.

4.2.2 Histologisk gradering av fire ulike stgrrelser pa melaninflekk
De 36 melaninflekkene som ble observert ved slaktelinjen, ble gradert etter nekrotiske

muskelceller (Nekrose), betennelse og betennelsesceller (Inflammasjon) og
melaninholdige celler (Melanin). Resultatet fra denne graderingen ble sammenlignet med
de fire ulike melaninstgrrelsene observert fra slaktelinjen. Sammenhengen mellom de
histologiske resultatene fra graderingen og de fire ulike melaninstgrrelsene er vist i figur
5.
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Figur 5: Histologiske resultater av melaninflekker. 36 melaninflekker av ulik stgrrelse undersgkt
histologisk for nekrotiske muskelceller (Nekrose), betennelse og betennelsesceller (Inflammasjon) og
melaninholdige celler (Melanin).
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Resultatene for melaninflekker med en lengde under 1 cm, hadde atte av melaninflekkene
sparsom grad av nekrotiske muskelceller (score 1). Hos de 11 melaninflekkene med en
lengde mellom 1 og 2 cm hadde fire en sparsom grad av nekrotiske muskelceller. Det ble
observert normalt vev hos fire av de seks melaninflekkene med en lengde mellom 2 og 3
cm, mens to melaninflekker med lengde over 3 cm hadde sparsom grad av nekrotiske
muskelceller. Hos de 15 melaninflekkene under med lengde 1 cm hadde 13 av
melaninflekkene ingen betennelse og betennelsesceller. Det ble observert normalt vev
hos seks av melaninflekkene med en lengde mellom 1 og 2 cm. Av de seks melaninflekkene
med en lengde mellom 2 og 3 cm hadde fem av melaninflekkene ingen betennelse og
betennelsesceller, mens av de fire melaninflekkene med lengde over 3 cm hadde tre av
melaninflekkene ingen betennelse og betennelsesceller. Hos de 15 melaninflekkene med
lengde under 1 cm hadde 11 av melaninflekkene sparsom grad av melaninholdige celler i
melaninflekken. Av de 11 melaninflekkene hadde fem av melaninflekkene sparsom grad
av melaninholdige celler i melaninflekken. Det ble observert sparsom grad av
melaninholdige celler hos tre av melaninflekkene med en lengde mellom 2 og 3 cm, mens
to av melaninflekkene med lengde over 3 cm hadde sparsom grad av melaninholdige

celler i melaninflekken.

4.2.3 Histologisk fremstilling av fire ulike grader av nekrose
Fire ulike grader av nekrose ble observert hos de 36 melaninflekkene vist histologisk i

figur 6. Et tverrsnitt av fire ulike graderingene av nekrotiske muskelcellene er vist. @verst
til venstre vises normalt intakt vev(A). @verst til hgyre vises sparsom grad av nekrotiske
muskelceller (B). Nederst til venstre vises moderat grad (C), mens nederst til hgyre vises

alvorlig grad av nekrotiske muskelceller (D). Malestokk: 50um
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Figur 6: Bilde av fire ulike grader av nekrotiske muskelceller ved tverrsnitt. A) normalt vev hvor
muskelfiber (f) og nukleus (n) er intakt. B) sparsom grad av nekrotiske muskelcelle hvor muskelfiber (f) og
degenerasjon av muskelfiber (d) kan observeres. C) Moderat grad av nekrotiske muskelceller hvor nekrose
(nek) er tydelig tilstede. D) Alvorlig grad av nekrotiske muskelceller hvor tydelige nekroser av muskelfiber
(nek) kan observeres. Malestokk: 50 um.

Resultatet for nekrotiske muskelceller (nek) i melaninflekker fra laksefileter viste totalt
11 melaninflekker med normale intakte muskelfiber (f) med nukleus (n) plassert langs
kanten av muskelfiberen. Av de melaninflekkene med lengde under 1 cm og for
melaninflekker med lengde mellom 2 og 3 cm ble det kun observert sparsom grad og
moderat grad av nekrotiske muskelceller (nek). Hos melaninflekker med lengde mellom
1 og 2 cm og for melaninflekker med lengde over 3 cm ble bade sparsom og moderat grad

av nekrotiske muskelceller (nek) observert i tillegg til alvorlig grad.
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4.2.4 Differensialdiagnostikk
4.2.4.1 Differensialundersgkelse av Hjerte-Skjelett-Muskel-Betennelse (HSMB),
Kardiomyopati (CMS) og Pancreas Disease (PD)
Antall nekroser og inflammasjon i de wulike organene ga grunnlag for

differensialdiagnostisering av fiskesykdommene HSMB, CMS og PD. Ingen nekroser eller
inflammasjon ble observert i hjerte, muskel eller pancreas. Det ble observert sparsom
grad av myokarditt i stratum spongiosum, og sparsom grad av epikarditt, i enkelte hjerter
som kunne tyde pa HSMB, men ble ikke ansett som alvorlig nok til & diagnostisere fisken
for noen av fiskesykdommene. Det ble ikke observert nekroser eller inflammasjon i rgd
og hvit muskulatur. Pankreas hadde intakte acinarceller i eksokrin pankreas.
Produksjonsdataene fra Lergy Aurora viste en pavisning av HSMB hos én merde fra
Sessgya. Til tross for pavisning av HSMB i merden ble det ikke observert gkt dgdelighet
eller andre symptomer fra Lergy Auroras fagpersonell som indikerte et HSMB-utbrudd.
Det ble tatt prgver fra denne merden ved det siste prgveuttaket, men det var ingen

forskjell mellom prgvene fra dette prgveuttaket og prgver fra andre prgveuttak.

4.2.4.2  Histologiske undersgkelser av nyre og lever
Histologiske undersgkelser av nyre viste ingen forandringer i vev. De fleste snittene

hadde stuvninger i glomerolus som trolig skyldes avlivingsmetoden ved slakteriet. Disse
stuvningene ble observert like stor grad i nyren hos fisk med melaninflekk som hos fisk
uten melaninflekk i laksefileten. De fleste observasjonene av lever viste normalt vev, men
ved enkelte observasjoner hadde leveren granulomatgs betennelse. Det var ingen
forskjell pa lever fra fisk med melanin i laksefileten og fisk uten melanin i laksefileten med
tanke pa granulomatgs betennelse. Det ble dermed konkludert at granulomatgs

betennelse var forarsaket av vaksine.
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4 3. Real-Time kvantitativ PCR

4.3.1 Relative verdier av PRV-RNA for fisk uten melaninflekker i fileten
[ figur 7 vises relative verdier av PRV RNA detektert i hjerte og muskel fra fileter uten

melaninflekker ved bruk av RT-qPCR. Totalt ble 19 prgver fra fileter uten melaninflekker

analysert, hvorav ni var fra hjerte og ti var fra muskel.

