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Sammendrag/anbefalinger:

Ultralyd har blitt foreslatt som en alternativ metode for kontroll av lakselus i oppdrettsnaeringen, men effekten
er sa langt ikke dokumentert. | denne studien ble effekten av ultralyd i kontrollerte smitteforsgk undersgkt.
Forsgkene ble giennomfgrt i kar pa 500-1100 liter, med en smitteperiode pa 1 time. Ultralydtransducere med
frekvenser pa 9.3, 21 og 54 kHz ble benyttet, med inngangseffekt pa henholdsvis 60, 60 og 25 W. Det ble brukt
10-20 laks (snittvekt 230 g) og 780-1200 kopepoditter per kar. Paslag av lus varierte mellom 0 og 60 lus per fisk,
med typiske verdier pa 5-15 lus per fisk. Variasjonen i paslag innad i hver forsgksgruppe var stor. | den statistisk
sett mest palitelige forsgksserien ble det pavist signifikant reduksjon i lusepaslag kun ved 9,3 kHz. Den store
variasjonen i datamaterialet gir grunn til forsiktighet i tolkning av resultatene. Dersom ultralyd faktisk har en
effekt, er effekten i beste fall liten. Forsgkene ble ogsa gjennomfgrt med lydtrykk som er betydelig hgyere enn
hva man kan oppna i apent hav. | praksis vil effekten sannsynligvis veere svakere enn den som er observert i
dette forsgket. Vi anser derfor ikke ultralyd som en egnet metode for lusekontroll.

English summary/recommendation:

The effect of applying ultrasound during controlled infection with salmon lice, Lepeophtheirus salmonis, has
been studied. Salmon were placed in tanks with salmon lice copepodids for 1 hour, while simultaneously being
exposed to frequencies of 9.3, 21 or 54 kHz. Only 9.3 kHz yielded a significant reduction in louse infection.
However, variation within each experiment group was high, and results should be treated with caution. The
effect of ultrasound, if any, is small, and sound levels in a practical implementation will be lower than those
used in the experiments. Ultrasound is therefore not considered a feasible method for salmon louse control.




Forord

Prosjektet er giennomfgrt pa oppdrag fra Fiskeri- og havbruksnaeringens forskningsfond (FHF, prosjekt
nr 901187). FHF har finansiert flere prosjekter som har som mal a8 undersgke hvorvidt lakselus kan
bekjempes ved hjelp av ultralyd. | dette prosjektet er det gjort smitteforsgk med lakselus med og uten
pavirkning av ultralyd.
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1 Innledning

1.1 Faglig bakgrunn

Lakselusa, Lepeophtheirus salmonis, er en parasittisk hoppekreps som lever i sjgvann. Den gjennomgar
atte stadier, der den i de tre fgrste stadiene er frittsvgmmende (Hamre et al. 2013). | det tredje stadiet,
kopepodittstadiet, fester lusa seg pa vertsfisken. Der lever den av slim, hud og blod. Lakselus kan gke
faren for bakterie- og virusinfeksjon hos vertsfisken, og den kan forstyrre saltbalansen til vertsfisken
slik at den i verste fall dgr. | tilstrekkelige mengder er derfor lakselus et problem for fiskevelferden i
oppdrettsanlegg, men det stgrste problemet er likevel at lakseoppdrettsanlegg har potensial til a
produsere sveaert store mengder luselarver som i neste omgang kan smitte vill laksefisk (laks, sjpgrret
og sjgrgye).

Vitenskapelig rad for lakseforvaltning (2015) rangerer lakselus og remt oppdrettslaks som de viktigste
truslene mot de ville laksebestandene. Regjeringens Havbruksmelding (Stortingsmelding nr 16, 1014-
2015) slar ogsa fast at videre vekst i lakseoppdrettet i et omrade fordrer at tettheten av lakselus i
oppdrettsanleggene er under kontroll. Bekjempelse av lakselus er derfor den stgrste miljgmessige
utfordringen for lakseoppdrettsnaeringen i dag, og en rekke metoder av bade preventiv og kurativ
karakter er tatt i bruk i denne kampen. Men ingen av de eksisterende metodene tilfredsstiller fullt ut
gnskene om hgy effektivitet, lave kostnader og ingen negativ effekt pa fisk, miljg eller HMS. Bruk av
ultralyd er lansert som en ny metode for & hindre paslag av lakselus, og det selges allerede
ultralydutstyr for dette formalet i Norge (Hemming 2016; Bgrstad & Trana 2016). Metoden er billig
sammenliknet med andre metoder, den krever ingen handtering av fisken og har sannsynligvis sma
negative effekter pa fisk og miljg. Siden lyd i liten grad forplanter seg fra vann til luft har den heller
ikke negative HMS effekter (Mortensen & Skjelvareid 2015). Ultralyd tilfredsstiller dermed mange av
kriteriene til en ideell bekjempelsesmetode. Spgrsmalet er bare om den er effektiv nok.

