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CORRIGENDUM
Endringer for elektronisk versjon av rapport 7474-2020, Effekter av kloramineksponering pa stor,
voksen laks (Salmo salar), utgitt 28.02.2020.

Rapporten er korrigert pa grunn av en generell beregningsfeil under kloranalysene som
overestimerte alle klorverdier, slik at de egentlig bare var 55 % av det som ble rapportert.

Overestimerte klorverdier fgrte til at det ble tilsatt mindre klor enn planlagt, og at effekten pa G.
salaris ble lavere enn forventet. Dette ga en mistanke om at de lave temperaturene under forsgket
kunne vaere en arsak til redusert effekt pa parasitten. Etter at feilen med klorverdiene ble kjent,
bortfaller denne argumentasjonen, og rapporten er korrigert i henhold til dette.

Alle klorverdier fra dette rapporterte forspket, samt klorverdier i tabeller fra dette forsgket, er
korrigert.

Siden det var god effekt mot parasitten ogsa ved sa lav konsentrasjon som 5 pg klor/liter, er det lagt
til tekst i bade diskusjonen og konklusjonen som fremhever dette.

Oslo, 16.02.2021
Anders Gjgrwad Hagen
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Sammendrag

| opprinnelig versjon av denne rapporten ble det gjort en systematisk beregningsfeil ved bestemmelse av klorkonsentrasjonene i
forsgket. Klorverdiene var derfor overestimert med 45%. Rapporten er derfor utgitt pa nytt, med korrigerte verdier og endret

tilhgrende tekst. Den opprinnelige hypotesen om at lav temperatur fgrte til darlig effekt mot G. salaris i dette forsgket er derfor
forkastet, og funnene i forspket vedrgrende G. salaris reduksjon ved eksponering for kloramin er i samsvar med tidligere forsgk.

Forsgk har vist at lakseparasitten Gyrodactylus salaris er svaert fglsom for klorforbindelser, og at lave konsentrasjoner fjerner
parasitten fra laksunger uten at laksunger pavirkes i vesentlig negativ grad. Hgsten 2019 fikk Gyroklorprosjektet tilgang til stor
villaks i fangsthuset i Driva og kunne dermed undersgke effekter av kloreksponering pa dette livsstadiet av laks. Fysiologiske og
biokjemiske parametere i blod, samt histologiske snitt fra gjeller ble studert i forbindelse med at to grupper voksen villaks fra
elva Driva ble eksponert for gjennomsnittlig klorkonsentrasjoner pa henholdsvis 5 og 12 pg klor/I over en periode pa 14 dager.
Fisken ble deretter holdt i friskt vann i ytterligere tre uker (restitusjon). Forsgket inkluderte ogsa laksunger med G. salaris-
infeksjon, der disse ble eksponert for samme klorholdig vann som den store fisken. Det ble ikke pavist signifikante forskjeller
mellom fisken i de kloreksponerte forsgksgruppene og kontrollgruppen, verken for ulike blodparametere eller ved
histopatologiske undersgkelser av gjeller. Det var heller ingen visuelle forskjeller i adferd mellom forsgksgruppene under
kloreksponeringen. Forsgket har dermed vist at stor, voksen laks fra Driva kan eksponeres for 12 ug klor/l over en periode pa 14
dg@gn uten at fisken pavirkes i vesentlig negativ grad. Gyrodactylus salaris-infeksjonen ble redusert til og 0 0og 0,7 % av
startinfeksjonen i gruppene eksponert for henholdsvis 12 og 5 ug klor/l i 13 dager. Forsgket har vist at det er et godt terapeutisk
vindu mellom dosen som har effekt pa henholdsvis G. salaris og stor, voksen laks. Fisken tolererer en kloreksponering i mer enn
dobbelt sa lang tid som det tar a eliminere infeksjoner med G. salaris pa opp mot 2000 parasitter per fisk.
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Forord

Gyroklorprosjektet har som overordnet mal a utrede om klorforbindelser kan brukes i behandling
mot Gyrodactylus salaris i norske laksevassdrag. | februar 2019 fremla prosjektgruppa et forslag for
Miljgdirektoratet der videre utredning av klor som bekjempelsesmiddel i kampen mot parasitten ble
skissert. Med utgangspunkt i et trearig prosjekt stgttet Miljgdirektoratet forslaget om a eksponere
stor, voksen laks fra Driva for klorkonsentrasjoner som er relevante for behandling mot G. salaris.

Prosjektet er organisert som et samarbeid mellom NIVA, Veterinaerinstituttet og NINA.
Koordinerende og administrativt ansvar har ligget hos NIVA, ved forskningsleder Anders Gjgrwad
Hagen.

Forspket som rapporteres her er gjennomfgrt i fangsthuset ved fiskesperra i Sngvasmelan i Driva. Vi
vil takke Driva elveeierlag for tilgang til forsgksfisken og spesielt alle som jobber med stamfisk i
fangsthuset. En spesiell takk til Inger Helen Sira Hagen (lokal koordinator) for god hjelp med
gjiennomfgring av prosjektet. Vi vil ogsa takke Pal Adolfsen (Veterinzrinstituttet) for hjelp med
Gyrodactylus-undersgkelsene og Helge Bardal og Roar Sandodden (Veterinaerinstituttet) for a bista
under prgveuttakene. Kim Magnus Barum, NINA Lillehammer, har gjort statistiske analyser av
blodfysiologidata.

Forsgkene er gjennomfgrt med tillatelse fra Mattilsynet i henhold til Forskrift om bruk av dyr i forsgk
med FOTS-ID 20203.

Oslo, 28.02.2019

Anders Gjgrwad Hagen,
prosjektleder
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Sammendrag

Forsgk har vist at lakseparasitten Gyrodactylus salaris er sveert fglsom for klorforbindelser, og at lave
konsentrasjoner fjerner parasitten fra laksunger uten at yngelen pavirkes i vesentlig negativ grad.
Disse funnene har gitt grunnlag for a etablere Gyroklorprosjektet der det overordnende malet er 3
utrede om klorforbindelser kan brukes som skansom behandling mot G. salaris i smittede vassdrag.

| et fangsthus ved en fiskesperre i Driva fanges voksen villaks for a hindre videre oppvandring og
gyting i gvre deler av vassdraget. Laks i Driva er infisert med G. salaris, og fiskesperra reduserer
utbredelsesomradet til parasitten i elva. Hgsten 2019 fikk Gyroklorprosjektet tilgang til stor villaks i
fangsthuset, og vi kunne dermed undersgke effekter av kloreksponering pa dette livsstadiet.

Fysiologiske (plasmaklorid, hematokrit, hemoglobin, laktat, kreatinin, totalt protein) og biokjemiske
parametere (alanin aminotransferase, kreatinin kinase, laktat dehydrogenase) i blod, samt
histologiske snitt fra gjeller ble studert i forbindelse med at to grupper voksen villaks fra elva Driva
ble eksponert for gjennomsnittlig klorkonsentrasjoner pa henholdsvis 5 og 12 ug klor/I over en
periode pa 14 dager. Fisken ble deretter holdt i friskt vann i ytterligere tre uker (restitusjon). En
kontrollgruppe ble holdt i vann uten klortilsetning gjennom hele forsgksperioden. Forsgket
inkluderte ogsa laksunger med G. salaris-infeksjon, der disse ble eksponert for samme klorholdig
vann som den store fisken.

Det ble ikke pavist signifikante forskjeller mellom fisken i de kloreksponerte forsgksgruppene og
kontrollgruppen, verken for ulike blodparametere eller ved histopatologiske undersgkelser av gjeller.
Det var heller ingen visuelle forskjeller i adferd mellom forsgksgruppene under kloreksponeringen.
Forspket har dermed vist at stor, voksen laks fra Driva kan eksponeres for 12 pg klor/l over en
periode pa 14 dggn uten at fisken pavirkes i vesentlig negativ grad.

Startinfeksjonen for G. salaris var hgy, med gjennomsnittlig 1717, 1698 og 1943 parasitter per fisk i
gruppene med 12 pg klor/l, 5 ug klor/l og kontroll. Ved forsgkets slutt var G. salaris-infeksjonen
redusert til og 0 og 0,7 % av startinfeksjonen i gruppene Cl-hgy (12 pg klor/I) og Cl-lav (5 ug klor/I).
Tidligere forsgk har vist at parasitten forsvinner fra laksunger etter 2-6 dager ved eksponering for 7-
18 ug aktivt klor/I. Effekten pa G. salaris-populasjonen i dette forsgket viste i tillegg at sa lav
konsentrasjon som 5 pg /I pavirker parasitten negativt.

Forsgket har vist at det er et godt terapeutisk vindu mellom dosen som har effekt pa henholdsvis G.
salaris og stor, voksen laks. Fisken tolererer en kloreksponering i mer enn dobbelt sa lang tid som det
tar a eliminere infeksjoner med G. salaris pa opp mot 2000 parasitter per fisk.
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Previous experiments have shown the salmon parasite Gyrodactylus salaris to be profoundly
susceptible to chlorine-compounds and that even low concentrations can remove the parasite from
juvenile salmon without substantial negative impact on the fish. These findings laid the foundation
for the creation of the “Gyroklor”-project of which the overarching goal is to determine whether
chlorine compounds can be used as a mild treatment against G. salaris in infected watersheds.

At a fish migration barrier in River Driva adult wild Atlantic salmon were caught in a trap house to
prevent salmon migration and spawning further upstream. This measure also reduces the area in
which the parasite is present. In autumn 2019, the “gyroklor”-project was granted access to mature
wild salmon in the trap house and it was therefore possible to examine the effects of the exposure to
chlorine on fish at that life stage.

