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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 som ble avsluttet i 2020, stgttet Miljgdirektoratet

forslaget om et talegrenseforsgk der ungfisk av grret fra Driva ble eksponert for hgyere
klorkonsentrasjoner enn det som er relevant for behandling mot G. salaris. | tillegg ble laksunger
infisert med G. salaris og eksponert for hgy, men behandlingsrelevant, dose for a koble effekten pa
ung grret mot effekten pa G. salaris.

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

Forspket som rapporteres her er gjennomfgrt ved fiskesperra i Sngvasmelan i Driva. Vi vil takke Inger
Helen Sira Hagen (lokal koordinator) for god hjelp med gjennomfgring av prosjektet. Vi vil ogsa takke
Steinar Stensli, Pal Adolfsen og Roar Sandodden (Veterinaerinstituttet) for hjelp med el-fiske til
prosjektet.

Forsgkene er gjennomfgrt med tillatelse fra Mattilsynet i henhold til Forskrift om bruk av dyr i forsgk
med FOTS-ID 23997.

Oslo, 19.04.2021
Anders Gjgrwad Hagen,
prosjektleder
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Sammendrag

Lakseparasitten Gyrodactylus salaris er ansett som en stor trussel mot norsk villaks og myndighetene
har som mal a utrydde den fra alle omrader hvor den er etablert. Etter flere ar med innsats i form av
kjemisk bekjempelse er status mot slutten av 2020 at parasitten kun er kjent forekommende i atte
vassdrag fordelt pa to smitteregioner; Drammensregionen og Drivaregionen. | Igpet av de senere ar
er det gjort en betydelig innsats for a utvikle en bekjempelsesmetode mot G. salaris basert pa klor i
form av monokloramin.

Fra tidligere undersgkelser foreligger det betydelig kunnskap om effekten av klorkonsentrasjoner
som ligger innenfor det terapeutiske vinduet, det vil si en konsentrasjon som laksen taler over en viss
tid, men som dreper parasitten. Utstrekningen av det terapeutiske vinduet har imidlertid ikke veert
kjent. For & utvide den eksisterende kunnskapen om det terapeutiske vinduet ved bruk av kloramin
som behandlingskjemikalium mot G. salaris var det derfor relevant & undersgke hvor hgye
konsentrasjoner av klor fisken talte over tid, i tillegg til 3 undersgke effekten pa parasitten ved et
utvalg av relevante konsentrasjoner.

Pa sensommeren 2020 ble det gjennomfgrt to samtidige forsgk for & belyse talegrense hos fisk og
effekt pa G. salaris.

| talegrenseforsgket ble tre grupper av grretunger eksponert for giennomsnittlige konsentrasjoner av
aktivt klor pa henholdsvis 45 (Cl-lav), 78 (Cl-medium) og 104 (Cl-hgy) pg/l. Individuell tidlegrense
(tidspunkt for dgd) ble i dette forsgket definert som tidspunkt for tap av likevekt (hvor fisken ikke
lenger evnet & svpmme naturlig). Av de totalt 60 grretene i talegrenseforsgket var det til sammen 29
stykker som mistet tap av likevekt eller dgde i Igpet av forsgksperioden (1 i Cl-lav, 11 i Cl-medium og
17 i Cl-hgy). | Cl-lav dgde kun én fisk i Ippet av forsgket; etter 251 timer (10,5 dggn). | Cl-hgy dgde de
tre f@rste fiskene etter 54 timer (2,25 dggn), mens de to f@grste i Cl-medium dgde etter 64 og 65 timer
(2,7 dggn).

| effektforsgket ble to grupper av laksunger infisert med G. salaris eksponert for gjennomsnittlige
konsentrasjoner pa henholdsvis 21 (Gyro lav) og 41 (Gyro hgy) pg aktivt klor/l. | begge disse

gruppene var alle individer av G. salaris forsvunnet etter fire dagers eksponering. Samtidig ble det
observert en gkning i antall individer i en parallell kontrollgruppe som ikke var eksponert for klor.

Basert pa forsgkene ble det konkludert med at kloramin som behandlingskjemikalium mot G. salaris
har et stgrre terapeutisk vindu enn for eksempel surt aluminium, hvilket medfgrer at det kreves
mindre finjusteringer av dose og feerre doseringspunkter sammenlignet med aluminiumsmetoden.
Kunnskapsgrunnlaget om det terapeutiske vinduet for klor som kjemikalium i behandling mot G.
salaris har blitt styrket og resultatene er lovende fgr en mulig fullskala behandling i vassdraget.




NIVA 7616-2021
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The salmon parasite Gyrodactylus salaris is considered a great threat to wild salmon in Norway, and
the government wants it eliminated from all areas where it is present. After several years of effort to
chemically eradicate the parasite, status by the end of 2020 is that the parasite has a known
presence in 8 river systems, spread across two regions of infection: the region of Drammen and the
region of Driva. In later years, a substantial effort has been made to develop a treatment method
against G. salaris based on chlorine in the form of monochloramine.

Previous studies contribute considerable knowledge of effects of chlorine concentrations within the
therapeutic window, i.e., the concentrations of chloramine tolerable to the fish but killing the
parasite. To date, the extent of this “window” has largely been unknown. To expand the existing
knowledge on the therapeutic window using chloramine as a chemical treatment against G. salaris, it
was relevant to explore which concentration ranges the fish could tolerate over time, as well as
investigating the effect on the parasite at selected, relevant concentrations.

During august 2020, two concurrent experiments were conducted to better understand the
tolerance limit of chloramine to the fish and the effect on G. salaris.