Ultralyd er en metode som har blitt brukt i flere sammenhenger for @ unnga fremvekst av ugnskede
organismer (engelsk «biofouling»). Ved hgye lydintensiteter vil ultralyd forarsake kavitasjon i vannet,
med medfglgende dannelse av bobler. Nar boblene kollapser, dannes det «mikro-jetstraler» og lokalt
sveert hgye temperaturer og trykk (Brennen 2005; Santos et al. 2009). Ultralyd-indusert kavitasjon kan
blant annet brukes for & drepe alger, bakterier og plankton, og kan ogsa forarsake dgdelighet hos larver
fra rur og sebramusling (Guo et al. 2011; Legg et al. 2015). Kavitasjon kan kun oppsta relativt naerme
en ultralyd-transducer, dvs. pa overflaten av transduceren og opp til noen centimeters avstand
(Moussatov et al. 2003; Hallez et al. 2010). Det er imidlertid vist at moderate lydintensiteter, dvs.
intensiteter under kavitasjonsterskelen, kan hindre rurlarver i etablere seg pa en overflate uten a
forarsake dgdelighet (Guo et al. 2012). Lusekopepoditter oppviser en liknende adferd som rurlarver i
paslagsfasen, ved at de fgrst sonderer overflaten de skal sette seg pa fgr de slar seg ned mer
permanent (Bron et al. 1991). Det har derfor veert ansett som mulig at ultralyd kan hindre
lusekopepoditter i a sla seg ned pa laks ved a forstyrre dem i paslagsfasen. Hensikten med denne
studien har derfor veert a undersgke om ultralyd kan pavirke adferden til lusekopepoditter slik at de
ikke slar seg ned pa laks. Dette ble gjort gjennom kontrollerte forsgk med paslag av kopepoditter pa
laks i kar, der laks og lus ble eksponert for ultralyd gjennom smitteperioden. Kontrollforsgk med smitte
uten ultralyd ble ogsa gjennomfgrt.



Tidligere studier har vist at ultralyd-frekvenser rundt 20 kHz er effektive for a forhindre vekst av ulike
typer organismer (Legg et al. 2015), og 20 kHz ble derfor satt som referanseverdi i planleggingen av
eksperimentene. Basert pa tilgjengelige modeller fra transducerprodusenten (Benthowave Instrument
Inc.) ble frekvensene 9,3 kHz, 21 kHz og 54 kHz inkludert i forsgket. 21 kHz ble valgt fordi den I3 nzert
referansen pa 20 kHz, og 9,3 og 54 kHz ble valgt for & studere effekten av a bruke frekvenser over og
under referanseverdien. Merk at 9,3 kHz er innenfor det hgrbare omradet for mennesker, og er derfor
strengt tatt utenfor frekvensomradet som defineres som ultralyd (> 20 kHz). De andre frekvensene er
imidlertid innenfor dette omradet, og for enkelhets skyld vil vi derfor referere til alle frekvensene i
denne studien som ultralyd.

Laks har et hgrselsomrade som kun strekker seg til rundt 580 Hz, og frekvenser fra 9,3 kHz og oppover
forventes derfor ikke 3 skade laksens hgrsel eller fgre til endring i adferd. Ved veldig hgye
lydintensiteter kan man imidlertid forvente direkte fysisk skade (Popper 2008). | denne studien har vi
forsgkt @ unnga slike potensielt skadelige effekter ved 3 sikre at fisken holder en viss avstand til
transduceren.

1.2 Prosjektorganisering

e Prosjektet er giennomfgrt i tidsrommet januar — desember 2016.

e Prosjektet er fullfinansiert av FHF, med en budsjettramme pa 802.000,- kroner.

e Prosjektet er gjennomfgrt av fglgende forskere ved Nofima: Atle Mortensen (prosjektleder),
Martin H. Skjelvareid, Mette S. W. Breiland og Astrid Buran Holand.

e Prosjektet har hatt fglgende styringsgruppe: Henrik Trengereid, Marine Harvest AS; Ken Rune
Bekkeli, Salaks AS; Per Gunnar Kvenseth, Smgla Klekkeri og Settefiskanlegg AS og Kristian Prytz
(kontaktperson, FHF).