A range of physiological parameters (plasmachloride, hematocrit, hemoglobine, lactate creatinine,
total protein) and biochemical parameters (alanine aminotransferase, creatinine kinase, lactate
dehydrogenase) of blood were analysed together with histological sections from gills after two
groups of mature/adult wild salmon from River Driva had been exposed to concentrations of 5 pg/|
and 12 pg/| of chlorine respectively for a period of 14 days. The fish were subsequently kept in
untreated water for a further 3 weeks which constituted the restitution phase. A control group was
held in ambient river water without additional chlorine throughout the entire duration of the
experiment. In addition, the experiment included juvenile Atlantic salmon infected with G. salaris
which were exposed to the same chlorine concentrations as the adult fish.

No significant differences between the fish of the exposed groups and the control group were
detected, neither in the various blood parameters, nor after histopathological examination of the
gills. Furthermore, no behavioural changes (visual observation) between the control group and the
fish exposed to both chlorine concentrations were found. This experiment has therefore, proven that
large adult salmon from River Driva can be exposed to concentrations up to 12 ug chlorine/I for 14
days without observed negative impact on the fish.

The initial infection of G. salaris was high, with an average of 1717, 1698 and 1943 parasites per fish
for the group exposed to 12 ug chlorine/l, 5 ug chlorine/l and the control group, respectively. At the
end of the experiment the infection of G. salaris had been reduced to 0 % and 0,7 % of the starting
infection for the high treatment group (12 pug chlorine/l) and the low treatment group (5 pug
chlorine/l) respectively. The effect of chlorine concentration as low as 5 ug /I adds to previous
experiments demonstrating G. salaris removal from young Atlantic salmon after 2-6 days exposure to
7-18 pg/l.

The study has proven that there is a good therapeutic margin between G. salaris and large adult wild
Atlantic salmon since the fish tolerate exposure to chlorine for more than twice the duration
required to eliminate infections of up to 2000 parasites per fish.
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1 Introduksjon

Gyrodactylus salaris tilhgrer en dyregruppe med akvatiske parasitter som pa norsk kalles
haptormark. Parasitten lever i ferskvann og den infiserer primaert laks (Salmo salar), hvor den finnes
pa kroppen og finnene. G. salaris ble innfgrt til Norge pa 70-tallet og den er pavist i 51 norske elver
(Hyttergd mfl. 2020). Parasitten er ansett som en stor trussel mot norsk villaks og myndighetene har
som mal 3 utrydde den fra alle omrader hvor den er etablert (Anon 2014). Det brukes derfor store
ressurser pa bekjempelse av G. salaris. Per januar 2020 er 38 vassdrag friskmeldt, 5 vassdrag er
ferdigbehandlet, men fortsatt ikke friskmeldt og atte vassdrag fordelt pa to smitteregioner har kjent
forekomst av G. salaris (Hyttergd mfl. 2020). Navaerende smittestatus, i tillegg til faren for nye
innfgrsler fra infiserte vassdrag i vare naboland, tilsier at vedlikehold og utvikling av metoder for
bekjempelse fortsatt er viktig.

Laboratorieforsgk ved Veterinaerinstituttet har vist at hypokloritt tilsatt i svaert lave konsentrasjoner
til vannet kan fjerne G. salaris fra laksunger i Igpet av 2-6 dager uten a ha synlige negative effekter pa
fisken (Hagen mfl. 2014). Oppfglgende studier med klorforbindelser mot G. salaris, fgrst i kar pa
elvebredden i Drammenselva (upublisert) etterfulgt av et feltforsgk i Lierelva og Batnfjordelva
(Hagen mfl. 2018, 2019a), har bekreftet at klorforbindelser kan fjerne G. salaris fra laksunger i
naturlig elvevann uten alvorlige effekter pa fisken. | tillegg ble det under forsgkene i Drammenselva
konstatert at klor tilsatt som monokloramin gker varigheten av den toksiske effekten mot G. salaris
sammenlignet med klor tilsatt som natriumhypokloritt (upublisert). Under forsgket i Lierelva ble ogsa
invertebratsamfunnet studert med hensyn pa effekter fra klortilsetningen i vassdraget, uten at det
ble pavist vesentlige negative effekter (Eriksen 2018).

Det er godt dokumentert at klor dreper patogener i vann (World Health Organization 2006) og
klorforbindelser brukes for eksempel til & desinfisere drikkevann, til behandling av avigpsvann og
som behandling mot bakterier og alger i forskjellige sammenhenger. Klor i ulike former er verdens
mest brukte desinfeksjonsmiddel, og klor er ogsa forsgkt som behandlingsmiddel i akvakultur (From
1980, Bullock mfl. 1991, Thorburn & Moccia 1993, Smith mfl. 1993, Powel & Clark 2002, 2003).
Sammen med resultatene fra forsgkene med G. salaris nevnt over, la dette grunnlag for a utrede
monokloramin som et potensielt kiemikalium til bekjempelse av G. salaris i norske lakseelver.

Klor kan vaere giftig for fisk (Larson mfl. 1978), og flere arter innenfor laksefamilien (Salmonidae) er
beskrevet som sveert fglsomme for klor (Singleton & Bio 1989). Det er imidlertid stor variasjon i
oppgitte konsentrasjoner for akutt giftighet der 96-timers LC-50 verdier varierer fra 10 til 132 pg
residualt? klor/I (Singleton & Bio 1989). Kronisk giftighet for klor er observert etter eksponering for
residualt klor helt ned i 3 pg/l, men da over en eksponeringsperiode pa 12 uker (Buckley 1976).
Effektene fra de laveste klorkonsentrasjonene som er rapportert for laksefisk i litteraturen samsvarer
i liten grad med det som er observert under kloreksponering av laks infisert med G. salaris (Hagen
mfl. 2014, 2018, 2019b). Hagen mfl. 2019b viste ogsa at laksunger (ett- og toaringer) kan eksponeres
for 22 pg klor/l'i 14 dager uten alvorlige konsekvenser for fisken.

Atlantisk laks er kjent som en av de mest fglsomme fiskeartene i ferskvann nar det gjelder endringer i
vannkvalitet, for eksempel i forbindelse med forsuring av elver (Grande mfl. 1978, Lien mfl. 1992,
Poleo mfl. 1997). Det er ogsa dokumentert at livsstadiene innenfor denne arten har forskjellig
talegrenser for surt og aluminiumsrikt vann (Jensen & Leivstad 1989, Poleéo & Muniz 1993).

1 Med begrepet residualt klor menes klor som ikke har blitt inaktivert like etter tilsetting til vannet. Dette kan
veere fritt klor (klorgass, hypoklorsyre, hypokloritt) eller bundet klor (kloraminer) som reagerer langsommere
enn fritt klor, og derfor holder seg aktivt lenger. Summen av fritt og bundet klor kalles aktiv klor eller total aktiv
klor fordi det har desinfiserende effekt.
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Behandling med aluminium mot G. salaris i norske elver har vist at voksen, gytemoden laks har lavere
talegrense enn lakseyngel for denne typen behandling (Pettersen mfl. 2007, Bardal mfl. 2008), og det
var derfor relevant a undersgke om det er tilsvarende forskjeller i felsomhet mellom stor, voksen laks
pa gytevandring og lakseyngel ved eksponering for giftige klorforbindelser. | denne studien er
fysiologiske og biokjemiske parametere i blod, samt histologiske snitt fra gjeller studert. To grupper
med stor, voksen villaks fra elva Driva ble eksponert for gjennomsnittlige klorkonsentrasjoner pa 5 og
12 pg klor/l (heretter omtalt som Cl-lav og Cl-hgy) over en periode pa 14 dager. Det ble ogsa
undersgkt om fisken evner a restituere eventuelle effekter fra kloreksponering.

2 Metode

Forspket ble giennomfgrt fra 19. september til 29. oktober 2019 ved elva Driva. Laksen i elva er
infisert med Gyrodactylus salaris. Hensikten med forsgket var a undersgke om stor, voksen laks
pavirkes av klor innenfor de nivaer som er aktuelle a tilsette til et vassdrag hvis klor skal brukes som
behandlingsmetode mot G. salaris. To grupper med stor, voksen villaks fra Driva ble holdt i
forspkskar og eksponert for klorforbindelser i 14 dager. Villaksunger som var infisert med G. salaris,
ble eksponert for det samme klorholdige vannet, for & studere hvordan kloreksponeringen av den
store laksen pavirket parasittinfeksjonen.

2.1 Forsekslokalitet og forseksoppsett

Forsgket ble satt opp innendgrs i et hus (fangsthuset) pa elvebredden ved siden av en fysisk
fiskesperre i elva Driva. Sperra er bygget ca. 25 km oppstrgms Sunndalsgra, der Driva munner ut i
havet. Sperra hindrer laksen i & vandre videre oppover i vassdraget og pa denne maten reduseres
utbredelsesomradet for laksen, og dermed ogsa for G. salaris i Driva. Ved fiskesperra er det laget en
fisketrapp som leder anadrom fisk direkte inn i fangsthuset. Der haves laks ut og individer som skal
brukes i levende genbank blir valgt ut og holdt i kar frem til stryking. Overskuddsfisk fra dette
arbeidet ble benyttet i vare forsgk.

To grupper av stor villaks ble eksponert for to ulike konsentrasjoner av klor, 5 og 12 ug klor/l,
heretter omtalt som Cl-lav og Cl-hgy. En tredje forsgksgruppe ble holdt i grovfiltrert elvevann uten
klortilsetning og fungerte som kontrollgruppe.