In the tolerance limit experiment, three groups of juvenile trout were exposed to average
concentrations of active chlorine of 45 (Cl-low), 78 (Cl-medium) and 104 (Cl-high) pg/|, respectively.
The individual tolerance limit (time until death) was in this experiment defined as the time before the
fish experienced balance-loss (when it was no longer able to maintain normal swimming) . Of the 60
trout in the tolerance limit experiment, a total of 29 experienced balance-loss or death during the
experiment period (one in the Cl-low group, 11 in the Cl-medium group and 17 in the Cl-high group).
In the Cl-high group, the first three fishes died after 54 hours (2,25 days), whereas the first two fishes
in the Cl-medium group died after 64 and 65 hours (2,7 days).

In the effect-experiment, two groups of salmon infected with G. salaris were exposed to average
concentrations of 21 (Gyro low) and 41 (Gyro high) ug active chlorine per liter, respectively. In both
groups, all individuals of G. salaris were eliminated after four days of exposure. Simultaneously, an
increase in number of parasite individuals was observed in a parallel control group which was not
exposed to chloramine.

Based on the experiments, it was concluded that chloramine as a treatment chemical against G.
salaris has a wider therapeutic window and entails less fine-tuning of dosage as well as fewer dosage
points compared to the aluminum method.

The knowledge of the therapeutic window for chloramine as a chemical for treatment against G.
salaris is improved, and the results are promising before a possible full-scale treatment of the river-
system.
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1 Introduksjon

Lakseparasitten G. salaris er ansett som en stor trussel mot norsk villaks og myndighetene har som
mal a utrydde den fra alle omrader hvor den er etablert (Anon 2014). Etter flere ar med innsats i
form av kjemisk bekjempelse er status mot slutten av 2020 at parasitten kun er kjent forekommende
i atte vassdrag fordelt pa to smitteregioner; Drammensregionen og Drivaregionen (Hyttergd mfl.
2020). Rotenon har vaert det mest brukte kjemikaliet for & utrydde G. salaris, men i lgpet av de
senere ar har det veert fokus pa a utvikle alternative metoder basert pa andre kjemikalier. Fra
tidligere har laboratorieforsgk vist at lav konsentrasjon av hypokloritt kunne fjerne G. salaris fra
laksunger i Igpet av kort tid og uten synlige negative effekter pa fisken (Hagen mfl. 2014). Pa
bakgrunn av dette er det gjort betydelig innsats for a utvikle en bekjempelsesmetode basert pa klor i
form av monokloramin (se Hagen mfl. 2018, Hagen mfl. 2019a,b, Hagen mfl. 2021, Hyttergd mfl.
2021).

En behandling basert pa kloramin som hovedkjemikalium vil forega ved at det doseres med en
nominell mengde til hovedelva. | Igpet av sveert kort tid reagerer kloramin med forskjellige stoffer i
elvevannet og etterlater en fraksjon av klor som vil utgjgre den reelle behandlingskonsentrasjonen
umiddelbart etter tilsetting. Med transport nedover elva vil denne konsentrasjonen avta som fglge av
videre reaksjoner med stoffer i elvevannet i tillegg til fortynning fra tilsig av ubehandlet vann (for
eksempel grunnvann). Nedover elvelgpet vil det derfor veere behov for pafriskningsstasjoner med
tilfgrsel av nytt kloramin. | prinsippet vil den samme typen behandling, om enn i mindre skala,
giennomfgres for alt rennende vann som tilfgres elva pa behandlingsstrekningen, slik som fra
sidebekker.

Doseforskjellen mellom det som tar livet av parasitten og det som tar livet av verten omtales gjerne
som det terapeutiske vinduet for kjemikaliet. Under en fullskala behandling med klor i et vassdrag,
der malet er 4 utrydde G. salaris, vil det vaere avgjgrende 3 inneha god kunnskap om de gvre og
nedre klorkonsentrasjonsgrensene av det terapeutiske vinduet. Det er gnskelig a8 bruke sa hgy
konsentrasjon som mulig av hensyn til effekten pa parasitten. En gking av konsentrasjonen ma
imidlertid avveies mot de negative effektene dette vil ha pa fisken.

Gjennom tidligere forsgk (Hagen mfl. 2014, Hagen mfl. 2018, Hagen mfl. 2019a,b, Hagen mfl. 2021,
Hyttergd mfl. 2021) har det ikke blitt observert at verken voksen laks eller laksunger pavirkes
vesentlig negativt ved eksponering av klorholdig vann i det som er ansett som en
behandlingsrelevant konsentrasjon (10-30 pg/l) i opptil 14 dager, mens parasitten forsvinner etter
fire til ni dager. Fra disse undersgkelsene foreligger det derfor en del kunnskap om effekten

av klorkonsentrasjoner som ligger innenfor det terapeutiske vinduet, men utstrekningen av det
terapeutiske vinduet har ikke vaert kjent. For & utvide den eksisterende kunnskapen om det
terapeutiske vinduet ved bruk av kloramin som behandlingskjemikalium mot G. salaris var det derfor
relevant a undersgke hvor hgye konsentrasjoner av klor fisken talte over tid, i tillegg til 3 undersgke
effekten pa parasitten ved et utvalg av relevante konsentrasjoner.