2 Problemstilling og formal

2.1 Effektmal

Lakselusbekjempelse kostet i 2015 lakseoppdrettsnaeringen mer enn 5 milliarder kroner (lversen et al.
2016), eller ca. 4 kr per kilo slgyd laks. De mest brukte metodene kan ogsa ha negative miljgeffekter
(medikamenter og kjemikalier), ha negative effekter pa fiskevelferd (mekaniske metoder med
pumping) og medfgre veksttap (sulting fgr behandling). Det er derfor gnskelig a erstatte eksisterende
metoder med preventive metoder som ikke innebaerer bruk av medikamenter eller kjemikalier og som
heller ikke medfgrer handtering eller annen negativ pavirkning pa laksen. Ultralyd har veert lansert som
et aktuelt alternativ som i tillegg krever relativt sma investeringer (noen fa hundre tusen per merd) og
har sveert lave driftskostnader (strgmforbruk pa noen fa hundre watt per merd). Malet for dette
prosjektet har derfor vaert a undersgke, ved hjelp av smitteforsgk under kontrollerte betingelser, om
ultralyd kan redusere eller hindre paslag av lusekopepoditter pa laks.

2.2 Resultatmal — leveranser

Malet for prosjektet har vaert & dokumentere effekten av ultralyd pa paslag av lakseluskopepoditter
under eksperimentelle betingelser i kar. Resultatene vil bli gjort kjent gjennom: Faglige sluttrapport til
FHF (dette dokumentet), presentasjon pa FHF seminar om ikke-medikamentell lusebehandling i
februar 2017, populzervitenskapelig artikkel i norsk tidsskrift og vitenskapelig artikkel i internasjonal
journal.



3 Prosjektgjennomfgring — materialer og metoder

3.1 Oversikt over forsgksserier

Forsgkene ble giennomfgrt ved Havbruksstasjonen i Tromsg, i tre serier. De viktigste parameterne for
forspkene er oppsummert i Tabell 1. Av disse tre seriene er forsgksserie 3 den vi fester stgrst lit til,
bade fordi den inneholder det stgrste datasettet, og fordi vi fgler oss relativt sikre pa at forsgket er
giennomfgrt uten metodefeil av noe slag. | denne rapporten er imidlertid alle tre forsgkene beskrevet,
for bedre a kunne forklare gangen i hele prosjektet, og for a presentere alt tilgjengelig tallmateriale.

Farste forsgksserie ble giennomfgrt i perioden 17. juni til 4. juli 2016. Det ble gjennomfgrt et forspk
for hvert ultralyd-frekvens, samt 2 kontrollforsgk. Det fgrste kontrollforsgket ble gjennomfgrt fredag
17. juni, og pa grunn av diverse forsinkelser ble ultralydforsgkene samt 2. kontrollforsgk gjennomfgrt
fgrst mandag 20. juni.

Etter smitteforspket i forsgksserie 1 begynte en diskusjon om hvorvidt antallet forsgk og fisk per forsgk
var stort nok for a gi palitelige resultater. Det ble ogsa ansett som uheldig at det gikk tre dager mellom
ferste og andre kontrollforsgk, ettersom smittematerialet potensielt kan forandre seg over en slik
periode (mindre aktiv adferd). Det ble derfor besluttet & gjennomfgre en andre forsgksserie, med tre
ultralydforsgk og en kontroll. Ettersom smittematerialet kun er tilgjengelig innen et begrenset
tidsvindu, ble smitteforsgket for forsgksserie 2 gjennomfgrt fgr resultatene fra forsgksserie 1 var
tilgjengelige. Det ble derfor brukt samme antall kopepoditter i serie 2 som i serie 1, dvs. samme
smittepress.