Forspksoppsettet ble konstruert som et apent system med kontinuerlig vanngjennomstrgmning.
Vann fra Driva (T=4,4°C £ 2,3 °C) ble pumpet inn i to store, sirkuleere kar (D =2,75m,H=1,3m, V =
7700 |) der en kran pa tilfgrselslangene sikret stabil vanngjennomstrgmming pa 83-85 |/min i
forsgksperioden. Vannet ble ledet inn i karene gjennom et fordelingsrgr av plast (D = 120 mm) som
var festet loddrett ned langs karveggen. Rgret var perforert med hull langs den ene siden og inn-
vannet laget dermed en stabil, sirkuleer vannstrgm i karet slik at fisken kunne sta uanstrengt mot
strgmretningen. Fordelingsrgret sikret ogsa at vann ble distribuert inn i hele karets hgyde samt at
tilsatt kloraminlgsning ble godt innblandet. Oppholdstiden pa vannet i forsgkskarene var ca. 90
minutter. Kontrollkaret fikk vanntilfgrsel fra eksisterende r@gropplegg i fangsthuset med tilnaermet
samme gjennomstrgmningshastighet som i kloreksponeringskarene.

Klor som monokloramin ble tilsatt fra en stamlgsning (275 mg Cl/I) ved hjelp av peristaltiske pumper
(Watson-Marlow 323S, 304MC fem-kanals kassettpumpehode) med doseringsvolum pa mellom 5,4
ml/min og 13,4 ml/min til de to forsgkskarene Cl-lav og Cl-hgy. Ny stamlgsning ble laget daglig ved at
15,6 gram ammoniumklorid (NH4Cl) fgrst ble Igst i 5 liter elvevann. Deretter ble 52 ml 11 %
natriumhypokloritt (NaClO) og 117 ml 1,0 M natriumhydroksid (NaOH) blandet ut i 20 liter elvevann.

11



NIVA 7576-2021

Stamlgsningen (V = 25 1) ble ferdigstilt ved at 20 liter NaClO/NaOH-Igsning ble helt overi 5 liter
NH4CI.

Sma kar (V = 10 |) for hold av G. salaris-infiserte laksunger fra Driva ble plassert slik at de fikk tilfgrt
vann fra hvert sitt store forspkskar ved hjelp av hevertprinsippet. P4 denne maten kunne laksunger
med G. salaris-infeksjonen og stor laks eksponeres for det samme vannet. En skjematisk tegning av
forspksoppsettet er vist i Figur 1.

® Impellerpumpe —L Hevert

@ Peristaltisk pumpe Cl Monokloramintilsetning

Effekt, G. salaris

Fysiologiforsgk

) 4

Kontroll

CIIav

Ubehandlet vann fra Driva
v

Figur 1. Skjematisk fremstilling av forsgksoppsett. Store sirkler representerer forsgkskarene der stor, voksen
laks ble eksponert for klorholdig vann. Sma sirkler representerer forsgkskarene der laksunger med G. salaris ble
eksponert for vannet fra de store karene.

2.2 Protokoll

2.2.1 Provetaking og undersokelse av fisk

Stor, voksen laks som ble brukt i forsgket var fanget i fiskefella i fangsthuset i Igpet av sommeren
2019, og deretter holdt i kar frem til forsgksstart. Forsgksfisken hadde dermed ulike holdetid i kar fgr
forsgket. Laksen varierte i stgrrelse (Lengde 46,5-110 cm, vekt 0,64-9,85 kg, se Tabell 1) og alder.
Livshistorien til laksen varierte mellom individer som hadde veert ett ar i sjgen til eldre fisk med fire-
fem ar i sjp. Totalt 126 laks ble fordelt likt pa de tre forsgkskarene.

12
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Tabell 1 - Lengde, vekt (gjennomsnitt + sd) og kjgnnsfordeling oppgitt som antall hanner/hunner per

prgveuttak.
Cl-hgy Cl-lav Kontroll
Uttak Lengde Vekt Kjgnn Lengde Vekt Kjgnn Lengde Vekt Kjgnn
1 83,9+22,2 53+3,4 5/3 83,9+18,2 | 4,7+2,5 3/5 70,1+17,4 3,0+£2,6 6/2
2 68,5+14,7 2,7+2,1 5/3 650+11,1 | 22+14 7/1 67,0+£12,5 2,4+13 7/1
3 73,2+18,8 3,427 6/2 64,8+14,1 | 2,2+19 7/1 66,0 +19,0 26+2,6 5/3
4 75,8+19,3 3,7+3,7 2/6 67,9+16,2 | 2,4+2,6 7/1 68,7+22,3 3,2%+3,3 6/2

Fisken ble plassert i sine respektive kar den 19. september og kloreksponeringen ble startet dagen
etter. | Igpet av det fgrste dggnet ble vanntilfgrselen til de to karene med kloramintilsetning kraftig
redusert fordi pumpene som sgrget for vannforsyningen ble delvis tettet med Igv. Morgenen
20.09.2019 var vanntilfgrselen svaert lav, det ble malt lav O,-metning i begge kar (Cl-lav = 61 % og CI-
hgy = 71 %) og fisken var synlig preget, spesielt i gruppen Cl-lav. Klortilsetningen, som pa dette
tidspunktet hadde pagatt i ca. 18 timer, ble stanset umiddelbart, og rikelig med oksygenrikt vann fra
det integrerte rgrsystemet i Fangsthuset ble tilfgrt til karene. Utbedring av systemet ble gjennomfgrt
for kloreksponering ble startet pa nytt den 25. september. Vannforsyningen var stabil giennom hele
eksponeringsperioden pa 14 dager. Ved ny oppstart av forsgket den 25. september ble det ogsa tatt
ut seks fisk fra hvert kar til prgvetaking. Dette prgveuttaket ble giennomfgrt for a etablere
prevetakningsprotokoll og for a teste prgvetakingsutstyret. Forsgksfisken hadde da veert eksponert
for klor i 18 timer og i tillegg veert utsatt for en kort periode med lav O,. Prgvene ble derfor ansett
som lite egnet/verdifulle for a studere effekter av klor, og prevematerialet fra dette uttaket ble ikke
analysert. Videre gjennom forsgksperioden ble det tatt ut atte laks fra hvert av karene ved fire
prgveuttak, henholdsvis 7 og 14 dager etter oppstart av kloreksponering og 14 og 26 dager etter endt
kloreksponering (se Figur 2).

Eksponerings Restitueringsperiode
01234567891 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

A v v v v

Gs. Gs. Gs. Gs.|  Gs. G.s.

v v v v

G.s. Undersekelse for Gyrodactylus salaris

Preveuttak

Figur 2. Tidslinje over eksponeringsperioden og restitueringsperioden med oversikt over dager det ble
gjennomfgrt pregveuttak av voksen laks og G. salaris-undersgkelse av laksunger.

Ved prgvetaking ble én og én fisk tatt ut fra sitt respektive kar ved hjelp en langskaftet hov. Det ble
lagt vekt pa tilfeldig utvalg, og at hovingen skulle forega rolig slik at den gvrige fisken i karet ble sa
lite bergrt som mulig. Fisken ble avlivet i bedgvelsesbad (FinquelVet; 200 mg/| i ca. 2 minutter).
Deretter ble lengde og vekt malt, fgr blodprgve ble tatt fra dorsalvenen. Den andre gjellebuen pa
fiskens venstre side ble skaret ut og fiksert pa bufret formalin for senere snitting og farging.
Hemoglobin og hematokrit ble malt umiddelbart etter prgvetaking mens alanin aminotransferase
(ALAT), kreatinin kinase (CK), totalt protein (TP), laktat dehydrogenase (LDH), kreatinin, plasmaklorid
og laktat ble analysert i laboratorium av FishVetGroup.
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Laksunger (n = 14) infisert med G. salaris ble fanget i Driva ved hjelp av elektrisk fiskeapparat den 4.
september. De ble holdt i et kar (90 I) med gjennomstrgmmende, ubehandlet elvevann i tre uker
frem til forspksstart. Like fgr kloreksponering ble startet ble laksungene fordelt pa tre forsgkskar med
5, 5 og 4 fisk i gruppene Cl-lav, Cl-hgy og kontroll. Underveis i forsgket viste det seg at totalt 3 fisk (1 i
kontroll, 2 i Cl-hgy) var grret eller hybrid mellom grret og laks. Disse ble tatt ut av forsgket etter
telling den 25. september. Fgr laksungene ble satt i karene ble ngyaktig antall G. salaris pa hver fisk
bestemt ved telling i en stereolupe (Leica MZ 7s, 10x-15x forstgrrelse). Fgr telling ble fisken bedgvet i
bad med FinquelVet (100 mg/l) i ca. fire minutter. Under selve tellingen av parasitter ble fisken holdt
i plastkar med vedlikeholdskonsentrasjon av FinquelVet (halv dose av bedgvelseskonsentrasjon). For
individer med >1000 G. salaris ble antallet parasitter estimert til neermeste 100-tall, ettersom det
ikke lar seg gjgre a telle ngyaktig nar antallet blir stgrre enn 1000 per fisk. Etter telling av G. salaris
ble laksungene overfgrt fra bedgvelseslgsningen til et lite kar med friskt vann, og det ble pasett at
fisken vaknet fra bedgvelsen fgr de ble tilbakefgrt til respektive forspkskar. Antall G. salaris ble
notert pa alle fisk i hver forsgksgruppe etter 0, 2, 4, 6, 9 og 13 dager med kloreksponering.

Verken den store, voksne laksen eller laksungene ble féret gjennom forsgket, og individenes
oppholdstid i karene varierte etter nar de var fanget i Fangsthuset (stor fisk) eller med el-fiskeapparat
(yngel) for forsgksstart, samt nar i forsgksperioden de ble tatt ut til prgvetaking.

2.2.2 Progvetaking og vannkjemiske analyser

Gjennom kloreksponeringsperioden pa 14 dager ble turbiditet, ledningsevne og temperatur malt
daglig i alle forsgkskar ved bruk av en handholdt sonde (YSI 650 MDS), mens pH ble malt med et
WTW 340i pH-meter. Temperatur ble ogsa malt kontinuerlig med HOBO temperaturloggere (TidbiT
v2, UTBI-001, Onset, Cape Cod, USA) i alle de tre store karene gjennom hele forsgksperioden med
loggeintervall pa 30 min. Det ble tatt prgver for bestemmelse av mengde totalt organisk karbon
(TOC) og kjemisk oksygenforbruk (permanganat-metoden) to ganger fgr eksponeringsperioden, to
ganger i Igpet av eksponeringsperioden, og tre ganger i Igpet av restitusjonsperioden. Disse prgvene
ble ogsa analysert for flere parametere (se Tabell 2) for a gi en god karakterisering av vannkjemien
for, under og etter eksponeringsperioden.