Pa sensommeren 2020 ble det gjennomfgrt to samtidige forsgk for & belyse talegrense hos fisk og
dose-respons hos G. salaris. Begge forsgkene ble designet for a fa kunnskap som senere skal komme
til praktisk anvendelse i forbindelse med en eventuell behandling av Driva.
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2 Metode

Forspkene ble gjennomfgrt i perioden 11. til 23. august 2020 ved elva Driva. Laksen i elva er infisert
med Gyrodactylus salaris. Hensikten med forsgkene var a utvide den eksisterende kunnskapen om
det terapeutiske vinduet ved bruk av kloramin som behandlingskjemikalium mot G. salaris. Det ble
gjennomfgrt et talegrenseforsgk hvor tre grupper av grretunger ble holdt i vann med forskjellige
konsentrasjoner av tilsatt kloramin. | tillegg ble det gjennomfgrt et effektforsgk hvor to grupper av G.
salaris-infiserte laksunger ble eksponert for kloramin og en gruppe gikk pa rent ubehandlet vann som
kontroll. Tidligere erfaring med el-fiske i Driva har vist at det kan vaere vanskelig a fange tilstrekkelig
antall laksunger til a fylle begge forsgksoppsettene. Ettersom laks er den eneste relevante verten for
G. salaris ble de fa laksene det var mulig a fa tak i med el-fiske allokert til effektforsgket, og det ble
brukt grret i talegrenseforsgket.

2.1 Forsekslokalitet og oppsett

Forsgkene ble satt opp utendgrs pa et inngjerdet areal i tilknytning til en konstruert fysisk fiskesperre
i elva Driva. Sperra er bygget ca. 25 km oppstrgms Sunndalsgra der Driva munner ut i havet. Sperra
hindrer laksen i a vandre videre oppover i vassdraget og pa denne maten reduseres
utbredelsesomradet for laksen, og dermed ogsa omradet hvor det finnes laks infisert med G. salaris i
Driva.

De to forsgkene ble satt opp i en felles konstruksjon under et provisorisk tak (se skjematisk
fremstilling i Figur 1 og bilde i Figur 2). Forsgksoppsettet ble konstruert som et system med
kontinuerlig vanngjennomstrgmning. Vann fra Driva ble ledet inn i et glassfiberkar (indre volum 230
I) med overlgp som sikret stabil vanngjennomstrgmming i forsgksperioden.
Gjennomsnittstemperatur i vannet gjennom forsgksperioden var 14,7°C (minimum: 12,8°C og
maksimum 16,0°C). Temperatur ble malt i overlgpskaret med loggeintervall pa 30 min?. Fra
overlgpskaret ble vann ledet direkte ned i forsgkskarene. Kloramin ble tilsatt fra en felles
doseringslgsning ved hjelp av peristaltiske pumper?. Som forsgkskar ble det til talegrenseforsgket
brukt 45 liters murbgtter med en vanngjennomstrgmming pa 8 + 0,5 |/min, mens det i effektforsgket
ble brukt 12 liters murbgtter med en vanngjennomstrgmming pa 8 + 0,5 |/min. Alle forsgkskar hadde
pamontert netting foran avigpet og lokk av kryssfinér for a hindre remming.

Til doseringslgsningen ble det brukt kloraminkonsentrasjoner pa mellom 400-500 mg/I. Fra dunken
med doseringslgsningen ble det pumpet 0,75 — 2,8 ml kloramin/min avhengig av gruppe og
konsentrasjon pa doseringslgsningen. Konsentrasjonen pa doseringslgsningen tapte seg noe over tid
og ble derfor byttet ut innen 1-2 dggn for a sgrge for mest mulig stabil klorkjemi i karene. De tre
gruppene i talegrenseforsgket ble benevnt som Cl-lav, Cl-medium og Cl-hgy. | effektforspket ble
gruppene benevnt Gyro lav, Gyro hgy og Gyro kontroll. Tabell 1 viser malkonsentrasjonen for de ulike
gruppene. Malkonsentrasjonen er definert som pg klor per liter malt i vannet og ikke pg klor
nominelt tilsatt. Den hgyeste konsentrasjonen i effektforsgket (Gyro hgy) tilsvarte

den laveste konsentrasjonen talegrenseforsgket (Cl-lav). Dette ble gjennomfgrt ved a lede
avlgpsvannet direkte fra Cl-lav til Gyro hgy. Den korte oppholdstiden i Cl-lav var antatt a ikke
medfgre signifikant reduksjon av kloraminkonsentrasjon i Gyro hgy, noe som ble verifisert ved
analyse av separate vannprgver for de to gruppene (se kapittel 2.32.3 Forsgksprotokoll).

1 HOBO temperaturloggere; TidbiT v2, UTBI-001, Onset, Cape Cod, USA
2 Watson-Marlow 3235 med et 304MC femkanals kassettpumpehode
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Figur 1. Skjematisk fremstilling av forsgksoppsettet hgsten 2020. Forsgkene ble satt opp samtidig for
a ha best mulig kontroll pa kjemikaliedoseringen. Klorkonsentrasjoner som i figuren er annotert Cl-
lav, Cl-medium, Cl-hgy, Gyro lav, Gyro hgy og Kontroll er naermere spesifisert i teksten. Den hgyeste
konsentrasjonen i effektforsgket (Gyro hgy) tilsvarte den laveste konsentrasjonen i
talegrenseforsgket, og disse fikk derfor dosert klor fra felles pumpe (klordosering i figuren merket
henholdsvis Cl,, og Clay).
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Lty o b
Figur 2. Bilde av forsgksoppsettet hgsten 2020. Et ove
vanntilfgrsel til karene i henholdsvis talegrenseforsgket (bakre rekke av murstamper) og
effektforsgket (fremre rekke). Pumper forsynte forspkskarene med kloramin fra en felles
doseringslgsning (oppe til hgyre). Den hgyeste konsentrasjonen i effektforsgket tilsvarte

den laveste konsentrasjonen i talegrenseforsgket, og disse fikk derfor dosert klor fra felles pumpe
(venstre side i oppsettet). Foto: K. Olstad/NINA
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Tabell 1. Malkonsentrasjoner for hver enkelt av forsgksgruppene i talegrenseforsgket og
effektforsgket hgsten 2020.