Etter telling av paslag av lus i forsgksserie 1 og 2 fremkom det at

a) Antall lus per fisk var relativt lavt, ogsa for kontrollene, slik at tallgrunnlaget for a teste en
reduksjon av antall lus ved bruk av ultralyd var noe svakt.

b) Antallet fisk i forspksserie 1 og 2 var relativt lite i forhold til den store variasjonen i antall lus
mellom fisk fra samme forsgksgruppe.

c) | forsgksserie 2 indikerte resultatene at en av frekvensene ga en betydelig gkning i paslag av
lus, noe som virket urimelig. En mulig forklaring pa dette er at det er en tilfeldighet, grunnet
naturlige variasjoner i lusepaslag i forsgket. En annen forklaring er at det kan ha skjedd en feil
i forsgket.

Med bakgrunn i dette ble det besluttet 4 gjennomfgre en tredje forsgksserie, med et stgrre smittepress
og flere fisk per forsgksgruppe. Pa grunn av forsinkelser i forbindelse med ny tillatelse fra Mattilsynet
ble denne forsgksserien gjennomfgrt fgrst i perioden 2.-15. november 2016.



Tabell 1 Oversikt over forsgksserier

Forsgks- Dato for Dato for telling Volum vann Antall fisk Vekt fisk med Antall kop. Forsgksgrupper
serie smitte per kar per kar std. avvik [g] per kar
1 17.06.2016, 04.07.2016 1,1m3 10 269+31¢g 780 2 kontroller,
20.06.2016 3 ultralyd
2 30.06.2016 13.07.2016 1,1m3 10 275+43 g 780 1 kontroll,
3 ultralyd
3 02.11.2016 15.11.2016 0,5 m3 20 183 +39¢g 1200 2 kontroller,
3 ultralyd

3.2 Smitteforsok

Alle forsgkene ble gjennomfgrt med fisk og lus plassert i kar, med ultralydtransduceren plassert
innenfor en nettingsylinder og med en stalkonstruksjon (heretter kalt «pyramiden») for a reflektere
ultralyden utover, som illustrert i Figur 1 og Figur 3. Kontrollene ble enten gjennomfgrt med denne
konstruksjonen, eller med en tilsvarende nettingsylinder uten pyramide, for & kunne parallellisere
forsgkene.

Figur 1 Bilde fra forsgksoppsett i forsgksserie 1 og 2. Transduceren er plassert innenfor et gitter og sender
lyd mot en sekskantet "pyramide". Fisken svsmmer rundt i omrddet utenfor gitteret

| alle disse forsgkene er det benyttet lakselus-kopepoditter som er produsert av og ved
Havbruksstasjonen i Tromsg. Dette i henhold til metode godkjent av Mattilsynet (ref. id 7509). Selve
produksjonen av smitteklare kopepoditter foregar inne pa luselaboratoriet pa Landanlegget ved
stasjonen. Laksen blir bedgvd og eggstrengene blir plukket forsiktig fra hunnlusen. Eggstrengene er
festet til hunnlusen ved hjelp av en slags krok, og det er enkelt & fjerne strengene fra lusas kropp.
Eggstrengene samles opp i samme vann som i karet de kom fra, og det er samme temperatur i
inkubatoren som i dette karet med laks. Det er vanngjennomstrgmming i inkubatorene frem til lusa er
kommet i kopepodittstadiet, det infeksigse stadiet.

Det er ngdvendig med en kvantifisering av kopepoditter fgr de skal brukes i forsgk. Dette for a fa en
formening om tetthet og antall kopepoditter som er produsert opp. Vannet med kopepoditter



overfgres til et stort begerglass. Fra denne tar en ut 3 x 10ml Igsning, overfgrer dette til ei petriskal
med rutenett og teller lus under ei lupe. Det er hensiktsmessig a inaktivere lusa slik at den ligger i ro
og det blir lettere a telle. Det beregnes et gjennomsnitt av de tre tellingene, og antall lus per ml blir
avdekket. Ut fra dette far man en god mulighet til 8 beregne hvor stor mengde (volum) smittemateriale
en ma tilsette karet for a fa gnsket paslag av lus i forsgket.

Nofima har, sammen med Havbruksstasjonen, tidligere gjennomfgrt en rekke mindre pilotforsgk med
lakselus inne pa luselaboratoriet. | disse forsgkene ble ulike parametere testet ut, for a bestemme
egnet smittedose, optimal st@rrelse pa laks i smitte og temperatur under smitte. Det er ogsa sett
naermere pa hvor lang smitteperioden skal/bgr veere, og mengde kopepoditter som ma tilsettes for a
oppna @nsket paslag i forsgk. Med utgangspunkt i resultater fra disse pilotforsgkene ble antall
kopepoditter for forsgksserie 1 og 2 satt til 780.