2,5

1,5

Relative verdier av PRV-RNA

0,5

F4 F5 F4* F4 F5

Hjerte Muskel

Fra fileter uten melaninflekk

Figur 7: Relative verdier av PRV-RNA for hjerte og muskel fra fisk uten melaninflekk. Relative verdier
av PRV RNA identifisert ved RT-qPCR fra henholdsvis hjerte, muskulatur fra filet uten melaninflekk samt
melaninflekker. Muskelprgve 4 hadde lavest mengde av PRV RNA og ble satt som kalibrator. Sgylene viser
relative verdier av PRV-RNA # standardavvik.

Resultatene fra tre av ti muskelprgver er visti figur 7. I prgvene ble det detektert RNA fra
PRV. F4* og F4 er fra samme filet, men med ulik mengde templat-DNA tilsatt i i prgven.
Prgve F4 inneholder riktig mengde templat-DNA. Av de ni prgvene fra hjerte som ble
analysert, inneholdt ingen av prgvene RNA fra PRV. Ingen av syv andre muskelprgvene
inneholdt RNA fra PRV. En av muskelprgvene hadde stort standardavvik, noe som skyldes

darlige paralleller mellom Cq-verdiene.

4.3.2. Relative verdier for PRV-RNA for fisk med melaninflekker med lengde
under 1 cm

Fra fileter med melaninflekker med lengde under 1 cm ble én prgver fra henholdsvis

melaninflekk, hjerte og muskel analysert for RNA fra PRV. Totalt ti fileter med
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melaninflekk med lengde under 1 cm ble analysert ved bruk av RT-qPCR. Relative verdier
av PRV-RNA funnet i prgvene er vist i figur 8. Prgve med hjerte fra fisk nummer 4

inneholdt minst RNA fra PRV og ble satt som kalibrator.
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Figur 8: Relative verdier av PRV-RNA for melaninflekk, hjerte og muskel fra fisk med melaninflekk
under 1 cm. Relative verdier av PRV-RNA identifisert ved RT-qPCR fra henholdsvis melaninflekk, hjerte og
rgd og hvit muskulatur fra fileter med melaninflekk med lengde under 1 cm. Hjerteprgve 4 hadde lavest
mengde virus og ble satt som kalibrator. Sgylene viser relative verdier av PRV-RNA # standardavvik.

RNA fra PRV ble detektert i kun én melaninflekk, mens to hjerteprgver inneholdt RNA fra
PRV som vist i figur 8. RNA fra PRV ble ikke detektert i hjerte eller muskel hos fisken som
hadde RNA fra PRV i melaninflekken. Flest prgver som inneholdt RNA fra PRV var
muskelprgver hvor seks av ti prgver var positive for RNA fra PRV. Av de seks
muskelprgvene hvor RNA fra PRV ble detektert, var det kun én hjerteprgve fra samme

filet som hadde RNA fra PRV (F5).
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4.3.3. Relative verdier for PRV-RNA for fisk med melaninflekker med lengde
over 2 cm

Totalt ti fileter hadde en melaninflekk i laksefileten over 2 cm, hvorav seks fisk hadde en
melaninflekk med lengde mellom 2 og 3 cm og fire fisk hadde en melaninflekk med lengde
over 3 vi. Fra disse fiskene ble melaninflekk, hjerte og muskel analysert for RNA fra PRV
ved bruk av RT-qPCR. Relative verdier av PRV-RNA funnet i prgvene er vist i figur 9.
Prgven med hjerte fra fisk nummer 4 i figur 11 hadde minst RNA fra PRV av alle prgvene

fra fisk med melaninflekk i fileten og ble satt som kalibrator.
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Figur 9: Relative verdier av PRV-RNA for melaninflekk, hjerte og muskel fra fisk med melaninflekk
over 2 cm. Relative verdier av PRV-RNA identifisert ved RT-qPCR fra henholdsvis melaninflekk, hjerte og
rgd og hvit muskulatur fra fileter med melaninflekk med lengde over 2cm. Hjerteprgve 4 fra figur 11 hadde
minst virus og ble satt som kalibrator. Sgylene viser relative verdier av PRV-RNA #* standardavvik.

Resultatene fra totalt ni prgver hvor RNA fra PRV ble detektert er vist i figur 9. RNA fra
PRV ble detektert kun i én melaninflekk, mens tre hjerteprgver var positive for RNA fra
PRV. Flest prgver som inneholdt RNA fra PRV var muskel hvor fem av ti muskelprgver var
positive. Fra de ni prgvene som inneholdt RNA fra PRV var kun melaninflekk- og
muskelprgve fra filet med melaninflekk med lengde over 3 cm (F10). De resterende
prgvene som inneholdt RNA fra PRV var fra fileter med melaninflekk med lengde mellom
2 og 3 cm. Av de fem muskelprgvene som var positiv for RNA fra PRV, var kun én av
prgvene fra en filet med melaninflekk med lengde over 3 cm. Totalt fire av de fem filetene

som hadde RNA fra PRV i muskel hadde ogsa RNA fra PRV i andre prgver. To av de
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positive muskelprgvene har et stort standardavvik, noe som skyldes darlige paralleller

mellom Cg-verdiene.

4.3.4. Deteksjon av enolase
Deteksjon av enolase ble gjort med RT-qPCR ved NFH. Ved en primertest ble seks cDNA-

prgver fra ulike organer med hgyt RNA-innhold valgt ut. Ingen av de seks prgvene som
ble brukt i primertesten viste malinger av enolase i PCR-mdlingene. Videre analyser av

ble derfor ikke gjennomfgrt

4.4 Blodkjemiske analyser
441 Laktat dehydrogenase (LDH)
Laktatdehydrogenase (LDH) ble testet som biomakrgr for melaninflekker i laksefilet. Malt

LDH i serumprgver fra fisker uten melaninflekker (n=10), fra fisker med melaninflekker
med lengde mellom 2 og 3 cm (n=6) og fra fisker med melaninflekker med lengde over 3
cm (n=4) er visti figur 10. En Unit for LDH (U/L) genererer 1,0 mol NADH per minutt ved
37°C ved a katalysere omdannelsen av laktat til pyruvat. Malingene er gjort pa

Sentrallaboratoriet ved Veterinaerhggskolen i Oslo
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Figur 10: LDH verdier for tre ulike melaningrupper. Serumprgver uten melaninflekker (n=10) hadde en
median pa 350 U/L.Melaninflekker pa 2-3 cm (n=6= hadde en median pa 366 U/L. Melaninflekker over 3
c¢m (n=4) hadde en median pad 280 U/L. Maksverdi for 0 cm var 509 U/L. Maksverdi for 2-3 cm var 383 U/L.
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Maksverdi for >3cm var 705 U/L. I boksene er 25% til 75% av maksverdien til gruppene vist. Uparet T-test
viste ingen signifikant forskjell (p < 0,05) mellom gruppene. Enhet er Units per liter (U/L).