Gruppe Forsgk Malkonsentrasjon (ug klor/l)
Cl-Lav Talegrenseforsgk 45

Cl-Medium Talegrenseforsgk 75

Cl-Hgy Talegrenseforsgk 100

Gyro Lav Effektforsgk 22

Gyro Hey Effektforsgk 45

Gyro Kontroll Effektforsgk 0

2.2 Forsgksfisk

Av praktiske hensyn falt valget av forsgksfisk til talegrenseforsgket pa grretunger som var fanget ved
hjelp av el-fiske. Til effektforsgket ble det brukt laksunger fanget ved el-fiske i Driva, og som allerede
var infisert med G. salaris. Fra 07. til 10. august ble det fisket 60 grretunger og 30 laksunger ved hjelp
av el-fiskeapparat pa strekningen mellom fiskesperra og ned til Vermgy. Fiskene ble fraktet i bgtter
med friskt elvevann tilbake til forsgkslokaliteten ved fiskesperra i Driva hvor de ble tilfeldig fordelt i
to 90 liters murstamper med god gjennomstrgmning av friskt elvevann i pavente av forsgksstart.
Fisken ble ikke foret giennom forsgket. Fordelingen av fisk i forsgkskarene er vist i Tabell 2.

Tabell 2. Antall laksunger og gjennomsnittlig lengde, minimumslengde og
maksimumslengde per gruppe i talegrenseforsgket og effektforsgket
hgsten 2020.

Gruppe Art n Snittlengde Min. lengde Maks. lengde
Cl-Lav @rret 20 119,4 85 179
Cl-Medium @rret 20 118,8 91 166
Cl-Hgy @rret 20 127,9 85 182
Gyro Lav Laks 10 70,0 38 91
Gyro Hgy Laks 10 80,2 40 119
Gyro Kontroll  Laks 10 54,6 37 91

2.3 Forseksprotokoll

Talegrenseforsgket og effektforsgket hadde felles oppstart den 11. august. Fgr forsgksstart ble
klordoseringen testet uten at det var satt fisk i forsgkskarene. Ved forsgksstart ble det fordelt 20
grretunger til hver av de tre forsgkskarene i talegrenseforsgket og 10 laksunger i hver av karene til
effektforsgket for kjemikaliedoseringen ble igangsatt. @vrig forsgksprotokoll er beskrevet nedenfor.

2.3.1 Vannkjemiske analyser

Pa grunn av vannkjemiske endringer i elvevannet og naturlig reduksjon av klorkonsentrasjonen i
doseringslgsningen matte det under forsgket foretas daglige justeringer for a holde konsentrasjonen
sa stabil og naer malkonsentrasjonen som mulig. De valgte malkonsentrasjonene var derfor a regne
som nominelle. | eksponeringsperioden ble det tatt vannprgver for analyse av klorkonsentrasjon
minimum én gang per dag. Prgvene ble tatt fra avigpsvannet fra alle seks forsgkskarene. Det ble ogsa

11
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tatt daglig vannprgve av ravannet fra overlgpskaret. Denne prgven fungerte som en referanseprgve.
Vannprgvene ble analysert for klor umiddelbart i feltlaboratoriet som var etablert i tilknytning til
forspkslokaliteten. Hver prgve ble filtrert til tre paralleller giennom et membranfilter med
porestgrrelse 0,45 pum. Filtratet (25 ml) ble tilsatt 150 pl 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 kaliumjodid og ristet. Prgvene sto deretter én time beskyttet fra direkte
sollys f@r 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 kjemikalium fgr de ble satt mgrkt i 15 minutter.
Absorbans ble deretter avlest i spektrofotometeret. Eventuelle avvik i klorkonsentrasjon ble korrigert
ved 3 justere pumpene opp eller ned f@r klorkonsentrasjonen ble malt pa nytt.

Gjennom kloreksponeringsperioden ble ledningsevne og turbiditet malt daglig i rdvannet til
forsgksoppsettet ved bruk av en handholdt 600 multiparametersonde. Ledningsevnen I3 mellom 22,0
og 28,0 us/cm med en gjennomsnittsverdi pa 26,2 pus/cm. Turbiditeten (malt som NTU) Id mellom
0,70 og 1,40 og hadde en gjennomsnittsverdi pa 0,92.

2.3.2 Talegrenseforsgk

| talegrenseforsgket var formalet a belyse hvor store doser av klor fisken talte fgr de begynte a dg.
Forspket ble satt opp med tre eksponeringsgrupper med forskjellige konsentrasjoner av klor.
Talegrensen for hver enkelt fisk skulle i prinsippet tilsvare tidspunkt for dgd, men ble av
dyrevelferdsmessige hensyn definert som antall timer fisken ble eksponert for klorholdig vann fgr tap
av likevekt (tap av likevekt var ansett som kriterium for humant endepunkt).

Tap av likevekt ble definert til 8 innebaere at fisken ikke lenger evnet @ svgmme naturlig, men svgmte
med siden eller buken i veeret, eventuelt ble liggende urgrlig. Tidspunkt for tap av likevekt ble notert
og den individuelle fisken ble tatt ut av forsgket og avlivet. | tillegg ble fiskens lengde malt til
naermeste millimeter, og det ble notert generelle observasjoner av adferd og eventuelle avvik fra
normal morfologi. Fiskene i talegrenseforsgket ble inspisert jevnlig og med maksimalt to timers
mellomrom i tidsrommet mellom klokken 08 og 21 hver dag gjennom forsgket. | tilfeller hvor fisken
ble funnet dgd i forsgkskaret ved fgrste inspeksjon om morgenen ble dgdstidspunkt prinsipielt satt til
klokken 03 om natten.