Elvevannet fra Driva var moderat kalkrikt (5,5 + 0,94 mg Ca/l), ikke turbid (1,0 + 0,2 NTU) og hadde
ngytral pH (gjennomsnittlig pH pa 7,2), se Tabell 2 og Tabell 4. Vannkjemien i ravannet var relativt
stabil giennom hele forsgksperioden. For fullstendig oversikt over malte verdier i rdvannet i
forspksperioden, se Tabell 2.
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Tabell 2 - Gjennomsnittsverdier med standardavvik for vannkjemiske parametere basert pa totalprgver (n = 7)
fra tidsrommet 20. september til 23. oktober. Vannkjemiske parametere fra prgver i klordoseringsperioden (3.
oktober og 6. oktober) er i tillegg oppgitt i egne kolonner til hgyre i tabellen. Gjennomsnittsverdien for pH er
beregnet ved a konvertere verdiene til konsentrasjonen av H* og tilbakeregnet til pH. Analysene er gjennomfgrt
av Eurofins.

Parameter Benevning Gjennomsnitt + sd (n=7) 03.10.2019 06.10.2019
Alkalitet mmol/I 0,25+0,04 0,23 0,28
*Ammonium ug N/I 3,7+3,7 10 5
Kalium mg/| 0,84+0,12 0,84 0,92
Kalsium mg/I 5,47 £ 0,94 5,01 6,19
Klorid mg/I 1,65+0,36 1,66 1,76
Magnesium mg/| 0,49 £ 0,07 0,46 0,55
Natrium mg/| 1,43+£0,21 1,44 1,48
Nitrat ug N/I 101+ 32 86 130
Sulfat mg/| 3,00 £ 0,60 2,75 3,24
Kjemisk oksygenforbruk Mn mg O0,/I 1,41+0,28 1,50 1,20
Konduktivitet mS/m 4,11+0,71 3,84 4,54
Jern ug/l 27,9+22,7 28,9 11,9
Mangan ug/l 1,13+0,73 1,31 0,73
pH pH 7,22 7,20 7,23
Lgst organisk karbon (DOC) mg C/I 1,44 +£0,28 1,5 1,3
Total nitrogen ug/l 187 + 37 170 220
Total organisk karbon (TOC) mg C/I 1,49+0,26 1,5 1,4

*Fire malinger ble bestemt til <2. Disse er satt til 1,0 ved beregning av gjennomsnitt.

| eksponeringsperioden ble det tatt vannprgver for analyse av klorkonsentrasjon minimum én gang
per dag. Prgvene ble tatt fra innlgpsvannet og utlgpsvannet til kloreksponeringskarene, samt i
utlgpsvannet til kontrollkaret. | tillegg ble det tatt vannprgver i avigpsvannet til de to sma karene der
G. salaris-infiserte laksunger ble eksponert for klor. Det ble ogsa tatt daglig vannprgve av ravannet,
fgr dette ble ledet inn i forspksoppsettet. Denne prgven fungerte som en referanseprgve. De atte
vannprgvene ble analysert for klor umiddelbart i feltlaboratoriet som var etablert i tilknytning til
forsgkslokaliteten. Hver prgve ble filtrert til tre sentrifugergr (unntatt vannprgven fra kontrollkaret
som ble filtrert til ett rgr) giennom et membranfilter med porestgrrelse 0,45 um. Filtratet (25 ml) ble
tilsatt 0,15 ml fosfatbuffer? og deretter ristet fgr 0,15 ml av en fargereagens basert pa N,N-dietyl-p-
fenylendiaminsulfat (DPD)? ble tilsatt. Til slutt ble alle prgvene tilsatt én drape med kaliumjodid og
ristet. Prgvene (n = 28) stod deretter én time beskyttet fra direkte sollys fgr absorbans av lys med
bglgelengde 510 nm ble malt med et Shimadzu UV1240 mini-spektrofotometer i kyvetter med 5 cm
lysvei. Malt absorbans i referansevannet ble trukket fra og differansen ble brukt til 3 beregne
klorkonsentrasjonen (aktiv klor) basert pa en standardkurve. Standardene ble laget ferske hver
morgen ved a fortynne en klorlgsning med kjent klorkonsentrasjon i 50 ml MilliQ vann. Deretter ble
0,3 ml fosfatbuffer og 0,3 ml DPD tilsatt til alle prgvene. Standardprgvene ble ristet etter tilsetning av
hvert kjiemikalium fgr de ble satt mgrkt i 15 minutter. Absorbans ble deretter avlest i
spektrofotometeret.

230 g dinatriumhydrogenfosfat, 46 g kaliumdihydrogenfosfat og 0,8 g EDTA i 1 liter MilliQ
31,5 g DPD, 2 ml konsentrert svovelsyre og 0,2 g EDTA i 1 liter MilliQ
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2.3 Biologiske prover og analyser

2.3.1 Blodanalyser

Umiddelbart etter blodprgvetakingen (kanyle 21 G, 0,8 mm og hepariniserte 4,9 ml beholder S-
Monovette® 4,9 ml, Li-hep, 90x13 mm, Figur 3) ble hemoglobinnivaet i blodet malt ved hjelp av en
Hemocue Hb 201+ Analyzer med Hemocue Hb 201 microkyvetter. Litt av blodet ble overfgrt fra
sprgyten til to kapilleerrgr og sentrifugert (LW Scientific ZipCombo, ZCC-12HD-40T3) ved 1200 RPM i
tre minutter fgr hematokrit ble malt som prosent pakket cellevolum (PCV) med hematokritskive.
Resterende blod ble separert i rede blodceller og plasma ved hjelp av en Hettich EBA200 sentrifuge
(5000 RPM i 10 minutter). Plasma ble fryst ved -20 °C og senere analysert for Alanin
aminotransferase (ALAT), kreatinin kinase (CK), totalt protein (TP), laktat dehydrogenase (LDH) og
kreatinin. Blodprgveresultater fra uttak 2, 3, 4 og 5 er presentert i denne rapporten.

Figur 3 - Blodprgven ble tatt fra dorsalvenen. Foto: Johannes
Rusch/Veterinzerinstituttet

2.3.1 Gjelleprover til histopatologisk vurdering

Den andre gjellebuen pa fiskens venstre side ble klippet ut og fiksert pa bufret formalin (Figur 4).
Histopatologiske vurderinger ble gjort pa HE-fargede gjellevevssnitt, fremstilt etter standard
prosedyre. Eventuelle gjelleskader ble notert. Gjellevevssnitt fra utvalgte forsgksgrupper og
tidspunkter ble vurdert histopatologisk (Tabell 3).

Tabell 3 - Utvalgte gjellevevssnitt som ble vurdert for histopatologiske forandringer.

Forsgksgruppe Prgvetidspunkt n
Kontroll To uker eksponering 8
Cl-hgy To uker eksponering 8
Kontroll Tre uker restituering 8
Cl-hgy Tre uker restituering 8
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k.
Figur 4 - Dissekering av gjellebue for histologiske undersgkelser. Foto: Johannes
Rusch/Veterinarinstituttet

2.3.2 Vurdering av fiskeadferd

Fisken hadde daglig tilsyn gjennom hele forsgksperioden og eventuelle adferdsendringer ble notert.
Erfaringer fra tidligere forsgk har vist at det er vanskelig & kvantifisere adferden pa laks mellom
ytterpunktene «normal adferd» og «dgd fisk». Det ble derfor ikke gitt en adferdsscore slik som i
andre forsgk med laks og klor (Hagen mfl. 2019b).

2.3.3 Statistikk for biologiske analyser

Eventuell effekt av eksponering og / eller tid pa de enkelte parameterne ble testet ved hjelp av
linezere modeller, med henholdsvis negativ binomialfordeling eller normalfordeling ettersom hva
som var mest passende for de spesifikke malerverdiene. Analysen ble gjort ved hjelp av
statistikkprogrammet R (v. 3.6.2), og for oppsett av de negative binomiale modellene ble det
benyttet pakken MASS (Venables & Ripley 2002). Behandlingseffekten inngikk i en interaksjon med
tid i alle modeller, for a tillate at behandlingseffekten kan variere over tid. Signifikante effekter pa de
forskjellige maleverdiene ble bestemt med bakgrunn i en p-verdi pa 0,05.

Verdier fra maling av hemoglobin er justert i henhold til Clark mfl. (2008).
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3 Resultater

3.1 Vannanalyser

Klorkonsentrasjonen i forsgksgruppene Cl-lav og Cl-hgy var tilnsermet lik i innlgpsvannet og
utlgpsvannet (Tabell 4). Varierende vannfgring i Driva under forsgket, som fglge av nedbgr og
sngsmelting, fgrte til noe varierende vannkjemi i ravannet. Dette ga seg utslag i klorforbruket, og det
ble registrert noe varierende klorkonsentrasjoner fra dag til dag. | Cl-lav-karet ble det malt 5 pg klor/I
i giennomsnitt (min 3 pg/l og maks 8 pg/l) giennom forsgksperioden. | Cl-hgy karet ble det malt 12 g
klor/l'i giennomsnitt (min: 6 pug/l, maks: 17 ug/l). En strgmstans pa grunn av uvaer pa morgenen den
1. oktober ga et opphold i klordoseringen pa 12 timer. pH, konduktivitet, O,-metning og turbiditet
var stabil i alle forsgkskarene gjennom eksponeringsperioden. Temperaturen var synkende gjennom
eksponeringsperioden, fra 6,4 °C den 25. september til 2,5 °C den 9. oktober. Laveste registrerte
temperatur var 0,8 °C den 7. oktober.