Malt LDH i tre ulike melaningrupper basert pa melaninstgrrelsene fra tabell 7 er vist i
figur 10. LDH-verdiene i serumprgvene fra fisk uten melaninflekker i laksefileten hadde
en median pa 350 U/L. For melaninflekker med lengde mellom 2 og 3 cm var medianen
for LDH pa 366 U/L. Medianen for LDH i serumprgvene til melaninflekker med lengde
over 3 cm var pa 280 U/L. Maksverdien for LDH i serumprgvene til fileter uten
melaninflekker var 509 U/L. LDH ble malt til en maksverdi pa fisk 383 U/L hos
melaninflekker mellom 2 og 3 cm. Hos melaninflekker over 3 cm ble maksverdien for LDH
malttil 705 U/L. Boksene i figur 10 illustrerte 25% til 75% av maksverdi for de respektive
melaningruppene. Uparet T-test viste ingen signifikant forskjell (p > 0,05) mellom

melaningruppene.

4.4.2 Kreatinkinase (CK)
Kreatinkinase (CK) ble testet som biomakrgr for melaninflekker i laksefilet. Malt CK i

serumprgvene fra fra fisker uten melaninflekker i laksefileten (n=10), fra fisker med
melaninflekker med lengde mellom 2 og 3 cm (n=6) og fra fisker med melaninflekker med
lengde over 3 cm (n=4) er vist i figur 11. En Unit for CK (U/L) er mengden enzym som
omdanner 1 pmol fosfokreatin til Kreatin ved d overfgre en fosfogruppe fra fosfokreatin
tii ADP, og dermed fa ATP, per minutt ved pH 6.0. Malingene er gjort pa

Sentrallaboratoriet ved Veterinaerhggskolen i Oslo
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Figur 11: CK-verdier fra serum til tre ulike melaningrupper. Serumprgver uten melaninflekk (n=10)
hadde en median pa 11382 U/L. Melaninflekk mellom 2 og 3 cm (n=6) hadde median pa 22118 U/L.
Melaninflekk over 3 cm (n=4) hadde median pa 16831 U/L. Maksverdi for 0 cm var 18894 U/L. Maksverdi
for 2-3 cm var 29200 U/L. Maksverdi for >3cm var 42960 U/L. I boksene viste 25% og 75% av maksverdi
til gruppene. Uparet T-test viste ingen signifikant forskjell (p < 0,05) mellom gruppene. Enhet er Units per
liter (U/L).

Malt CK i tre ulike melaningrupper basert pa melaninstgrrelse fra tabell 7 er vist i figur
11. CK-verdiene i serumprgver fra fisker uten melaninflekker hadde en median pa 11382
U/L. For melaninflekker med lengde mellom 2 og 3 cm var CK-verdiene for medianen for
CKpd 22118 U/L. Medianen for CK-verdiene i serumprgver til melaninflekker med lengde
over 3 cm var pa 16831 U/L. Maksverdi for CK fra serumprgver til fisk uten melaninflekk
var 18894 U/L. Serumprgver fra melaninflekk mellom 2 og 3 cm viste en maksverdi for
CK pd 29200 U/L. Hos melaninflekker over 3 cm var maksverdien for CK pa 42960 U/L.
Boksene til figur 11 illustrerte 25% til 75% av maksverdien CK for hver melaningruppe.

Uparet T-test viste ingen signifikant forskjell (p > 0,05) mellom gruppene.
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5. Diskusjon
Melaninflekker forekommer i én av fem oppdrettslaks som har blitt slaktet langs

norskekysten [3]. I de senere ar har forekomsten av melaninflekker gkt dramatisk, noe
som fgrer til negative konsekvenser for oppdrettsnaeringen. Melaninflekker i laksefileten
er et alvorlig kvalitetsproblem som koster naeringen omtrent én milliard norske kroner i
aret [6]. I tillegg til dette kan melaninflekkene skade naeringens omdgmme og langsiktige
kontrakter med Kjgpere kan ga tapt. I de senere arene er det blitt gjort mye forskning pa
hva som forarsaker melaninflekker i laksefileten og en tidlig identifisering av
melaninflekkene vil kunne bidra til 3 bestemme tidspunktet for nar melaninflekken
oppstar [60]. P4 denne maten kan andre faktorer som kan pavirke melaninforekomsten
lettere oppdages. En tidlig identifisering vil veere gunstig for oppdrettsnzeringen ved at de
unngar a selge fisk med melaninflekker og dermed unngar klager og reklamasjon pa deres
produkt [5, 60]. Hovedmalsettingen i denne oppgaven har veert & sammenligne ulike
metoder for identifisering av melaninflekker i slaktefisk. Metodene som ble brukt var
histologi, kvantitativ Real-Time PCR (RT-qPCR) og blodkjemiske analyser av serum. Det
ble gjort histologiske undersgkelser av hjerte, nyre, lever, pankreas, rgd og hvit
muskulatur og melaninflekk samt RT-qPCR-analyser av melaninflekk, hjerte og rgd og
hvit muskulatur. Disse undersgkelsene ble gjennomfgrt pa Norges Fiskerihggskole ved
Universitetet i Tromsg- Norges arktiske universitet. Serumprgver ble sendt inn til
Sentrallaboratoriet pa Veterinaerhggskolen i Oslo for analyser for enzymene laktat
dehydrogenase (LDH) og kreatinkinase (CK). Prgvene ble tatt ut gijennom seks prgveuttak
fra Lergy Auroras slakteri pd Skjervgy.

5.1. Visuelle resultater
Resultatene viste at 36 av de 135 fiskene som ble undersgk hadde melaninflekker i

laksefileten. Dette tilsvarer enn prevalens pa 26,7%, noe som er hgyere enn bade Nofima
sine registreringer [5] og Lergy Aurora sine egne produksjonstall (tabell 6). Koppang et
al. 2005 fant en prevalensen pa melaninflekker mellom 10 og 30% i sin studie [44].
Melaninflekkene ble fordelt i fire forskjellige grupper etter stgrrelse i henhold til Bjgrgen
et al. sineobservasjoner av stgrrelse pa melaninflekkene [39]. De fleste observasjonene
som ble gjort viste melaninflekker under bukhinnen med stgrrelse mindre enn 3 cm. Dette
stemmer godt overens med de registreringene Nofima gjorde mellom 2011 og 2015 [5].

Vare observasjoner viste flest melaninflekker med stgrrelse under 1 cm, mens lavest
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antall melaninflekker ble malt for flekker med lengde over 3 cm. Larsen et al. 2012
observerte melaninflekker fra et par millimeter til flere centimeter i sin studie [59].
Stgrrelsen pa melaninflekken ble vurdert som lengdemal der melaninflekken var lengst.
Alternativ kunne melaninflekkene ha blitt gradert ut fra areal eller volum. Badde areal og
volum ville gitt en bedre indikasjon pa hvor stor melaninflekken var, spesielt volum ville
veert interessant, siden det registrerer hvor dypt melaninflekken stikker i muskulaturen.
Hvor dypt melaninflekken stikker i muskulaturen er viktig for oppdretteren som har
mulighet til & trimme bort melaninflekken. Sitter melaninflekken dypt i muskulaturen vil
en stor del av fileten fjernes og fileten er ikke like attraktiv for kjgperen. Hverken Koppang
et al. eller Larsen et al. brukte areal eller volum for & bestemme stgrrelsen pa
melaninflekken [44, 59]. Arsaken til at vi ikke brukte areal og volum i stedet for lengde,
var den raske produksjonen pa slakteriet som gjorde at vi da ikke ville rukket a undersgke
mange nok fisk. I Igpet av et dggn slaktes oppdrettslaks fra minst to ulike lokaliteter hvor
den ene lokaliteten tilhgrte Lergy, mens den andre tilhgrte Salmar. Siden denne oppgaven
var et samarbeidsprosjekt med Lergy, var det kun Lergy sin laks som ble undersgkt.
Lergys slakteri pa Skjervgy slakter nesten 4000 fisk i timen og all laks var slaktet i lgpet
av 7 timer. Siden det ikke er mulig & se om en laks har melaninflekker i laksefileten fra
utsiden, var det viktig & undersgke sd mange fisk som mulig for & f4 s3a mange
melaninflekker som mulig til videre analyser. For a rekke a undersgke sa mange fisk som
mulig var det raskere a male lengden pa melaninflekken, enn a male arealet og volumet

pa melaninflekken.