I tillegg til & bestemme talegrense i henhold til prosedyren nevnt ovenfor, ble det gjort visuelle
observasjoner med tanke pa eventuelle adferdsendringer.

2.3.3 Effektforsek

For forsgksstart ble antall G. salaris pa hver av laksungene bestemt ved telling i en stereolupe (Leica
MZ 75, 10x-15x forstgrrelse). For 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). Etter telling av G.

330 g dinatriumhydrogenfosfat, 46 g kaliumdihydrogenfosfat og 0,8 g EDTA i 1 liter MilliQ
41,5 g DPD, 2 ml konsentrert svovelsyre og 0,2 g EDTA i 1 liter MilliQ
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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 sine respektive forsgkskar. Telling av
antall G. salaris for all fisk i Gyro lav, Gyro hgy og kontroll ble deretter gjort etter to dager (13.
august) og etter fire dager (15. august) med kloreksponering. Pa dag fire var det ikke igjen noen
parasitter i noen av eksponeringskarene (Gyro lav og Gyro hgy), og forsgket ble derfor avsluttet etter
telling 15. august.

| Ippet av forsgket ble laksungene inspisert to ganger daglig, morgen og kveld, i tillegg til
tidspunktene for undersgkelse som nevnt ovenfor. Ved disse inspeksjonene ble det gjort
observasjoner med tanke pa eventuelle adferdsendringer og dgdelighet i karene.

3 Resultater

3.1 Vannkjemiske analyser

Pa grunn av variasjon i doseringslgsningen og tidvis noe luft i tilfgrselsslangene varierte
klorkonsentrasjonen i forsgkskarene noe over tid. Klorkonsentrasjoner i forsgkskarene er derfor
oppgitt som dggngjennomsnitt i Tabell 3 for begge forspksoppsettene. | talegrenseforsgket var
gjennomsnittsverdien for dggngjennomsnittene 45,1, 77,9 og 104,1 ug/l i henholdsvis Cl-lav, CI-
medium og Cl-hgy. Tilsvarende var gjennomsnittene i effektforsgket 20,5 og 41,1 pg/l i henholdsvis
Gyro lav og Gyro hgy. Pa grunn av problemer med analysene er det ikke oppgitt dégngjennomsnitt
for det femte dggnet i talegrenseforsgket. De lave verdiene pa dag 7 skyldtes for lav konsentrasjon i
doseringslgsningen denne dagen.

Tabell 3. Dggngjennomsnitt for klorkonsentrasjon (ug/l) i de

forskjellige forsgkskarene i talegrenseforsgket (Cl-lav, CI-
medium og Cl-hgy) og i effektforsgket (Gyro lav og Gyro hgy).
Dggn Cl-lav Cl-medium Cl-hgy Gyrolav Gyro hgy

1 45 81,1 118,7 24 44,5
2 39,5 74 104 20 38
3 43 76 95 19 41
4 40 77 106 19 41
5

6 45 79 110

7 24 58 71

8 45,5 81 104

9 57,5 83 111,5

10 56 91,5 120,5

11 49 76 100

12 52 80,5 104

3.2 Talegrenseforsek

Av de totalt 60 grretene i talegrenseforsgket var det til sammen 29 stykker som mistet tap av likevekt
eller dpde i Igpet av forsgksperioden (1 i Cl-Lav, 11 i CI-Medium og 17 i CI-Hgy). Av disse ble 17 tatt ut
av forsgket etter tap av likevekt, mens 12 dgde i Igpet av natten. Forlgpet av overlevelseskurven fra

forsgket er gitt i Figur 3. | Cl-Lav dgde kun en fisk i Igpet av forspket; etter 251 timer (10,5 dggn). | CI-
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hey dgde de tre fgrste fiskene i Igpet av natten etter 54 timer (2,25 dggn), mens de to fgrste i Cl-
medium dgde etter 64 og 65 timer (2,7 dggn). Av forlgpet i overlevelseskurven (Figur 3) kommer det
frem at halvparten av fisken i Cl-hgy var fjernet fra forsgket etter 102 timer (4,25 dggn), mens i Cl-
Medium var halvparten av fisken fjernet etter 174 timer (7,25 dggn). For begge disse forlgpene fulgte
en lengre periode uten dgdelighet, nesten tre dggn for Cl-Hgy og nesten fire dggn (ut
forsgksperioden) for CI-Medium.

20 ‘

= (Cl-lav

=
2]

Cl-medium

Cl-hgy

Antall overlevende
=
o

2]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Dggn
Figur 3. Antall overlevende grretunger over tid i eksponeringsforsgket med nominell
malkonsentrasjon 45 (Cl-lav), 75 (Cl-medium) og 100 (Cl hgy) pg/l kloramin.

Forlgpet i talegrenseforsgket antydet at den minste fisken taler kloramin darligere enn de stgrre.
Tabell 4 viser, om enn med noe variasjon, en trend som kan tolkes som at de minste fiskene dgde
forst, og at de stgrste levde lengre eller overlevde forsgket. Lavt antall forsgksfisk medfgrer
imidlertid at disse resultatene ma tolkes forsiktig. Resultatene er heller ikke behandlet statistisk.
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Tabell 4. Lengdefordeling sortert stigende og tid fgr dgd (Tid: timer til tap
av likevekt eller til dgd) i hver av de tre eksponeringsgruppene i
talegrenseforsgk med nominelt 45 (Cl-lav), 75 (Cl-medium) og 100 (CI-hgy)
pg/l kloramin. Annotasjon «> 275» for fisk som overlevde
forsgksperioden. Merk ogsa fargekoding: grgnn for fisk som overlevde
forspksperioden og lys rgd for fisk som tapte likevekt eller dgde.