Tabell 4 — Gjennomsnittlige verdier med standardavvik giennom eksponeringsperioden fra 25. september til 9.
oktober. G. s. = Gyrodactylus salaris.

Malepunkt Klor (ng/l) Temp (°C) pH (-log [H+]) H (mS/cm) 0,-metning (%) | Turbiditet (NTU)
n=21 n =650 n=13 n=12 n=12 n=12

Cl-lav innlgp 4,9+0,6 4,4+225 71 37,8+4,4 96,7 + 4,97 1,0+0,2
Cl-lav avigp 4,8+0,5 - - - - -

Cl-lav G. s. kar avigp 4,6+0,6 - - - - -

Cl-hgy innlgp 12,0+0,7 4,4 +2,25 7,1 38,0+4,5 94,7 +4,75 1,0+0,2
Cl-hgy avigp 11,5+0,7 - - - - -

Cl-hgy G. s. kar avigp 11,2+0,7 - - - - -
Kontroll 0 4,2 +2,25 7,2 37,7+4,7 96,6 +5,0 1,0+0,2

3.2 Biologiske undersokelser

3.2.1Kondisjonsfaktor

Det var en signifikant reduksjon i kondisjonsfaktoren (k-faktor) hos fisk i alle forsgksgruppene
gjennom forsgksperioden (linezer regresjon; p < 0,05). Gjennomsnittlig kondisjonsfaktor for gruppene
per uttak er vist i Tabell 5 og resultater fra linezer regresjonsanalyse er gitt i Tabell 6.

Tabell 5 - Gjennomsnittlig kondisjonsfaktor + standardavvik ved hvert prgveuttak for alle

forsgksgrupper.
Prgveuttak Cl-lav Cl-hgy Kontroll
1 0,71+0,06 0,75+0,05 0,72+0,05
2 0,72+0,04 0,74 +0,09 0,74 £ 0,06
3 0,70+ 0,07 0,72+0,07 0,70+0,08
4 0,64 £0,07 0,71+£0,08 0,71+£0,11

Tabell 6 - Resultater fra lineaer regresjon for k-verdi mot prgveuttak (dato) for alle
forsgksgrupper gjennom forsgket. Krysningspunkt (intercept), stigningskoeffisient, r2 og
p-verdi er oppgitt. Statistikkpakke: SigmaPlot for Windows.

Gruppe Intercept Slope r2 p

Cl-hgy 0,786 -0,0162 0,06 <0,05
Cl-lav 0,773 -0,0231 0,15 <0,05
Kontroll 0,747 -0,0084 0,02 <0,05
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Figur 5. Fordeling av verdier for a; hemoglobin, b; hematokrit, c; alanin aminotransferase (ALAT), d; kreatinin
kinase (CK), e; totalt protein (TP), f; laktat dehydrogenase (LDH), g; kreatinin, h; laktat og i; plasmaklorid i
blodprgver fra laks. Uttak er etter én og to ukers kloreksponering (uke 1 og 2) og etter to og tre ukers
restitusjon i vann uten klor (restitusjon; uke 4 og 5). Merk forskjellig skala pa x-akser. Data er presentert som
boks-plot for gruppene Cl-hgy (mgrk gra), Cl-lav (lys gra) og kontroll (hvit). Nedre og @vre grense for boksene
angir henholdsvis 25 og 75 persentiler. Nedre og gvre grense for 10 og 90 persentiler er vist som horisontale
markgrer ved enden av vertikale linjer. Horisontal heltrukken linje inne i hver boks angir medianverdien.

Hemoglobin

Etter syv dagers kloreksponering Id hemoglobinnivaet mellom 91 og 99 g/l i de tre forsgksgruppene,
og etter ytterligere syv dagers eksponering var det mellom 96 og 100 g/I (Vedlegg; Tabell 1). Det var
ingen signifikante forskjeller mellom Cl-gruppene og kontrollgruppa. Den statistiske analysen av
hemoglobinverdiene viser at det var en signifikant sammenheng med uttak alene, det vil si en
forskjell i hemoglobinniva gjennom forsgksperioden, men det var ingen signifikant sammenheng med
gruppe eller kombinasjon av gruppe og uttak. Den signifikante sammenhengen med uttakstidspunkt
skyldes en nedgang i hemoglobinverdier over tid i forsgket, og primaert de lave malingene ved det
tredje uttaket, 14 dager inn i restitusjonsperioden (Figur 5a). Nedgangen i hemoglobinniva gjaldt for
alle de tre gruppene (Figur 5a), men det var ingen signifikant forskjell mellom Cl-gruppene og
kontrollgruppen ved dette prgveuttaket.

Hematokrit

Etter syv dager kloreksponering 1& hematokritnivaet mellom 40,1 og 44,3 i de tre forsgksgruppene og
etter ytterligere syv dagers eksponering var det mellom 43,9 og 46,1 % (Vedlegg; Tabell 1). Det var
ingen signifikante forskjeller mellom Cl-gruppene og kontrollgruppa gjennom eksponeringsperioden,
men som for hemoglobin var det en signifikant sammenheng med prgveuttak. Dette skyldes en
nedgang i hematokrit giennom forsgksperioden, og primart mellom prgveuttak to og tre (Figur 5b).
Ved det siste prgveuttaket var imidlertid hematokritverdiene steget noe, og 1a mellom 39,7 0g 43,3 %
(Vedlegg; Tabell 1).

Alanin aminotransferase (ALAT)

Gjennomsnittverdier for alanin aminotransferase (ALAT) varierte gjennom forsgket og 1a fra 1,4 til
10,5 enheter/| (Vedlegg; Tabell 1). Ved analyse av hele datamaterialet var det tilsynelatende en
signifikant sammenheng bade med forsgksgrupper, uttak og kombinasjonen av gruppe og uttak for
ALAT. En fisk skilte seg imidlertid ut med ALAT pa 51 enheter/|, og all signifikans bortfaller ved
fierning av denne enkeltmalingen. Verdien pa 51 er mer enn 17 ganger hgyere enn det gvrige
gjennomsnittet av ALAT-verdier, og vi velger derfor a tolke utviklingen i ALAT uten denne
enkeltverdien. Det konkluderes derfor med at det ikke er noen signifikant effekt pa ALAT-verdier
mellom Cl-grupper og kontrollgruppe, og det er heller ingen signifikant endring i ALAT gjennom
forsgksperioden (Figur 5c).

Kreatinin kinase (CK)

Gjennomsnittsverdier for kreatinin kinase (CK) varierte gjennom forsgket og I3 mellom 2359 og
15561 enheter/| (Vedlegg; Tabell 1). Det var ingen signifikant sammenheng i CK med forsgksgrupper,
uttak eller kombinasjonen av grupper og uttak.

Totalt protein (TP)

Analysen av totalt protein (TP) viser at det var en signifikant sammenheng med prgveuttak, men ikke
med forsgksgrupper eller kombinasjonen av forsgksgruppe og prgveuttak. Den signifikante
sammenhengen med uttak indikerer en nedgang i TP over tid i forspksperioden, og nedgangen synes
stgrre for gruppene Cl-hgy og Cl-lav enn for kontrollgruppen (Figur 5e). Det ble derfor gjort en
naermere underspkelse i form av linezer regresjonstest for TP-verdier mot uttak per gruppe. Denne
analysen viste en signifikant nedgang over tid for gruppen Cl-hgy (p < 0,001). Det var imidlertid ingen
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signifikant effekt i TP-niva som fglge av uttak for gruppene Cl-lav og kontroll (p-verdier hhv 0,145 og
0,972).

Laktat dehydrogenase (LDH)

Gjennomsnittsnivaene for laktat dehydrogenase (LDH) varierte mellom 154 og 309 enheter/I
(Vedlegg; Tabell 1). Det var ikke signifikant endring i LDH-nivaer med tid i forsgksperioden, men det
var en signifikant sammenheng med forsgksgruppe, der effekten sannsynligvis skyldes forhgyede
LDH-niva i gruppen Cl-hgy ved siste prgveuttak (Figur 5f). Det bemerkes en stor variasjon rundt
gjennomsnittene i analysen av LDH (Figur 5f).

Kreatinin

Analysen av verdier for kreatinin viser sammenheng med forsgksgruppe alene, men ikke med
prgveuttak eller kombinasjon av gruppe og uttak. Den signifikante sammenhengen med gruppe
skyldes trolig sveert lave verdier for gruppen Cl-lav i restitusjonsperioden (Figur 5g). Det bemerkes en
stor variasjon rundt gjennomsnittet for kreatinin (Figur 5g).

Laktat

Gjennomsnittsverdier for laktat varierte noe gjennom forsgket, og spesielt i kontrollgruppen der det
var en gkning i giennomsnittlig laktatniva fra 106 mmol/I ved tredje prgveuttak til 150 mmol/I ved
fierde prgveuttak (Vedlegg; Tabell 1). Analysen av verdier for laktat viser signifikant sammenheng
med gruppe alene og med kombinasjonen gruppe og uttak, men ikke med uttak alene. De
signifikante effektene skyldes en gkning i laktat-verdier for kontrollgruppen utover forsgket, og med
den forhgyede verdier mot slutten av forsgket (Figur 5h).

Plasmaklorid

Gjennomsnittsverdiene for plasmaklorid var relativt stabil giennom hele forsgksperioden i gruppen
Cl-hg@y, der konsentrasjonen varierte mellom 126,5 og 130,6 mmol/| (Vedlegg; Tabell 1). Det var noe
st@rre variasjon fra uttak til uttak i gruppen Cl-lav (min = 116,3 og maks = 133,2 mmol/l) og kontroll
(min =112,1 og maks = 127,3 mmol/l) (Vedlegg; Tabell 1). Det var ingen signifikant sammenheng
med verken gruppe, uttak eller kombinasjonen av de to for plasmaklorid. Det er imidlertid
interessant a merke seg at gjennomsnittsverdien for plasmaklorid, pa samme mate som for laktat,
var sveert lav (112,1 mmol/l) i kontrollgruppen ved siste prgveuttak (Figur 5i).