Informasjonen fra Lergy (Tabell 6) viste en sd lav prevalens for melaninflekker at en antok
at det ville veere vanskelig d fa nok analysemateriale. Det var derfor viktig & undersgke et
hgyt antall fisk. En arsak til at var prevalens var hgyere enn Lergy sine kan skyldes den
subjektive vurderingen som vi gjorde sammenlignet med Lergy sine registreringer. Lergy
registrerte antall melaninflekker fra 100 fileter fortlgpende pa samlebandet hvor fokuset
er & finne melaninflekker som kan nedklassifisere laksefileten [Pers. med @ystein
Skallebg]. I vart tilfelle ble fileten grundigere undersgkt og det kan ha fgrt til at flere
melaninflekker med lengde under 1 cm ble oppdaget og prevalensen ble dermed gkt. Det
kan tenkes at melaninflekker under bukhinnen, som har lettere for a skjule seg, kan bli
oppdaget i vare registreringer, men ikke registrert hos Lergy. I tillegg til dette befant de
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fleste av melaninflekkene med stgrst lengde pa under 3 cm seg bak bukhinnen.
Melaninflekkene over 3 cm ble observert over laterallinjen i loinsen. Observasjonene fra
slaktelinjen viste at det forekom flest melaninflekker med lengde under 1 cm. Vare
observasjoner viste at det forekommer like mye melaninflekker i bade hgyre og venstre

filet. Dette stemmer godt overens med Nofimas registreringer [4].

Produksjonsdata fra Lergy viste pavisning av HSMB hos fisk i én av merdene.
Observasjoner gjort av fagpersonell, fra Lergy, opplevde ingen gkt dgdelighet eller andre
symptomer som skulle tilsi at det var et HSMB-utbrudd i merden. Til tross for at fisken
hadde pavist HSMB ble ikke dette ansett som et HSMB-utbrudd [Pers med. Eirik Monsen].
Fisk fra denne merden ble tatt ut ved det siste prgveuttaket. Til tross for pavisningen av
sykdommen, hadde ikke prgveuttaket gkning i antall fisk med melaninflekker i

laksefileten sammenlignet med de fem andre prgveuttakene.

5.2. Histologi
Vi har analysert sma og store melaninflekker med hensyn til nekrotiske muskelceller og

vev. Utgangspunktet vart var at store melaninflekker ga flere nekrotiske celler i
melaninflekken enn smad melaninflekker. Resultatene vare viste ingen forskjell i antall

nekrotiske muskelceller hos sma og store melaninflekker.

Fra et organ blir tatt ut av fisken til det er et ferdig histologisk preparat, er det en del trinn
hvor det kan oppsta feil. De fleste av melaninflekkene var smd, noe som kunne gjgre det
vanskelig a fa skdret ut den midterste delen av melaninflekken til videre
histologiundersgkelse. Ved undersgkelse av histologisnitt som viste nekrotiske
muskelceller, kan det observeres intakte muskelceller i ytterkanten av nekrosen. Om
snittet ble lagt feil er det derfor ikke usannsynlig at noen av de snittene som viste normalt
muskelvev kunne ha nekrotiske muskelceller pa andre steder enn det som ble observert
i snittet. Sannsynligheten for at dette kunne skje var stgrre hos de sma melaninflekkene

enn for de store.
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De samme histologiske preparatene av de sma og store melaninflekkene ble ogsa
analysert med hensyn til betennelse og betennelsesceller i muskulaturen. Her var ogsa
vart utgangspunkt at de stgrre melaninflekkene hadde mer betennelse og
betennelsesceller enn de sma. Resultatene vare viste at nesten alle preparatene fra bade
sma og store melaninflekker var fri for betennelse og betennelsesceller. Av de
preparatene som hadde betennelse og betennelsesceller, var det heller ingen forskjell
mellom sma og store melaninflekker. En annen potensiell arsak til lavere grad av
betennelse og betennelsesceller kan vaere at det er mindre virus til stede. Det er kjent at
makrofager fagocytterer dgde celler og reparere skaden, mens immunceller fra det
adaptive immunsystemet blir aktivert av cytokiner utskilt fra celler infisert av virus eller
bakterier [96]. Om den nekrotiske muskelskaden har oppstatt uten virus eller bakterier

til stedet kan det tenkes at kun makrofagene blir aktivert for a reparere.

Den siste parameteren de histologiske preparatene ble analysert med hensyn til var
melaninholdige celler i muskulaturen. Melaninholdige celler gir laksefileten de brun-
svarte flekkene og i stor grad definerer melaninflekken som liten eller stor Vare
resultater viste ingen forskjell i antall melaninholdige celler i sma melaninflekker
sammenlignet med stgrre melaninflekker. Noe av grunnen til det kan veere at
melanomakrofager har en dendrittisk form som er karakteristisk for cellene. Denne
karakteristiske formen, sammen med det brun-svarte melaninpigmentet, kan gjgre at
cellene forveksles med urenheter i snittet som ikke ble fjernet under preparering av
snittene. Slike urenheter blir svarte ved observasjon i lysmikroskop. En slik forveksling
kan ha innvirkning pa registreringene av melaninholdige celler i scoringssystemet hvis
denne urenheten blir telt som melanomakrofag ved en feiltagelse. P4 den maten vil
histologipreparatet registrere flere melaninholdige celler enn det faktisk inneholdt. For a
sikre seg mot dette burde snittene blitt holdt tilstrekkelig lenge i HistoClear slik at
debrisen ble vasket bort. En annen metode for a sikre seg mot denne feilkilden vil veere a
farge snittene etter Masson-Fontana-melanin metoden. Denne metoden farger spesifikt
melaninpigment, i motsetning til Hematoxylin og Eosin som farger cellekjernene lilla og