Cl-hgy Cl-medium Cl-lav
Lengde, mm  Tid Lengde, mm Tid Lengde, mm Tid

85 54 85 64 91 > 275
86 61 89 164 93 > 275
86 102 92 102 93 > 275
91 222 92 102 96 > 275
97 78 94 102 97 > 275
99 54 96 132 99 251

99 83 102 > 275 101 > 275
102 54 115 65 103 > 275
102 112 120 > 275 104 > 275
107 235 128 > 275 105 > 275
111 68 146 185 106 > 275
111 183 148 174 107 > 275
111 203 149 > 275 122 > 275
131 102 149 > 275 129 > 275
136 > 275 152 > 275 149 > 275
155 > 275 152 > 275 150 > 275
156 274 153 150 151 > 275
165 65 155 > 275 152 > 275
178 179 159 163 161 > 275
179 > 275 182 > 275 166 > 275

Tre grreter dgde mellom tidspunkter for rutinemessig inspeksjon pa dagtid. En generell observasjon,
om enn ikke tallfestet, var at flere av fiskene mistet likevekt eller dgde uten forvarsel. Det forekom
flere ganger at inspeksjon en til to timer tidligere ikke ga noen indikasjon pa at enkeltindivider vari
ferd med miste likevekt eller & vaere dgende.

3.3 Effektforsgk

Ved forsgksstart var prevalensen for infeksjon med G. salaris 100 %; det vil si samtlige 30 forsgksfisk
infisert. Startinfeksjonen pa laksungene i effektforsgket viste giennomsnittlig antall G. salaris pa 459,
647 og 167 parasitter per fisk i henholdsvis gruppene Gyro hgy, Gyro lav og kontroll (Tabell 5). De
heye klordosene var sveert effektive, og allerede pa dag to i forsgket var gjennomsnittsinfeksjonene
nede pa 22 G. salaris per fisk i Gyro lav og 0,4 i Gyro hgy. Pa dag fire var det ingen parasitter igjen pa
fisken i noen av eksponeringsgruppene, mens det hele veien hadde vaert en markert gkning i
kontrollgruppen.

Av de 30 laksungene som ble satt i forsgket var 12 stykker O+, mens de gvrige var eldre fisk. Ved
forsgksstart hadde de minste laksungene betydelig lavere antall parasitter enn de stgrre. | Igpet av
forsgket forsvant til sammen 6 stk. 0+, uten at det var mulig a fastsla hva som var arsaken til dette.
Sannsynlige arsaker kan vaere at de ble spist av de de stgrre fiskene eller at de rgmte ut gjennom
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nettingen over avilgpet fra fiskekarene. Fem av fiskene forsvant fra kontrollgruppen, og en forsvant
fra Gyro hgy (se Tabell 5).

| Ippet av forsgket dgde to fisk, hvorav begge i gruppen Gyro lav (se Tabell 5). Den ene av de to dgde
etter telling. Begge laksungene var tungt infisert av sopp, og soppinfeksjon ble derfor bedgmt til a
vaere sannsynlig dgdsarsak.

Tabell 5. 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
Cl-lav 647 (10) 22 (9) 0,0 (8)
Cl-hgy 459 (10) 0,4 (9) 0,0 (9)
Kontroll 167 (10) 493 (6) 835 (5)

4 Diskusjon

Det overordnende malet med Gyroklorprosjektet er a utrede om klorforbindelser kan brukes som
behandling mot G. salaris i store laksevassdrag, uten a ta livet av fisken. Tidligere forsgk med
kloramin og G. salaris (Hagen mfl. 2014, 2018, Hyttergd mfl. 2021) har vist at parasitten forsvinner
fra laksunger etter 2-6 dager ved eksponering for 7-18 ug aktivt klor/I. Tidligere undersgkelser har
ogsa vist at bade laksunger og voksen laks taler slike doser godt (Hagen mfl. 2019b, Hyttergd mfl.
2021). Doseforskjellen mellom det som tar livet av parasitten og det som tar livet av verten omtales
gjerne som det terapeutiske vinduet for kjemikaliet. Fra undersgkelsene nevnt ovenfor foreligger det
en del kunnskap om effekten av klorkonsentrasjoner som ligger innenfor det terapeutiske vinduet,
men grensene for det terapeutiske vinduet har ikke vaert kjent. Forspkene som rapporteres her gir
heller ingen eksakte grenseverdier for talegrense hos fisken nar den eksponeres for kloramin, men de
har gitt et godt vurderingsgrunnlag for hva fisken taler i en praktisk behandlingssituasjon. Ved en
gjennomsnittlig behandlingskonsentrasjon pa 22 pg/l ble G. salaris fjernet fra laksungene fgr det
hadde gatt fire dager. Samtidig viste talegrenseforsgkene at kun en enkelt grretunge dgde i Igpet av
12 dager med det dobbelte av denne konsentrasjonen (om lag 45 pg/l). Dette indikerer at kloramin
som behandlingskjemikalium mot G. salaris har et relativt bredt terapeutisk vindu, noe som apner for
god fleksibilitet ved fremtidig valg av behandlingsstrategi.