3.2.3 Histopatologiske vurderinger av gjeller

Forsgksfisken var stor, voksen laks som hadde oppholdt seg i havet over ett til flere ar. Likevel ble det
observert kun sparsomme histopatologiske forandringer i gjellene til denne fisken. Gjeller fra fisk i
forsgksgruppe Cl-hgy, som var eksponert for kloramin i to uker, viste ingen spesielle forandringer
sammenlignet med fisk fra kontrollgruppen ved samme prgveuttak. Ved siste prgveuttak, der
forspksfisken var holdt i vann uten klortilsetning i tre uker, var det samme status; ingen synlige
forskjeller mellom gruppene Cl-hgy og kontroll. Det var imidlertid en tendens til gkt grad av
hyperplasi og sammenvoksinger av lameller i kontrollgruppa ved det siste prgveuttaket. Her hadde 3
av 8 fisk uttalt overvekst av overflateceller og sammenvokste lameller (Figur 6c). Det ble ogsa
observert omrader i gjellen med sammenklistrede filamenter (Figur 6a og Figur 6b) hos enkeltfisk i
begge de undersgkte forsgksgruppene, men antallet individer med disse forandringene fordelte seg
jevnt mellom kloreksponert gruppe og kontrollgruppen. Noe clubbing? og lifting* ble observert, og
hyppigheten av disse observasjonene var ogsa jevnt fordelt mellom forsgksgrupper og prgveuttak.

3 Fortykkelse i tuppen av sekundarlamellene (kan vaere mange arsaker).
4 Mellomrom mellom epitelet pa sekundaerlamellene og karene under.
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Figur 6. Bilde a fra fiskegjelle i gruppe Cl-hgy og bilde b fra fiskegjelle i kontrollgruppen, ved prgveuttak etter 14
dager eksponering. Begge bildene viser eksempler pd sammenklistrede filamenter. Bilde c er fra fiskegjelle i
kontrollgruppen ved siste prgveuttak og viser eksempel pa et omrade med hgy grad av hyperplasi og
sammenvoksinger av lameller. Bilde d viser eksempel pa friske gjeller og er fra fisk i kontrollgruppen ved
prgveuttak etter 14 dager eksponering.

3.3 Effekt pa Gyrodactylus salaris

Startinfeksjonen for G. salaris var hgy pa de laksungene som ble eksponert for kloramin, med
gjennomsnittlig 1717, 1698 og 1943 G. salaris per fisk i henholdsvis gruppene Cl-hgy, Cl-lav og
kontroll (Tabell 7). Ved avslutning av eksponeringsperioden var det tilbake en enkelt infisert laksunge
i kontrollgruppen, og denne var infisert med 940 G. salaris. | gruppen Cl-lav var det tilbake to
laksunger med henholdsvis 5 og 17 G. salaris. | gruppen Cl-hgy var to laksunger infisert med
henholdsvis 1 og 7 parasitter pa dag seks. Ved neste undersgkelse, pa dag ni, var begge disse
laksungene fri for G. salaris.

Tabell 7 - Gjennomsnittlig antall G. salaris ved angitt dag i forsgket for gruppene Cl-hgy, Cl-lav og kontroll. Antall
laks i hver gruppe pa undersgkelsestidspunktet er angitt i parentes.

Dag0 Dag 2 Dag 4 Dag 6 Dag9 Dag 13
Cl-hgy 1717 (3) 847 (3) 175 (3) 4(2) 0(2)
Cl-lav 1698 (5) 735 (5) 336 (5) 163 (5) 88 (5) 11(2)
Kontroll 1943 (3) 1397 (3) 913 (3) 1073 (3) 1325 (2) 940 (1)
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4 Diskusjon

Det overordnende malet med Gyroklorprosjektet er & utrede om klorforbindelser kan brukes som
behandling mot G. salaris i store laksevassdrag, uten 3 ta livet av fisken. Effekter av
kloramineksponering pa stor, voksen villaks er oss bekjent ikke studert tidligere, og det var derfor
usikkert hva som kunne forventes av talegrenser.

Dette forsgket har vist at stor, voksen laks fra Driva kan eksponeres for 12 ug klor/l over en periode
pa 14 dggn uten at fisken pavirkes i vesentlig negativ grad. Det ble ikke pavist signifikante forskjeller
mellom fisken i de kloreksponerte forsgksgruppene og kontrollgruppa som var holdt i vann uten
klortilsetning, verken for ulike blodparametere eller ved histopatologiske undersgkelse av gjeller. Det
var heller ingen visuelle forskjeller i adferd mellom forsgksgruppene under kloreksponeringen.

| Ippet av forsgksperioden dgde totalt tre fisk i fysiologiforsgket. De tre var fordelt med én fra hver
forsgksgruppe. Arsaken til at disse fiskene dgde er ikke kjent. Det er imidlertid ikke unormalt at
enkeltindivider av stor, voksen atlantisk laks i gytestadium dgr i norske elver, og dgdeligheten var
ogsa innenfor det som er observert som normalt i fangsthuset (Inger Helene Hagen, pers. medd.).
Det er derfor rimelig a konkludere med at kloreksponeringen ikke medfgrte dgdelighet ut over hva
som er normalt ved hold av laks under de radende omstendighetene.

Klor er et oksidasjonsmiddel som kan ha en korrosiv virkning pa biologiske overflater, for eksempel
pa fiskegjeller. Dette antas a kunne medfgre fysiologiske og biokjemiske responser i blodet samt
fysiske endringer i gjelleoverflaten. Blodparameterne som ble analysert i forsgket var valgt ut for a
studere eventuelle effekter av kloreksponering pa fiskens vann og saltbalanse (plasmaklorid),
respirasjon (laktat og hematokrit), niva av rgde blodceller (hematokrit og hemoglobin) og avfallsstoff
(kreatinin). | tillegg ble det undersgkt for forandringer i utvalgte enzymer som representerer viktige
organsystemer i fisken (ALAT, CK, LDH). Hematologiske, fysiologiske og histopatologiske
undersgkelser er effektive metoder for a pavise toksiske effekter pa et tidlig stadium i fisk (Banaee
mfl. 2008). Slike forandringer indikerer toksisk stress, spesielt i blod og i blodproduserende organer
(Rahman & Siddiqui 2006).

Plasmaklorid er en viktig elektrolytt som bidrar til 3 opprettholde en osmolaritet i blodplasma hos
laks i ferskvann pa ca. 300 mOsm/I. Plasmakloridnivaet er derfor en god indikator pa status for vann-
saltbalansen i fisken. | ferskvann er laks hyperosmotisk i forhold til vannet og ma ta opp ioner for a
opprettholde et stabilt niva av plasmaklorid. Dette opptaket/reguleringen foregar i all hovedsak i
gjellene, og forandringer/skader i gjellene, for eksempel i cellemembranen, vil raskt komme til
uttrykk i redusert niva av plasmaklorid (Gensemer & Playle 1999). Det var derfor relevant a
undersgke om plasmakloridnivaet endret seg i gruppene Cl-lav og Cl-hgy gjennom forsgket,
sammenlignet med kontrollgruppen. Det ble ikke observert signifikante forskjeller mellom gruppene
av kloreksponert laks og kontrollgruppa, og dette tolkes som at klor ikke har pavirket laksens evne til
a regulere nivaet av Cl- i blodplasma. Det ble imidlertid observert en variasjon i plasmakloridniva i
enkeltgrupper gjennom forsgket, men gjennomsnittsverdier i alle prgveuttak 1a innenfor det som er
beskrevet som normalverdier for laks i ferskvann (111-135 mM) (Evans 1979, 1993, Arnesen mfl.
1998, Handeland mfl. 1998, Handeland mfl. 2000, lversen mfl. 2009, Iversen & Eliassen 2012). Det var
heller ingen trender i denne variasjonen, og vi kan konkludere med at kloreksponeringen ikke
pavirket plasmakloridnivaet til fisken i forsgket.

Rade blodceller er den vanligste typen blodceller og utgjer 44-49 % av blodvolumet i oppdrettslaks
(Sandnes mfl. 1988). Rgde blodceller inneholder hemoglobin som er et protein som frakter oksygen
rundt i fiskekroppen. Innenfor humanmedisin er det vist at kloramin fra drikkevann kan reagere med
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hemoglobin i de rgde blodcellene og oksidere dette til methemoglobin, som ikke lenger har evnen til
a binde oksygen reversibelt (Eaton mfl. 1973). Den samme studien viste ogsa at r@de blodceller som
ble eksponert for kloramin fikk kortere levetid. Andre forsgk (Buckley mfl. 1976) har rapportert at
hemolytisk anemi ogsa kan forekomme i fisk som fglge av kloramineksponering. Hagen mfl. (2019b)
indikerer for eksempel at kloramineksponering kan gi redusert hematokrit hos laksunger med alder
1+ og 2+. Det ble derfor valgt a8 undersgke for bade hematokrit og hemoglobin ved
kloramineksponeringen.