cytoplasma rosa [97].
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Betennelse og betennelsesceller ble observert i mindre grad sammenlignet med nekrose
og melanin. I de fleste histologisnittene fra de ulike melaninstgrrelsene ble ingen
betennelse og betennelsesceller registrert. Det kan tenkes at betennelse og
betennelsesceller bruker lengre tid pa a respondere pa nekrosen. Melanomakrofager har
uttrykker MHC klasse II og kan dermed fungere som APC [21, 98, 99]. Andre
melaninproduserende melanocytter har vist 8 ha MHC klasse II og kan ogsa fungere som
APC [32]. Det kan derfor tenkes at betennelse og betennelsesceller kan gke i omfang i
melaninflekken. Noe som motsier denne pastanden er at melaninflekken er en kronisk
betennelse [3, 5]. Det betyr at betennelsen har vert i melaninflekken over en lengre
periode ved at betennelsen har gatt fra a veere akutt til 4 bli kronisk. Badde Bjgrgen et al.
og Larsen et al. observerte kroniske granulomatgse betennelser med stor infiltrasjon av
melaninholdige celler [39, 59]. De mer akutte betennelsene viste mindre infiltrasjon av
melaninholdige celler[39, 59]. De observasjonene som ble gjort i vare
histologiundersgkelser viste at bade smad og store melaninflekker hadde kronisk
betennelse. Det har blitt gjort en annen studie hvor melaninflekker fra slaktelinjen har
blitt undersgk [44]. Denne studien fant ogsd nekrotiske muskelceller med
melanomakrofager tydelig til stede. I tillegg fant studien typiske betennelser og

betennelsesceller i melaninflekken

Resultatene fra de histologiske undersgkelsene viste at bade sma og store melaninflekker
er kroniske betennelser med nekrotiske muskelceller og infiltrasjon av melaninholdige
celler. Det var ingen forskjell i graderingen av sma og store melaninflekker med tanke pa
nekrotiske muskelceller, tilstedeveerelse av betennelse og betennelsesceller og

melaninholdige celler.

Det ble analysert histologiprgver av hjerte, rgd og hvit muskulatur og pankreas med
hensyn til differensialdiagnostikk av fiskesykdommene Hjerte-Skjelett-Muskel-
betennesle (HSMB), Pancreas Disease (PD) og Kardiomoypati (CMS). Dette er tre
sykdommer som lett kan forveklses med hverandre og alle tre har vist seg a gi eller

medvirker til melaninflekker i laksefileten [5, 39, 40, 100]. Resultatene fra de histologiske
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undersgkelsene viste at ingen av de undersgkte organene hadde pavisning av noen av

fiskesykdommene.

En svakhet i denne histologiske undersgkelsen var at kun ventrikkelen av hjerte ble
undersgk. Atrium er den delen av hjerte som blir fgrst affisert av CMS fgr den spongigse
delen av ventrikkelen blir affisert [50, 58, 100]. Til tross for at kun ventrikkelen ble
undersgkt kan sykdommene HSMB og CMS likevel skilles fordi CMS affiserer kun den
spongigse delen av ventrikkelen, mens HSMB affiserer bade kompakte og spongigse
delen. PD affiserer bade spongigs og kompakt del av ventrikkelen, men skiller seg fra
HSMB ved a affisere pankreas[50, 90, 100]. Dette betyr at feilkilden ikke ngdvendigvis har
den stgrste betydningen, men en undersgkelse av atrium ville gitt en sikrere diagnostikk

av de undersgkte fiskene.

Det var forventet at ingen av fiskene hadde akutte nekrotiske skader i acinarcellene i
pankreas. Akutt nekrotisk skade er vanlig ved pavisning av PD som er en strengt
kontrollert sykdom og en slik nekrotisk vevskade finnes normalt ikke nord for Nord-
Trgndelag. Ved pavisning av PD nord for Nord-Trgndelag blir all fisk slaktet umiddelbart
for & unnga smitte nordover. Siden alle prgvene kom fra fisk oppdrettet i omradet rundt
Tromsg var det ikke stor sannsynlighet for & finne PD [3]. CMS og HSMB er
fiskesykdommer som finnes i Nord-Norge. Det ble ikke pavist CMS hos fisken gjennom
produksjonssyklusen verken av fagpersonell fra Lergy eller ved histologiske
undersgkelser av veterinaerinstituttet. HSMB ble derimot pavist av veterineerinstituttet i
en av merdene under produksjonssyklusen. Siden HSMB kun var pavist og ikke definert
som utbrudd er det usikkert om hvor mange fisk som hadde denne pavisningen. Siden det
ble tatt ut et begrenset antall fisk ved hvert prgveuttak, kan det veaere at noen av fiskene
som faktisk hadde HSMB symptomer ikke ble undersgkt. Det kan derfor veere en
tilfeldighet at ingen av fiskene som ble plukket ut ved det siste prgveuttaket ble registrert
for HSMB. Vare resultater viste at ingen av de undersgkte fiskene hadde symptomer pa

HSMB, CMS eller PD.
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5.3. Real-Time Kvantitativ PCR
Metoden RT-qPCR ble brukt for & bestemme mengden RNA fra Piscine orthoreovirus

(PRV) i pr@ver fra hjerte, melaninflekk og muskel fra laksefilet med og uten melaninflekk
ble analysert. PRV blir ansett som en medvirkende drsak til at melaninflekker oppstar i
laksefileten [39]. Vare resultater fra analysen viste ingen signifikant forskjell i mengden
RNA fra PRV mellom prgvene fra hjerte, muskel og melaninflekker fra fileter med
melaninflekker og fra muskel uten melaninflekker. Terskelverdien signaliserer en
signifikant gkning i amplikon sammenlignet med baseline. Vanligvis blir denne
terskelverdien satt til 10 ganger hgyere enn standardavviket til baseline [91]. Hvor mange
ganger DNA ma kopieres opp for a nd denne terskelverdien kalles Cq-verdi (quantification
cycle). En prgve med lav Cq-verdi betyr at DNA er kopiert opp feerre ganger enn en prgve
med hgy Cq-verdi for a na terskelverdien. En prgve med lav Cq-verdi inneholder derfor i
utgangspunktet mer DNA enn prgven med hgy Cq-verdi [91]. Lgvoll et al. definerte en
prgve som positiv for PRV ved en Cq-verdi under 28 [101]. Dette var lavere enn var
laveste Cq-verdi som ble malti prgven med feil mengde cDNA fra muskel fra fisk nummer
4 uten melaninflekk i fileten pa 32,48 (Appendiks IV). Garseth et al. derimot ansa alle
prgver med en lavere Cq-verdi enn 40 som positive for PRV [102]. Bjgrgen et al. hadde en
Cqg- verdi hos de positive PRV-prgvene pa 20, dette ga en gkt prevalens pa
melaninforandringer pa mellom 40 og 90% for de ulike testgruppene [39]. I de
testgruppene hvor Cqg-verdien 13 pa 32 var prevalensen pa melaninforandringer i fileten
pa 3% [39]. En potensiell arsak til hgye Cq-verdier for positive prgver, kan vere lite
prgvemateriell. Mengden organ i hver prgve ble tatt ut etter anbefaling fra Patogen
Analyse AS hvor prgvene tilsvarte en stgrrelse pa et fyrstikkhode. Organbiten ble estimert
til & ligge rundt 10 mg, mens kitets leverandgr, Qiagen, anbefalte prgvemateriale pa over
30 mg. Det kan tenkes at med mer prgvemateriell ville resultatene fra PCR-analysene gitt
lavere Cg-verdier som igjen gir andre relative verdier for RNA fra PRV mellom de ulike
prgvene. @konomi hadde ogsa en innvirkning pa stgrrelsen pa prgvematerialet. For a
sikre god fiksering av organet var det viktig at organet ble lagt i tilstrekkelig mengde
RNAlater slik at Igsningen fikk trengte godt inn i vevet, slik at organbiten matte veere liten
for at mediet skulle trenge godt inn i organet. For a sikre at organet ble tilstrekkelig fiksert
ble organet i tillegg delt i to. Riktignok ga de fleste av prgvene, spesielt prgver fra hjertet,
god mengde med RNA fra RNA-isoleringen. Av de 18 prgvene som var positiv for RNA fra
PRV og som ble tatt fra fisk med melaninflekk i, inneholdt prgven med riktig mengde
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cDNA fra muskel til fisk nummer 4 med melaninflekk med lengde under 1 cm hgyest Cg-
verdi. Denne prgven ble dermed satt som en kalibrator som de resterende prgvenes