Forspksserie 1 og 2 ble utfgrt pa avdeling utenfor luselaboratoriet. For disse forsgkene ble karet
desinfisert med klor mellom hvert smitteforsgk. Det ble benyttet en konsentrasjon pa 70 ppm aktivt
klor i vannet, og holdetiden mellom hvert forsgk var pa 40 minutter. Deretter kunne vann slippes ut av
karet, karet skylles og fylles opp pa nytt. Hav og alt av utstyr benyttet i hvert forsgk ble ogsa desinfisert
mellom hvert forsgk. Dette ble gjort etter instruks fra Mattilsynet i forkant av forsgket, og var en
forutsetning for a fa kjgre forsgkene utenfor luselaboratoriet. Selve smitteforsgket var ogsa godkjent
av forsgksdyransvarlige hos Mattilsynet (ref ID 8394). Forsgksserie 3 ble utfgrt inne pa luselaboratoriet
med tillatelse fra Mattilsynet (ref ID 10520).

Felles for alle forsgkene er at fisken etter endt smitte ble overfgrt til nye kar inne pa luselaboratoriet.
Her gikk fisken i karet frem til det var mulig a telle antall lus pa fisken. Dette varierte i vare forsgk fra
13-17 dager etter smitte, avhengig av temperaturen i karet. Lusa er da kommet i sitt fastsittende
stadium (chalimus 2), som er lett a fa gye pa av et trent gye. Laksen ble avlivet med overdose bedgvelse
(Benzoak, 80 mg benzokain per liter vann) fgr telling av lus. For a fa et ngyaktig tall pa antall lus per
fisk, og unnga «dobbelt-tellinger», ble all lus plukket av fisken under tellingen.

.l

Figur 2 Telling av lakselus



| forsgksserie 1 og 2 ble det observert at fisken oppholdt seg mest i den mgrkeste delen av karet. |
forsgksserie 2 og 3 ble det ogsa observert at fisken i kar med ultralyd lettere lot seg skremme
sammenlignet med fisken i kontrollkarene. | kontrollkarene I3 fisken mer i ro uten a la seg skremme sa
lett. | forsgksserie 3 var fisken i kar med ultralyd ogsa generelt mer aktiv.

| alle forsgkene ble vannet i karet oksygenert og oksygeninnholdet ble overvaket. Oksygentilfgrselen
ble justert for & gi en oksygenmetning pa rundt 90-100 %.

Forsgksserie 1 (17/6 og 20/6)

| forspksserie 1 ble smitte av fgrste kontrollgruppe gjennomfgrt 17/6, og de resterende
smitteforsgkene gjennomfgrt 20/6. Forsgkene som ble utfgrt 20/6 ble alle utfgrt med kopepoditter
som ble inkubert videre fra forsgket 17/6. De var fortsatt aktive og bevegde seg (under lupen), men
det blir likevel en liten usikkerhet knyttet til smittematerialet i forhold til hvor infeksigse/interesserte
de er i forhold til a feste seg til verten. Erfaring fra tidligere forsgk ved Havbruksstasjonen tilsier at
tidsvinduet for vellykket smitte er begrenset.

Forsgksserie 2 (30/6)
| denne runden ble alle forsgk, 1 kontroll og 3 ultralyd, kjgrt under de samme betingelsene.
Kopepodittene var aktive og i rett stadium, og det ble benyttet ca. 780 stk. per smitte. Det var 10 laks
i hver forsgksgruppe.

Forspksserie 3 (2/11)

De fem siste smitteforsgkene ble alle gjort inne pa luselaboratoriet i et 500L kar. Ettersom paslaget i
forspksserie 1 og 2 ble lavere enn planlagt, ble antallet kopepoditter gkt til 1200 i denne forsgksserien.
Kopepodittene ble fordelt rundt i karet ved omrgring for tilsetting av laksen. | de foregaende forsgkene
ble laksen tilsatt fgrst. Samme batch av smittemateriale (kopepodittene) var utgangspunkt for alle fem
forspkene.