Hematokritverdiene hos fisken i alle forspksgruppene var lav giennom hele forsgksperioden, og
hovedsakelig lavere enn det som er beskrevet som normalverdier for oppdrettslaks. Det var ogsa en
tendens til nedgang i hematokrit mot slutten av forsgket. Pa samme tid ble det ogsa observert en
nedgang i hemoglobin hos forsgksfisken. Til tross for et noe lavt hematokritniva og synkende
hematokrit og hemoglobinniva gjennom forsgket, var det ingen signifikant forskjell mellom
kloreksponerte grupper og kontrollgruppen. Det er derfor sannsynlig at lav- og redusert hematokrit
og hemoglobin ikke skyldes kloramineksponeringen. Lav hematokrit kan ha flere arsaker, men i dette
forsgket er det nzerliggende a knytte nivaene til fiskens darlige ernzeringssituasjon. Studier har vist at
fisk som ikke spiser vil kunne fa reduserte hematokritverdier i Igpet av noen uker (Foda 1975, El-
Mowafi mfl. 1997). Mangel pa naeringstilgang kan ogsa gi redusert evne til nyproduksjon av r@de
blodceller, noe som er vist & kunne vaere relatert til mangel pa sporstoffene jern (Fe) eller kobber
(Cu) (EI-Mowafi mfl. 1997). Forspksfisken var gytemoden laks og dermed i et livsstadium der
naringsinntaket er lavt. Fisken var ogsa holdt i kar uten foring i flere uker fgr forspksstart og hadde
lav og avtagende k-faktor i forsgksperioden. Dette styrker antakelsen om at redusert naeringsstatus
er arsaken til de lave hematokrit- og hemoglobinnivaene.

Alanin aminotransferase (ALAT) er et enzym som fgrst og fremst finnes i lever og leverceller. Ved
leversykdom med celled@d, er det godt samsvar mellom konsentrasjonen av ALAT i blodet og
mengden skadet vev. Det var derfor forventet a finne forhgyede verdier av ALAT i blodet til
forsgksfisken hvis kloreksponeringen fgrte til skader pa leverceller. Nivaet for ALAT var imidlertid ikke
signifikant hgyere i de kloreksponerte gruppene enn i kontrollgruppa, og det kan derfor fastslas at
eksponeringen ikke pafgrte forsgksfisken leverskader. Sandnes mfl. (1988) oppgir et ALAT-niva pa 4-8
enheter/l som referanseomradet for frisk oppdrettslaks. | vart forsgk varierte giennomsnittlig ALAT-
niva fra 1,6 til 10,5. Vart forsgk ble gjennomfgrt med villaks der hvert individ hadde ulik bakgrunn, for
eksempel svaert forskjellig tid i sj@ fgr tilbakevandring til Driva. Stgrrelsen pa fisken var ogsa svaert
forskjellig, men variasjonen var tilnaermet lik innenfor forsgksgruppene. | tillegg ble forsgket
gjennomfgrt i gyteperioden for laks og individene var i ulik fase i forhold til gytetidspunkt. Dette er
faktorer som kan ha bidratt til variasjon i ALAT mellom individer gjennom forsgksperioden.

Nivaet av totalt protein (TP) avtok gjennom forsgksperioden i begge de kloreksponerte gruppene, og
nedgangen var signifikant i gruppen Cl-hgy. Ved begge prgveuttakene, under selve
kloreksponeringen, var imidlertid TP-nivaet innenfor referanseomradet for oppdrettslaks pa 41,6 -
56,6 g/l (Sandnes mfl. 1988). Det kan ogsa nevnes at TP-nivaet i kontrollgruppen var relativt stabilt i
forsgksperioden, men at det 1a under referanseomradet i tre av fire prgveuttak. Redusert niva av TP
er vist & forekomme ved sulting, malabsorpsjon og feilernaering (Pagana & Kathleen Deska 1998).
Forsgksfisken i vart forsgk var stor, voksen gytefisk, og altsa i et livsstadium og miljg med darlig
tilgang pa mat. Fisken hadde i tillegg gatt lenge i kar uten nzeringstilgang og underernzaering er en
sannsynlig arsak til lavt og synkende TP-niva.

Laktat dehydrogenase (LDH) er en uspesifikk indikator pa vevsskade, og i mennesker vil forhgyede
verdier kunne forekomme ved akutt celleskade i lever, lunger, nyrer og muskulatur. LDH er et enzym
som finnes i nesten alle kroppens celler og inngar i nedbrytingen av glukose til pyruvat og laktat.
Dersom cellene er skadet eller dgr vil det Igselige enzymet lekke ut og komme over i blodet (Banaee
2008). LDH kan ogsa veere en indikator pa gjellesykdom (Khazraiinia mfl. 2000). Det var en signifikant
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forskjell i LDH-niva mellom gruppene, der dette sannsynligvis skyldes forhgyede LDH-niva i gruppen
Cl-hgy ved siste prgveuttak, tre uker etter endt kloreksponering. Det kan ikke utelukkes at forhgyet
LDH-niva skyldes kloreksponeringen, og da eventuelt som en forsinket respons. Andre studier har
imidlertid vist at LDH responderer raskt i fisk ved kjemisk eksponering (Banaee mfl. 2008), og en slik
rask respons ble ikke observert i vart forsgk. Hemolyse kan vaere en mulig usikkerhet ved LDH-
analysen i denne studien. Rgde blodceller inneholder gjennomsnittlig 160 ganger sa mye LDH som
plasma og synlig hemolyse kan gi et positivt avvik pa 25 — 50 enheter/|. Enkelte prgver i vart forsgk
hadde en viss grad av hemolyse, og dette kan ha pavirket resultatet. Det var imidlertid ingen
forskjeller i hemolysegrad mellom prgvene fra kloreksponerte grupper og kontrollgruppa, og prgvene
er derfor vurdert som sammenlignbare.

Kreatinin kinase (CK) er et enzym som finnes i hgyest konsentrasjon intracelluleert i skjelett- og
hjertemuskulatur, og i blodceller. Enzymet spalter kreatinfosfat til kreatinin, fosfat og vann. Normalt
finnes CK i lav konsentrasjon i blodet, men kan stige, for eksempel ved muskelskade. Det var ingen
signifikant sammenheng i CK med forsgksgrupper, uttak eller kombinasjonen av grupper og uttak.
Kreatinin er et avfallsprodukt som produseres med en relativt konstant rate. Produksjonen er
avhengig av muskelmassen, mens det daglige inntaket av fgde har relativt liten betydning. Kreatinin
skilles ut ved glomerulzer filtrasjon i nyrene, og kreatinin anses som godt egent til 8 vurdere
fysiologisk status fordi produksjons- og utskillelsesraten er relativt konstant hos det enkelte individ.
Det ble ikke funnet signifikante forskjeller i utvikling av kreatinin-niva gjennom forsgksperiode, eller
mellom forsgksgruppene. Kreatinin varierte mye innad i hver forsgksgruppe i form av sveert lave
verdier for de fleste fiskene (0-2 umol/I), men der enkeltfisk hadde nivaer av kreatinin pa 30-56
umol/I. Referanseomradet for oppdrettslaks er oppgitt til & vaere 26—46 umol (Sandnes mfl. 1988).
Nivaene av kreatinin var betydelig lavere i vart forsgk, men trenden med mange lave og noen fa hgye
verdier gjaldt for bade kloreksponerte grupper og kontrollgruppen. Det er derfor ikke mulig a
konkludere med om kloreksponeringen hadde en effekt pa kreatinin-nivaet i dette forsgket.

Konsentrasjonene av klor var stabile i begge karene med klortilsetning med gjennomsnittsverdier pa
henholdsvis 5 og 12 ug/l i innlgpsvannet og 5 og 11 ug/l i avligpsvannet. Vannprgvene fra
innlgpsvannet ble tatt i karene like etter at det klortilsatte vannet hadde blandet seg i det horisontale
reret som sgrget for sirkulaer og stabil vannstrgm i forsgkskarene. Klor tilsatt fra stamlgsningen og
vann fra Driva hadde dermed fatt noen sekunder til 3 reagere f@r vannprgven ble tatt. Differansen
mellom tilsatt klorkonsentrasjon og malt konsentrasjon i innlgpsvannet viser at det var et
gjennomsnittlig momentant klorforbruk pa 69 % i Igpet av de fgrste sekundene. Resterende
klorkonsentrasjon holdt seg deretter stabil over en tidsperiode pa 90 minutter, som var
oppholdstiden pa vannet i de store karene. Vannkvaliteten i Driva, med relativt hgy pH (7,2) og lite
Igst organisk karbon (DOC, 1,4 mg/l) er trolig hovedarsaken til den lave/langsomme nedbrytningen av
klor, men den lave temperaturen har nok ogsa bidratt.

Det er godt dokumentert at sterke oksidasjonsmidler kan skade fiskegjeller, og skadene kan vaere
synlige som blgdninger, hyperplasi, sammenvoksinger av lameller og nekroser (Speare mfl. 1999). |
tidligere studier med laks og lave konsentrasjoner av kloramin er det observert antydninger til
patologiske forandringer pa gjellene til fisken (Hagen mfl. 2018). Det finnes imidlertid ogsa studier av
laks og kloramineksponering uten observasjon av patologiske forandringer (Hagen mfl. 2019b). |
Hagen mfl. (2019b) ble gjellene til kloreksponert fisk vurdert som helt friske. Begge de nevnte
studiene ble gjort med laksunger (alder 1+ og 2+). | vart forsgk med stor, voksen laks ble det ikke
pavist patologiske forandringer som kan relateres til kloreksponeringen. Dette viser at
kloreksponering for inntil 12 ug klor/l i en periode pa 14 dager ikke pavirker gjellestrukturen hos laks
negativt. Eventuelle endringer i slimlaget pa gjellene kan imidlertid ikke utelukkes da dette ikke kan
pavises med histopatologiske undersgkelser av gjeller som er fiksert med formalin.
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I tilfelle klorkonsentrasjonen i gruppen Cl-hgy skulle vise seg a veere for hgy, med store negative
effekter pa fisken tidlig i forsgket, ble laksunger (alder 0+) infisert med G. salaris eksponert for det
samme klorholdige vannet som den store fisken. Dette ble i hovedsak gjort for a sikre dokumentasjon
av kloreffekt pa G. salaris, gitt at forsgket matte avbrytes pa et tidlig tidspunkt. Hensikten med
Gyrodactylus-undersgkelsene var derfor a sikre data til videre bruk i utviklingen av Klormetoden, og
ikke a studere intensiteten av parasittinfeksjonen i detalj over tid. Laksungene som ble fanget i Driva
var sma, hadde sveert hgye infeksjoner med G. salaris og hadde darlig kondisjon og helsetilstand ved
forspksstart. Bedgving og handtering av laksungene i forbindelse med Gyrodactylus-undersgkelsene
pafgrte en ekstra belastning, og dgdelighet ble registrert i alle forsgksgruppene gjennom forsgket.
Nar enkeltfisker dgde i forspksperioden, ble ogsa G. salaris-individene som var festet til denne fisken
fiernet fra forspket. Dermed faller grunnlag for a vurdere en detaljert endring i antall parasitter
mellom prgveuttak bort. Det ble allikevel registrert en kraftig nedgang i parasittantall pa enkeltfisker
gjennom forsgket, og i Cl-hgy var infeksjonen redusert til 0,2 % etter 6 dager (n = 2 fisk). Ved
forsgkets slutt var G. salaris-infeksjonen redusert til henholdsvis 0,7 % og 0 % av startinfeksjonen i
gruppen Cl-lav og Cl-hgy. | kontrollgruppen holdt antallet G. salaris seg relativt stabilt pa enkeltfisk,
men pa grunn av dgdelighet og kun én laksunge igjen ved siste undersgkelsestidspunkt, kan ikke
utviklingen vurderes.