relative verdi ble sammenlignet mot.

Nar data ble analysert, ble det oppdaget at enkelte av de negative kontrollene
(vannprgvene) var blitt kontaminert. Det viste seg at noen av prgvene som ble analysert
for PRV ogsa til en viss grad hadde samme kontaminasjon som den negative kontrollen.
For 3 skille mellom kontaminerte og positive prgver, ble smeltekurven til hver enkelt
prgve undersgkt. Smeltekurven viste ved hvilken temperatur den dsDNA gar fra
hverandre og blir ssDNA [103]. Amplikon inneholder cytosin, guanin, tymin og adenin
hvor cytosin og guanin danner basepar og tymin og adenin danner et annet basepar.
Bindingene mellom cytosin og guanin dannes av tre hydrogenbindinger, mens tymin og
adenin bindes sammen av to hydrogenbindinger. De tre hydrogenbindingene mellom
cytosin og guanin gjgr at det kreves mer energi for a fa skilt baseparet ifra hverandre
sammenlignet med de to hydrogenbindingene mellom adenin og tymin. RT-qPCR-prgver
som inneholder mye cytosin og guanin vil derfor smelte ved en hgyere temperatur enn
prgver med mye adenin og tymin [103]. Den kontaminerte negative kontrollen viste en
topp pa smeltekurven rundt 75°C hvilket var 4°C lavere enn toppen pa smeltekurven hos
de andre prgvene. Prgvene med en topp pa smeltekurven rundt 79°C ble dermed regnet
som positive for PRV.Ifigur 9 har to av prgvene et stort standardavvik, altsa stor variasjon
mellom triplikatene. Arsaken til det store standardavviket kan tenkes 4 vaere at én eller
to av triplikatene til prgven var kontaminert pa samme mate som den negative kontrollen.
For at disse prgvene fortsatt skal regnes som positive for PRV, ma en eller flere av

triplikatene til prgven ha en topp i smeltekurven pa 79°C.

Resultatene viste at alle organene, bortsett fra hjerte fra fisk uten melaninflekk i fileten,
hadde pavist RNA fra PRV. Gruppen med flest positive prgver var muskelprgver fra
laksefilet med en melaninflekk med lengde under 1 cm. Et interessant resultat var at tre
av prgvene som ble regnet som positiv kom fra muskulatur i laksefileter uten
melaninflekk. Disse prgvene hadde i tillegg hgyere relativ verdi, som betyr at de

inneholder mer RNA fra PRV, enn prgvene fra melaninflekkene. Kun to melaninflekker
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var positiv for RNA fra PRV. Av disse to prgvene var én av prgvene fra melaninflekk med
lengde under 1 cm, mens den andre var fra en flekk med lengde over 3 cm. Prgven fra
melaninflekk med lengde under 1 cm hadde en hgyere relativ verdi enn prgven fra
melaninflekk med lengde over 3 cm. Det betyr at prgven med melaninflekk med lengde
under 1 cm inneholdt mer virus enn prgven med melaninflekk med lengde over 3 cm.
Studien til Bjgrgen et al. viste at PRV- antigener var representert i melanomakrofager og
makrofag-lignende celler i den granulomatgse betennelsen i melaninflekken [39]. Hvor
mye vekt som bgr legges pa dette resultatet er usikkert. Totalt ble det analysert 20 prgver
fra melaninflekker med lengde under 1 cm og med lengde over 3 cm der 18 av prgvene
ble ansett som negative. Til sammenligning med Bjgrgen et al. viste vare resultater ingen
forskjell mellom fisk med melaninflekk og fisk uten melaninflekk[39]. Noe av grunnen til
at vare resultater ikke samsvarer med Bjgrgen et al. kan veere at forskjellige organer ble
brukt for a identifisere PRV. Bjgrgen et al. brukte blod og melaninflekk for & detektere
PRV i atlantisk laks (S. salar)[39]. Finstad et al. viste at erytrocytter er primarmalet for
PRV[52]. Dette ble bekreftet i Wessel et al. sin studie som viste at PRV replikeres i
erytrocyttene [53]. Hvor mye valg av organ har a si for identifisering av PRV er usikkert

ettersom Lgvoll et al. 2012 brukte hjerte pa a identifisere PRV[101].

Til tross for at vare PCR-resultater ikke stemmer overens med Bjgrgen et al. er det en
interessant bemerkning at vare PCR-resultater stemmer overens med graderingen av de
histologiske snittene. De histologiske snittene viste en sparsom grad av betennelse og
betennelsesceller. Betennelsesceller blir aktivert av celler som er infisert av virus ved at
de infiserte cellene sender ut cytokiner som tilkaller betennelsescellene. Den sparsomme
graden av betennelse og betennelsesceller i de histologiske snittene kan tyde pa at

melaninflekkene inneholdt lite virus [Pers. med. Prof Roy Dalmo].

[ en primertest ble seks prgver som inneholdt mye RNA, og som ga et godt resultat ved
utrykking av elongeringsfaktor EF-1, valgt ut til & teste de tre ulike primerne for beta-
enolase. Resultatet fra den primertesten var kun malt bakgrunnsstgy og ingen uttrykk av
enolase. Som en fglge av dette resultatet, ble ikke flere prgver analysert. Arsaken til at

beta-enolase ikke ble uttrykt kan veere at beta-enolase ikke var i prgven. Dette er lite trolig
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siden enolase er et viktig enzym i glykolysen og finnes derfor i alle celler [85]. Mest
sannsynlig stemte ikke primernesekvensene med cDNA i prgvene slik at

primersekvensene ikke bandt seg til cDNA og replikasjonen kunne starte.