Det ble benyttet 20 laks i hver forsgksgruppe. | forsgkene med ultralyd var fisken relativt aktiv, og
bevegde seg kontinuerlig rundt i karet. | ultralydforsgkene opplevde vi ogsa at to fisk hoppet ut av
karet under smitteperioden. Denne fisken ble lagt tilbake i karet, tilsynelatende i god form. |
kontrollforsgkene var fisken roligere. | kontrollgruppe 1 13 nesten all fisken pa bunnen etter ca. 15
minutter, og noen |3 ogsa pa siden. Disse ble «jaget» litt rundt for a gi forsgksbetingelser som var mer
tilsvarende ultralydgruppene. | kontrollgruppe 2 matte fisken ogsa «jages» litt rundt, men her ble
fisken noe mer aktiv igjen etter 45 minutter.

3.3 Transducere og lydmalinger

Transducere med senterfrekvenser pa 8.25, 20.00 og 59.45 kHz ble kj@pt fra Benthowave Instrument
Inc., Ontario, Canada. Hver transducer hadde en innebygget krets for tilpasning av elektrisk impedans,
slik at inngangsimpedansen var pa 50 Ohm rundt transducerens senterfrekvens. De viktigste
transducer-spesifikasjonene er oppsummert i Tabell 1.

Forspksserie 1 og 2 ble gjiennomfgrt i et vannkar med dimensjoner som vist i Figur 2 a), med en
vannstand pa rundt 63 cm og et totalt vannvolum pé rundt 1,1 m3. | forsgksserie 3 ble det av praktiske
arsaker brukt et mindre kar, med dimensjoner som vist i Figur 2 b), en vannstand pa rundt 63 cm og et
totalt vannvolum p& rundt 0,5 m3. Transduceren ble montert over karet, med den vibrerende flaten
plassert et stykke under vannflaten. En sekskantet «pyramide» (konstruert spesielt for dette forsgket)
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ble plassert i bunnen av karet, under transduceren, for a reflektere lyden utover og gi en mer uniform
lydfordeling. Et sylindrisk nettingbur ble plassert utenpa pyramiden for a skjerme fisk fra potensielt
skadelige kavitasjonseffekter nzert transduceren.

Transducerne ble drevet med et sinussignal generert av en Tektronix AFG2021 signalgenerator og
forsterket med en E&I 1040L effektforsterker. Patrykt og reflektert effekt til/fra transduceren ble lest
av fra et display pa forsterkeren mens forsgkene pagikk. Patrykt frekvens for hver transducer ble valgt
gjennom a variere frekvensen i narheten av senterfrekvensen, og velge den frekvensen som ga lavest
reflektert effekt. Patrykt frekvens og patrykt/reflektert effekt er oppsummert i Tabell 3. Patrykt effekt
ble satt til 50 % eller lavere enn maksimum effekt oppgitt av produsenten, for & minimere risikoen for
a overbelaste transduceren. Gjennom smitteforsgkene pa en time steg vanligvis den reflekterte
effekten fra transduceren, og reflektert effekt er derfor oppgitt med minimums- og
maksimumsverdier. En mulig forklaring pa dette at kretsen for impedanstilpasning etter hvert varmes
opp og gir noe darligere tilpasning.

Lydnivdene i vannkarene ble malt med en Reson TC4013 hydrofon, en Reson EC6067
ladningsforsterker, og et Tektronix TBS1052B oscilloskop. Den kombinerte sensitiviteten til hydrofonen
og forsterkeren var -212 dB re 1V/uPa, med en usikkerhet pa +3 dB (oppgitt av produsenten).
Lydstyrken ble malt som RMS-verdier pa oscilloskopet, men pa grunn av raske fluktuasjoner i lydstyrke,
var det vanskelig a gjgre ngyaktige malinger. | forsgksserie 1 og 2 ble dette handtert ved a studere
RMS-verdiene over ca 10 sekunder, og sa estimere en enkelt representativ RMS-verdi. | forspksserie 3
ble det gjort 5 «opptak» av lydsignalet for hver maleposisjon (bruk av «single»-funksjonalitet pa
oscilloskopet), og gjiennomsnittsverdien for de 5 opptakene ble beregnet og notert.

Figur 3 Oppsett for generering og mdling av lyd under forspket

Lydnivaene ble malt i 12 forskjellige maleposisjoner, som vist i Figur 3. Hydrofonen ble plassert rundt
30 cm under vannflaten. Gjennomsnittsverdier og standardavvik for lydmalingene er oppgitt i Tabell
3. Merk at siden deciBel-skalaen er logaritmisk, tilsvarer positivt og negativt standardavvik ulike
verdier. Lydnivaene ved 9,3 og 21 kHz er omtrent de samme, mens lydnivaet ved 54 kHz er noe lavere.
Dette skyldes fgrst og fremst at transduceren som ble brukt til 54 kHz ble drevet med en lavere elektrisk



effekt. Det ble ogsa malt langt hgyere lydnivaer i forsgksserie 3 (rundt 20 dB hgyere). Dette skyldes
mest sannsynlig at vannvolumet var mindre i dette tilfellet. En annen effekt som delvis kan ha bidratt
er at hydrofonene var plassert noe naermere transduceren i forsgksserie 3.