Tidligere forsgk med kloramin og G. salaris (Hagen mfl. 2014, 2018) har vist at parasitten forsvinner
fra laksunger etter 2-6 dager ved eksponering for 7-18 ug aktivt klor/I. Effekten pa G. salaris-
populasjonen i dette forsgket viste i tillegg at sa lav konsentrasjon som 5 ug klor /I pavirker
parasitten i vesentlig negativ grad. Temperaturen i forsgkene var sveert lave i forhold til i de tidligere
forsgkene (jf. Hagen mfl. 2014, 2018). Det er rapportert at kloramins effekt som desinfeksjonsmiddel
blir lavere ved lav temperatur. Butterfield & Wattie (1946) fant at eksponeringstiden som skulle til for
a eliminere ulike bakterier var opp til 9 ganger lenger ved temperaturer pa 2-6 °C enn ved 20-25 °C.
Videre matte kloraminkonsentrasjonen veaere opp til 4 ganger hgyere ved den laveste temperaturen
for & oppna samme effekt ved samme eksponeringstid. Erfaringene fra dette forsgket ga ingen
indikasjon pa at lav temperatur har redusert effekten av kloramin pa G. salaris. De registrerte
effektene pd G. salaris i forsgket anses som verdifull kunnskap for den videre utviklingen av
klormetoden, og betydningen av vanntemperatur vil trolig bli testet ut i Driva i 2020 under andre
temperaturbetingelser.

5 Konklusjon

Dette forsgket har bidratt med viktig kunnskap om effekt av kloreksponering pa G. salaris og pa stor,
voksen villaks. Forsgket bekrefter at parasitten er sveert fglsom for klorforbindelser, og at stor laks
tolererer eksponering i 14 dager for doser av klor som fjerner parasitten pa seks dager.
Kloreksponeringen fgrte ikke til signifikante effekter, verken for ulike blodparametere eller ved
histopatologiske undersgkelse av gjeller. Det var heller ingen visuelle forskjeller i adferd mellom
forspksgruppene under kloreksponeringen. Forsgket har dermed vist at ved lav vanntemperatur og
naer ngytral pH kan stor, voksen laks fra Driva eksponeres for 12 ug klor/l over en periode pa 14 dggn
uten at fisken pavirkes i vesentlig negativ grad. Forsgket har ogsa vist at en konsentrasjon pa 5 ug
klor per liter har betydelig negativ effekt pa G. salaris ved en 13 dagers eksponering.

Dette indikerer en god fleksibilitet med tanke pa dosering av kloramin til et vassdrag under en
eventuell behandling mot G. salaris, og at variasjoner med lavere klorkonsentrasjoner lokalt i elva
ogsa vil bidra til betydelig reduksjon av parasittintensiteten pa laksen.
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Vedlegg

Vedlegg; Tabell 1 - Blodverdier (gjennomsnitt + sd og n) for alle forsgksgrupper ved prgveuttak 1-4.

F lobin; g/I* I % ALAT u/I CK u/l TP g/l LDH U/I Kreatinin umol/I Laktat mmol/I Klorid mmol/I
Gruppe Uttak Snitt SD n Snitt  SD n Snitt SD n Snitt SD n Snitt  SD n Snitt  SD n Snitt SD n Snitt  SD n Snitt SD n
Cl-hgy 1 990 774 8 443 331 8 10,5 16,63 8 7455 4958 8 495 1053 8 2488 14191 8 12,8 1854 8 90,4 2694 8  127,4 3616 8
2 1000 17,20 8 439 625 8 1,04 8 2864 2515 8 44,7 1470 8 2163 9435 8 14,1 19,19 8 798 3841 8 1289 24,69 8
3 84,3 1144 8 373 370 8 1,85 8 4836 3031 8 387 966 8 1709 9351 8 89 1622 8 84,6 21,87 8 1306 819 8
4 896 1366 8 39,7 458 8 1,07 8 4202 879 8 288 542 8 3091 154,48 8 56 637 7 634 21,52 8 1265 13,07 8
c-lav 1 933 1040 7 39,7 3,67 7 200 7 6214 5685 7 371 404 7 1750 56,82 7 56 519 7 825 32,67 7 1204 13,96 7
2 1002 9,04 8 46,1 3,16 8 39 8 4032 2719 8 41,1 19,02 8 163,4 5843 8 4,3 7,94 8 67,2 20,55 8 126,7 12,75 8
3 84 952 8 361 3,00 8 1,47 6 2359 2582 8 32,7 453 8 1710 51,08 8 04 074 8 722 21,77 8 1332 626 8
4 956 1548 8 420 669 8 1,4 1,19 8 2383 3820 8 31,3 533 7 153,8 62,09 8 44 11,98 8 782 19,45 8 129,1 18,25 8
Cl-kontroll 1 91,0 11,58 8 434 421 8 1,55 8 3263 1527 8 40,7 450 8 2230 5945 8 71 12,41 8 97,4 27,07 8 1273 450 8
2 9,1 1875 8 443 681 8 1,06 8 3217 4378 8 382 826 8 1729 42,77 8 45 950 8 920 2649 8 1182 14,70 8
3 895 845 7 396 347 7 2,71 6 5900 6688 6 387 663 6 183,8 113,45 6 33 3,67 6 89,7 53,19 6 134,8 19,27 6
4 91,2 1164 8 433 539 8 271 8 5051 2833 8 403 765 8 2133 7142 8 63 828 8 1504 7518 8 1121 19,73 8
Vedlegg; Tabell 2 - Statistiske tester av biologiske analyser
Hematokrit Laktat dehydrogenase
Analysis of Variance Table Analysis of Variance Table
Df SumSgqg MeanSq Fvalue Pr(>F) Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)
Gruppe 2 53,27 26,637 1,1858 0,3107 Gruppe 2 1,4541 0,72705 4,6242 0,01254 *
Uttak 3 620,62 206,872  9,2091 2,56E-05 *** Uttak 3 08701 0,29002 1,8446 0,14565
Gruppe:Uttak 6 167,28 27,88 12411  0,2941 Gruppe:Uttak 6 1,0902 0,18171 1,1557 0,33829
Residuals 82 1842,03 22,464 Residuals 81 12,7355 0,15723
Hemoglobin Kreatinin
Analysis of Variance Table Analysis of Deviance Table
Df SumSgqg MeanSq Fvalue Pr(>F) Df Df Deviance Resid. Df Resid. De\Pr(>Chi)
Gruppe 2 21,9 10,96 0,069 0,93335 NULL 91 114,34
Uttak 3 2261 753,65 4,7457 4,21E-03 *** Gruppe 2 7,4283 89 106,91 0,02438 *
Gruppe:Uttak 6 674,9 112,49  0,7083 0,643781 Uttak 34,1047 86 102,8 0,25038
Residuals 82 13022,2 158,81 Gruppe:Uttak 6 63331 80 96,47 0,38693
Alanin aminotransferase Laktat
Analysis of Deviance Table Analysis of Variance Table
Df Deviance Resid. Df Resid. De\Pr(>Chi) Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)
NULL 132,901 Gruppe 2 20327 10163,6 8,145 0,000598 ***
Gruppe 2 13,203 119,698 0,001359 ** Uttak 3 4299 14329  1,1483 0,3347252
Uttak 3 17,125 102,573 0,000666 *** Gruppe:Uttak 6 19257 3209,4 2,572 0,024839 *
Gruppe:Uttak 6 13,748 88,826 0,032586 * Residuals 81 101075  1247,8
Kreatinin kinase Klorid
Analysis of Deviance Table Analysis of Variance Table
Df Df Deviance Resid. Df Resid. De\Pr(>Chi) Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)
NULL 92 119,48 Gruppe 2 663,5 331,77 11,0244  0,3636
Gruppe 21,1161 118,36  0,5723 Uttak 3 12255 408,51  1,2613  0,2932
Uttak 32,9647 1154  0,3971 Gruppe:Uttak 6 1583,6 26393 08149 0,5615
Gruppe:Uttak 6 71111 108,29  0,3107 Residuals 81 262339 323,88
Total protein
Analysis of Variance Table
Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)
Gruppe 2 3956 197,81  2,1557  0,1225
Uttak 3 12326 410,88  4,4776 0,00587 **
Gruppe:Uttak 6 11605 193,41  2,1077 0,06134 .
Residuals 80 7341 91,76
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