5.4. Blodkjemiske analyser
Serumprgvene ble analysert for laktat dehydrogenase (LDH) og kreatinkinase (CK) med

hensyn til smd og store melaninflekker i laksefileten. Vare resultater viste ingen
signifikant forskjell for LDH og CK i serum ved fraveer av melaninflekk og ved stor
melaninflekk. Figur 11 viste riktignok en stigning i CK fra gruppen uten melaninflekk og
for gruppen med melaninflekker med lengde over 3 cm. Hvor stor vekt som kan legger pa
dette er usikkert, siden gruppene bestar av fa fisk. Grunnen til det er at et lavt antall
prgver gir ikke et godt utgangspunkt for en god statistisk analyse. Ved et lavt antall prgver
vil de individuelle forskjellene mellom prgvene ha stor innvirkning pa utfallet av
resultatet. Om antallet prgver hadde veert hgyere hadde dette redusert pavirkningen hver
enkelt prgve har pa resultatet i den statistiske analysen. Om man likevel skal tolke
resultatene for CK kan det tenkes at de stgrre melaninflekkene gir hgyere CK i serum enn
mindre melaninflekker og ingen melaninflekker. Riktignok brukte Kent et al. totalt 20 fisk
i en studie for d undersgke hvordan Atlantisk laks reagerte pa a bli trengt sammen for en
kort periode [88]. CK ble brukt som biomakrgr i denne studien for & male eventuell
forskjell mellom kontrollgruppen og testgruppen. Yousaf et al. hadde totalt syv
forskjellige testgrupper hvor testgruppen med feerrest fisk inneholdt 16 fisk og
testgruppen med flest fisk inneholdt 31 fisk [77].

Flere serumprgver hadde ngdvendigvis ikke gitt en annen median, men det kan tenkes at
flere serumprgver ville ha gitt kortere avstand mellom maksimalverdi og 75% av
maksimalverdi og tilsvarende kortere avstand mellom bunnverdi og 25% av
maksimalverdi. En kortere avstand mellom maksverdi, 75% av maksverdi, median og
25% av maksverdi vil gi et klarere bilde pa den reelle mengden LDH og CK i serum for
melaningruppen. En potensiell feilkilde som kan ha hatt innvirkning pa LDH i serum, kan
ha oppstatt ved at erytrocyttene har blitt utsatt for en rgff behandling og dermed blitt
gdelagt. Erytrocyttene har LDH i cytoplasma og ved en hemolyse sa vil LDH slippes ut i

serum [104]. Turen fra slakteriet pa Skjervgy til Norges Fiskerihggskole tok mellom 3,5
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og 4 timer hvor blodprgvene kan ha blitt forstyrret og fart til gdeleggelser av
erytrocyttene. Hemolyse er vanskelig 4 unnga i blodprgver, men en studie gjort av Grasser
og Sundell viste at en liten grad av hemolyse har trolig ikke innvirkning pa mengden LDH

i serum [105].

LDH og CK har en begrenset holdbarhet i serum og kan males kun i en viss periode etter
at en vevskade har oppstatt. Kemp et al. viste at varigheten til LDH og CK i serum er
henholdsvis syv til ti dager for LDH og tre til fire dager for CK [63]. Det betyr at tidspunktet
for blodprgvetakingen er viktig for a registrere forskjell i LDH og CK i serum ved
nekrotiske vevsskader. En melaninflekk har vist seg a veere en kronisk betennelse hvilket
betyr at det har veert en skade i muskulaturen over en lengre periode [21]. Det kan ha fart

til at mengden enzym har sunket ned til normale verdier fgr blodprgvene ble tatt.

Vare resultater viste ingen signifikant forskjell mellom melaningruppene, hvilket betyr at

LDH og CK fungerer darlig som biomarkgrer for melaninflekker i laksefileter.

5.5. Forslag til videre forskning
For videre forskning bgr det utvikles et prosjekt som undersgker LDH og CK fra serum

gjennom hele produksjonsfasen hos Atlantisk laks (S. salar). Et sant prosjekt vil avklare
om LDH og CK faktisk slipper ut i serum ved nekrotisk skade fra melaninflekkene. Mange
studier viste at LDH og CK slippes ut i serum ved nekrotiske skader, og ved et
langtidsprosjekt som dette, vil det vaere mulig a se hvilke andre ytre faktorer som kan
medvirke til melaninflekker i laksefileten. Slike faktorer kan veere miljg, oksygendropp
eller andre stressituasjoner. Berg et al. 2006 viste at fisk som befant seg i sjgvann i tanker
pa land fikk feerre melaninflekker under bukhinnen enn fisk som befant seg i sjgvann i
merden. Studien konkluderte med at det er forholdene i sjgen som forarsaker
melaninflekkene [38]. I et sant prosjekt har man ogsa mulighet til 3 teste for uttrykk for
tyrosinase og DTC i laksen. Det er godt dokumentert at tyrosinase og DTC er oppregulert
imelanogenesen [20, 25, 33, 34, 36]. Undersgkelser av disse to enzymene kan underbygge
resultatet av LDH og CK analysene fra samme prosjekt. De rgde melaninflekkene har blitt

sett pa som forlgperen til de svarte melaninflekkene, men det er fortsatt ukjent nar de
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rgde melaninflekkene blir svarte [39]. En undersgkelse av tyrosinase og DTC i tillegg til
LDH og CK kan kanskje gi svar pa dette. I et slikt prosjekt kan det gjgres et nytt forsgk pa
a utvikle primere for enolase. Nye primerne kan gi bedre svar pa om enolase, mest
sannsynlig beta-enolase, fungerer som en god biomarkgr for identifisering av

melaninflekker.

Hvis PRV er en sterk medvirkende arsak til melaninflekker i laksefilet, kan utvikling av
PRV-vaksine vare et godt forslag. En PRV-vaksine vil veere meget gunstig for a redusere
forekomsten av melaninflekker i laksefileten, men ogsa redusere forekomsten av HSMB-
utbrudd.
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6. Konklusjon

Vare resultater viste hgyere forekomst av melaninflekker i laksefileten enn
registreringene til Lergy Aurora AS og hgyere enn Nofima sine registreringer for

forekomst av melaninflekker for Nord-Norge.

Histologiske undersgkelsene viste ingen sammenheng mellom nekrotiske
muskelceller, tilstedevaerelse av betennelse og betennelsesceller og

melaninholdige celler i sma og store melaninflekker.

PRV ble detektert i laks hvor muskulatur til fisk med melaninflekker i laksefileten
hadde flest positive prgver. Ingen forskjell mellom fisk med melaninflekk og fisk

uten melaninflekk

Ingen av de tre primersettene for beta-enolase som ble testet i primertesten viste

resultater.

LDH og CK i serum viste ingen signifikant forskjell mellom fileter med og uten
melaninflekker, men CK hadde en gkning hos fisk med stor melaninflekk i fileten

sammenlignet med fisk uten melaninflekker.