Talegrenseforsgk

Til grunnforskningsformal ville det vaert brukt et stgrre antall forsgksgrupper for gkt presisjon i
fastsettelse av talegrense. Likevel har resultatene fra dette forsgket gitt en bedre forstaelse av
rammen pa det terapeutiske vinduet og dermed vil det ved valg av klordose veere tilstrekkelig a
operere innenfor denne marginen. Ved en kjemisk behandling med klor mot G. salaris er det
essensielt at fiskebestanden ikke dgr av behandlingen. Ved valg av klordoser til fullskala behandling
vil det derfor i tillegg opereres med gode sikkerhetsmarginer med hensyn til talegrensen.
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Av hensyn til arbeidskapasitet og plassbegrensning lot det seg ikke gjgre a sette opp et
talegrenseforspk som omfattet fisk av forskjellig st@rrelse og art (hhv. laks og @rret). Til dette
forsgksoppsettet matte det derfor gjgres et valg av hvilken gruppe som skulle brukes. Tidligere
erfaring med el-fiske i Driva har vist at det kan vaere vanskelig a fange tilstrekkelig antall laksunger til
forsgksformal. Ettersom laks er den eneste relevante verten for G. salaris ble de fa laksene det var
mulig a fange med el-fiske allokert til effektforsgket.

| 2019 ble det brukt voksen laks fra fiskefella i fangsthuset ved sperra som forsgksfisk (Hyttergd mfl.
2021). Laksen som fanges her skal primaert brukes til etablering av genbank for laksestammen i Driva,
og av hensyn til dette arbeidet var det ikke aktuelt & bruke slik fisk i 2020. Nar det gjelder den voksne
grreten som fanges i fella tilknyttet fiskesperra, er denne spesielt verdifull i forbindelse med
stedegen bevaring av genetisk diversitet. Dermed var det heller ikke gnskelig a ta ut slik fisk til
forsgksaktivitet. Valget falt derfor pa grretunger som forsgksfisk, siden disse er lett tilgjengelige ved
el-fiske. Laks og @rret regnes begge for a veere sveert sensitive for vannkjemiske endringer som for
eksempel forsuring (Poleéo mfl. 1997) og det antas at talegrensen for klorholdig vann er tilstrekkelig
lik hos grret og laks til at resultatene er relevante ved valg av klorkonsentrasjoner i en behandling.
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).
Tidligere undersgkelser med kloramin som kjemikalium har imidlertid antydet at sma fisk kan ha
lavere talegrense enn stor fisk. Alt i alt ble det derfor vurdert at grretunger ga en god og tilstrekkelig
konservativ indikasjon pa talegrense hos fisk i vassdraget.

Fiskens talegrense i forsgket var pa forhand definert til 3 tilsvare tidspunkt for fiskens tap av likevekt.
| praksis innebar dette at tidspunkt for tap av likevekt ble notert og den individuelle fisken ble tatt ut
av forsgket og avlivet. Et spgrsmal som melder seg i denne sammenhengen er hvorvidt tap av
likevekt reflekterte en situasjon som antydet at fisken var reelt dgende. Basert pa generelle
observasjoner fra forsgkene kom det frem at flere av fiskene mistet likevekt eller dgde uten
apenbare tegn som kunne tolkes som forvarsel. For eksempel forekom det ved flere anledninger at
inspeksjon en til to timer tidligere ikke ga noen indikasjon pa at enkeltindivider var i ferd med miste
likevekt eller a veere dgende. Dette tolkes som at tidsvinduet mellom synlige symptomer og dgd er
relativt kort nar fisken eksponeres for kloramin. Fglgelig er det derfor ogsa ansett som sannsynlig at
tap av likevekt var et relevant mal med tanke pa a reflektere talegrense for fisken i en slik
sammenheng.

| forbindelse med en behandling vil det vaere et generelt tiltak & observere fiskeadferd og eventuelt
forekomst av dgd fisk i elva. Et aspekt ved det korte tidsvinduet fra tap av likevekt til dgd, er at det
ikke kan forventes a pavise noen adferds- eller visuelt apenbare fysiologiske symptomer eller signaler
som avslgrer at fisken er i ferd med a dg som fglge av overdosering under en behandling. Dette star i
kontrast til for eksempel aluminiumbehandlinger, hvor fisk som er negativt pavirket av behandlingen
viser redusert svpmmeaktivitet og nedsatt fluktrespons (Pettersen mfl. 2005). Overdosering i
forbindelse med en fullskala behandling med klor i et vassdrag er ikke gnskelig, og det vil etterstrebes
a ikke na konsentrasjoner som medfgrer lidelse eller dgd for fisken. Det ma allikevel paregnes a
bruke hgyere klorkonsentrasjoner i vannet enn det som i seg selv er ngdvendig for a fjerne
parasitten. Fglgelig kan det derfor ikke utelukkes at det kan oppsta lokale soner i vassdraget med
klorkonsentrasjoner som er hgyere enn malkonsentrasjonen. Slike soner da trolig oppsta like
nedstrgms en doseringsstasjon hvor det er darlig innblanding i elvevannet eller en skjev fordeling av
kjemikalet over elveprofilen. Imidlertid viste resultatene fra forsgket at det var enkeltindivider og
ikke stgrre mengder fisk som d@de plutselig ved eksponering for moderat hgye doser. Selv ved 75
pg/l kloramin, noe som i en behandlingssituasjon vil anses som ekstremt hgyt, vil dedelighet i en
gruppe fordele seg over flere dager. Med observasjon vil det dermed til en viss grad vaere mulig 3
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identifisere soner med for hgy konsentrasjon og justere kloramindosen deretter. Selv om
observasjon av adferd og dgd hos fisk er viktig for alle st@rrelsesgrupper, vil det allikevel vaere
spesielt viktig a observere ungfisk, siden resultatene fra forsgkene her, sammen med resultater fra
tidligere forsgk, antyder at ungfisk taler eksponering for kloramin darligere enn voksen fisk. Ungfisk
representerer dessuten den mest tallrike aldersgruppen av fisk i vassdraget.