Resultatene fra denne mastergradsoppgaven viste at melaninflekker ble pavist
makroskopisk ved slaktelinjen pa slakteriet og mikroskopisk ved histologiske

undersgkelser.
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Reagenser

Reagenser

Creatine kinase Activity Assay kit

CK Assay Buffer

CK Enzyme mix

CK Substrat soulution

DNase

Eosin

Eukitt

Fast SYBR green mastermix
Formaldehyde

Hematoxylin

HistoClear

Lactate dehydrogenase Activity Assay kit
LDH Assay buffer

LDH Positive control

LDH Substrat miks

Paraffin Histowax

QuantiThech® Reverse Transcription Kit
Quantiscript RT Buffer

Quantiscript Reverse Transcriptase

Quantiscript RT primer mix

Produsent

Sigma- Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Qiagen

Thermo Fischer Scientific
Fluka Analytical

Applied biosystems
Sigma-Aldrich

Thermo Fischer Scientific
National Diagnostics
Sigma- Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma- Aldrich

Histolab products AB
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen



RNAlater
RNase-fritt vann
RNeasy Mini Kit
RNeasy RLT Buffer
RNeasy RPE Buffer
RNeasy RW1 Buffer
Ultra Pure Water

2- Mercaptoethanol
96% etanol

99,98% etanol
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Ambion, Life Technologies
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Biochrom AG
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
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Appendiks II

Lgsninger

Lgsninger til Real-Time kvantitativ PCR

Genomisk DNA-eliminering

gDNA Wipeout buffer, 7x
RNase-fritt vann

Templat RNA

2 pl x antall prgver
7 ul x antall prgver

5 plx antall prgver

Totalt reaksjonsvolum

14 ul

Reverse- transcription master mix

Quantiscript Reverse Transcriptase
Quantiscript RT buffer
RT primer mix

Templat RNA

1 pl x antall prgver
4 pl x antall prgver
1 pl x antall prgver

10 pl x antall prgver

Totalt reaksjonsvolum

20 pl x antall prgver

Master mix for Real-Time kvantitativ PCR

SYBR® Green
Primer FW
Primer RW
Nuc Hz0

cDNA templat

7,5 ul x antall prgver
0,8 pl x antall prgver
0,8 pl x antall prgver
0,9 ul x antall prgver

5 pl x antall prgver

Totalt reaksjonsvolum

15 pl
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Lgsninger til serumanalyser pa Norges Fiskerihggskole

Laktat dehydrogenase

Master Reaction Mix for Laktat dehydrogenase (LDH)

LDH Assay Buffer 48 pl x antall prgver
LDH Substrate Mix 2 ul x antall prgver
Totalt reaksjonsvolum 50 pl

Kreatinkinase

Reconstituted Reagent for Kreatinkinase (CK)

Assay Buffer 100 pl x antall prgver
Substrate Solution 10 pl x antall prgver
Enzyme mix 1 pl x antall prgver

Totalt reaksjonsvolum 111 pl
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Appendiks III
Histologi

Gradering av melaninsnitt. 36 melaninflekker av fire ulike stgrrelser ble preparert og gradert for
nekrotiske muskelceller, betennelse og betennelsesceller og melaninholdige celler. Tabellen viste
pregveuttak, melaninstgrrelse og graderingen av hvert enkelt melaninsnitt.

Fisk Prgveuttak Melaninstgrrelse Nekrose Inflammasjon Melaninholdige

(nr) (nr) (cm) celler
1 1 1-2 3 2 1
2 2 >3 1 0 1
3 6 <1 0 0 0
4 4 <1 0 0 1
5 5 2-3 0 0 1
6 1 2-3 2 1 2
7 1 <1 1 0 1
8 1 1-2 1 0 1
9 4 2-3 0 0 2
10 4 <1 0 1 1
11 6 <1 0 0 1
12 6 >3 1 0 1
13 6 1-2 0 1 2
14 6 >3 3 1 2
15 6 <1 1 1 2
16 3 1-2 3 1 2
17 1 1-2 1 0 1
18 5 <1 0 0 1
19 4 <1 1 0 1
20 2 1-2 1 0 2
21 2 1-2 2 0 2
22 3 <1 1 0 2
23 4 <1 1 0 0
24 6 1-2 2 1 0
25 1 >3 2 0 0
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<1

26
27
28
29
30
31

<1

2-3

2-3

1-2

1-2

2-3

32

<1

33

<1

34
35
36

1-2

<1
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Appendiks IV
Cqg-verdier for RNA fra PRV malti RT-qPCR

Cq-verdier for RNA fra PRV malt i RT-qPCR. 84 prgver av hjerte, melaninflekk, muskel fra fileter med og
uten melaninflekk. PH; Positiv hjerte fra melaninflekk over 3cm. PH-1; Positiv hjerte fra melaninflekk under
1 cm. PM; Positiv muskel fra melaninflekk over 3 cm. PM-1; Positiv muskel fra melaninflekk under 1 cm.
ME; melaninflekk over 3 cm. ME-1; melaninflekk under 1 cm.

Prgve Gjennomsnitt Prgve Gjennomsnitt Prgve Gjennomsnitt
Cq Cq Cq

F11H Undetermined PM10 36,159 PM11-1 32,726
F12H 37,788 PH11-1 35,132 ME11-1 35,458
F13H 39,636 PM1-1 32,822 ME1 34,871
F14H* 33,82 ME1-1 35,451 ME2 35,778
F15H 37,537 PH1-1 35,406 ME3 34,826
F16H 39,365 PM2-1 32,785 ME4 35,142
F17H Undetermined ME2-1 35,633 MES5 34,929
F18H 37,608 PH2-1 35,025 ME6 35,37
F19H 39,332 PM3-1 33,851 ME7 34,915
F20H 36,79 ME3-1 35,231 MES8 35,615
F11M 36,865 PH3-1 35,164 ME9 35,034
F12M 35,549 PM4-1 36,431 ME10 34,331
F13M 37,461 ME4-1 35,6 PH1 35,189
F14M 32,48 PH4-1 34,616 PH2 35,133
F15M 33,419 PM5-1 32,7 PH3 35,033
F16M Undetermined ME5-1 35,415 PH4 35,181
F17M 34,403 PH5-1 35,665 PH5 34,665
F18M 37,169 PM6-1 33,347 PH6 32,957
F19M 35,561 ME6-1 35,307 PH7 34,624
F20M 36,623 PH6-1R 35,706 PH8 34,519
PM1 36,943 PM7-1 36,146 PH9 35,377
PM2 35967 ME7-1 35,216 PH10 35,454
PM3 35746 PH8-1 35,325 PH6-1 34,868

PM4 34,758 PM9-1 33,956 PM8-1 34,919
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PM5 36,185 ME9-1 35,387 PH7-1 35,307
PM6 36,005 PH9-1 35,961 MES8-1 35,364
PM7 36,653 PM10-1 36,049 PM9 36,159
PM8 34,98 ME10-1 34,481 PH10-1 35,863
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Malinger av laktat dehydrogenase

800
700
600 -

500

400

300

200 I;I

100 L

Laktat dehydrogenase (U/L)

0cm <1lcm 1-2cm 2-3cm >3 cm

Grupper

Laktat dehydrogenase analyse fra Norges Fiskerihggskole. Fire ulike melaningr,upper ble undersgkt for
laktat dehydrogenase. Serum fra fileter uten melanin ble brukt som kontroll. En gruppe hadde ingen
melaninflekk. Student T- test viste ingen signifikant forskjell (p < 0,05) mellom gruppene.