Effektforspk

Forsgkene som ble gjennomfg@rt ved Driva i 2019 (Hyttergd mfl. 2021) viste at
kloraminkonsentrasjoner i vannet pa 11 og 5 pg/l medfgrte at infeksjonen med G. salaris pa
laksungene ble redusert til henholdsvis 0 og 0,7 % av startinfeksjonen i Igpet av 13 dager. Ved 11 pg/|
kloramin forsvant alle parasitter mellom dag 6 og dag 9 i disse forsgkene. Disse resultatene er
sammenliknbare med det som tidligere er pavist ved forsgk i elva Glitra (Hagen mfl. 2018).

@kningen i antall av G. salaris i kontrollgruppen var tilsynelatende sveert hgy i forhold til hva er
observert i tilsvarende forsgk tidligere (se for eksempel Hagen mfl. 2018 og Hyttergd mfl. 2021). |
datamaterialet ble imidlertid gjennomsnittlig antall G. salaris beregnet for alle laksunger som var til
stede ved telling. | kontrollgruppen forsvant fem laksunger av ukjent arsak® i Igpet av forsgket. Siden
det var de minste fiskene (0+) med lavest infeksjon som forsvant, tilsier dette at gjennomsnittlig
antall G. salaris var uforholdsmessig hgy ved de to siste tellingene sammenliknet med den fgrste.
Totalt sett var det fortsatt en reell gkning i kontrollgruppen parallelt med nedgangen i
forspksgruppene, noe som bekreftet effekten av behandlingen med kloramin.

| effektforsgket ble det tilsatt og malt svaert hgye konsentrasjoner av kloramin i forhold til hva som er
gjort i tidligere forsgk (Hagen mfl. 2018, Hagen mfl. 2019a,b og Hyttergd mfl. 2021).
Gjennomsnittskonsentrasjonene i gruppene |a pa 22 og 45 pg/l kloramin i henholdsvis Gyro lav og
Gyro hgy, noe som i begge gruppene medfgrte at parasitten ble fijernet pa mindre enn fire dager. Pa
grunn av lav undersgkelsesfrekvens, med telling kun annenhver dag, var det ikke mulig a fastsla
eksakt tid laksungene var fri for G. salaris. Det var derfor ikke dekning for 3 utrede forskjellen i effekt
mellom de to eksponeringsgruppene naermere. | behandlingssammenheng er imidlertid resultatene
tilstrekkelig til & brukes som bakgrunn i den videre utredningen av det terapeutiske vinduet ved bruk
av kloramin som behandlingskjemikalium mot G. salaris.

Terapeutisk vindu og praktiske implikasjoner

Ved bruk av kloramin viste resultatene fra forsgkene i 2020 at all G. salaris forsvant etter fire dager
ved eksponering for gjennomsnittlig 22 pg/l kloramin. Videre overlevde 19 av 20 grretunger
eksponering for giennomsnittlig 45 pg/l klor over en periode pa 12 dager. Basert pa disse resultatene
er det rimelig @ anta at en behandlingsperiode pa 10 — 14 dager med 22 pg aktivt klor/l sannsynligvis
ikke vil medfgre dgdelighet for fisk.

Kloramin som behandlingskjemikalium mot G. salaris har et stgrre terapeutisk vindu enn for
eksempel surt aluminium. 1 2011 og 2012 ble det gjennomfgrt behandling med bruk av surt
aluminium i Leerdalselva (Hindar mfl. 2015) som fgrte til at elva ble friskmeldt i 2017.

Under behandlingen i 2011 og under en tidligere smittereduserende behandling i Leerdalselva i 2009
ble infiserte laksunger eksponert for elvevann fra punkter rett oppstrgms pafriskningsstasjoner som
effektkontroll for behandlingen. Ved disse punktene var konsentrasjonen av behandlingskjemikaliet
pa sitt antatt laveste som fglge av kjemisk reaksjon og fortynning. Resultatene fra disse
effektundersgkelsene viste at behandlingen matte foregd i minimum 10 dager for a fjerne all G.
salaris i de omradene av elva som hadde de antatt laveste kjemikaliekonsentrasjonene. (Hagen mfl.

5 Disse fiskene hadde trolig forsvunnet ut gjennom avigpet. Predasjon fra stgrre laksunger kan ogsa vaere en mulig forklaring.
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2010, Hindar mfl. 2015). Samtidig er det verdt & merke seg at de h@gyeste konsentrasjonene i elva,
altsa rett nedstrgms doseringsstasjonene, var naer det maksimale av hva fisken kunne tale innenfor
behandlingsperioden.

Det terapeutiske vinduet med klor som behandlingskjemikalium krever mindre finjusteringer av dose
og feerre doseringspunkt sammenlignet med aluminiumsmetoden. Desto mer klor som doseres til
elva fra hvert doseringspunkt, desto lenger avstand mellom doseringsstasjonene nedover vassdraget
er det mulig a ha. Hgyere klordoser vil bruke lenger tid pa a brytes ned til nedre grense av det som
regnes a vaere innenfor behandlingsrelevant dose (for eksempel 10 — 15 pg/l). Feerre doseringspunkt
vil medfgre blant annet lavere kostnader og mindre logistikk i en behandling, noe som igjen vil gke
sjansen for a lykkes. Kunnskapsgrunnlaget om det terapeutiske vinduet for klor som kjemikalium i
behandling mot G. salaris har blitt styrket og resultatene er lovende fgr en mulig fullskala behandling
i Driva.
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