Hver av transducerne ble testet for kavitasjonseffekter gjennom a holde et stykke aluminiumsfolie
foran transduceren, i en avstand pa noen cm. | tilfeller der lydintensiteten er hgy nok til at det dannes
kavitasjonsbobler, vil disse erodere aluminiumsfolien og gi synlige hull og «bulker» (Zegiri et al. 2006).
Et eksempel pa dette er vist i Figur 4. Slike effekter var tydelige ved 9,3 og 21 kHz, men ikke synlige ved
54 kHz.

Figur 4 Aluminiumsfolie perforert av kavitasjonseffekter

Tabell 2 Transducer-spesifikasjoner

Modell- Senter- Maks. elektrisk Bandbredde Diameter og Vekt[kg]
nummer frekvens [kHz] effekt [W] [-3 dB] hgyde [mm]

BII-7509 8,25 180 2,0 88 x 200 2,35
BII-7502 20,00 120 4,0 100x 170 2,10
BII-7506 59,45 50 25 48 x 120 0,60

Tabell 3 Transducer-parametere og lydmdlinger

Transducer Frekvens Patrykt Reflektert Forsgk Lydtrykk Lydtrykk
[kHz] effekt [W] effekt [W] [kPa, gj.snitt £SA] [dB re 1V/uPa,
gj.snitt +SA]
1,2 74£26 197,4%%5
BII-7509 9,30 60 11-14
3 107 +19 220,611
1,2 7,4£3.0 197,432
BII-7502 21,00 60 5-8
3 77 £29 217,727
1,2 4,7+15 193,534
BII-7506 54,00 25 2-5
3 46 + 16 213,2%%7




Figur 5 Ultralydtransducere brukt i eksperiment. Fra venstre: BII-7509 (9,3 kHz), BII-7502 (21 kHz), Bll-7506
(54 kHz)

; .
B A N A

1100 100
~520 ~520
~1500 ' ~1000
a) b)
Figur 6 Kar fylt med vann, med transducer, netting-sylinder og seks-kantet “pyramide» for a reflektere lyd

utover mot veggene i karet. a) Kar brukt i forsgksserie 1 og 2, b) kar brukt i forsgksserie 3
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Figur 7 Maleposisjoner for lydmdlinger med hydrofon. a) er kar brukt i forspksserie 1 og 2, og b) er kar
brukt i forsgksserie 3

3.4 Lusetelling - statistisk analyse

Hensikten med smitteforsgkene var a teste fglgende hypoteser:

e Nullhypotese, Ho: Bruk av ultralyd under smitteforsgk pavirker ikke paslag av lus.
e Alternativ hypotese, H1: Bruk av ultralyd under smitteforsgk gir en endring, dvs. en gkning eller
reduksjon, av paslag av lus.

Hypotesene testes gjennom a sammenligne paslag av lus i forsgk som inkluderer ultralyd med paslag i
kontrollforsgk uten ultralyd. Den alternative hypotesen godtas kun dersom antallet lus i ultralyd-
gruppene er signifikant forskjellige fra antallet lus i kontrollgruppene.

Dersom man kan anta at datasettene fglger en normalfordeling, kan signifikansen testes med en
Student’s T-test (Walpole et al. 2002). Ettersom dette er en mye anvendt metode for hypotesetesting,
er metoden ogsa inkludert i denne studien.

Resultatene fra lusetelling indikerte imidlertid at antall lus innen hver forsgksgruppe sannsynligvis ikke
er normalfordelt. Et eksempel pa dette er vist i histogrammet i Figur 3, som viser fordelingen i antall
lus per fisk for de to kontrollgruppene i forsgksserie 3. Fordelingen har en topp rundt 5-10 lus, og en
lang «hale» som strekker seg opp mot 30 lus per fisk.

| tilfeller der den statistiske fordelingen ikke er kjent kan sakalt ikke-parametrisk statistikk vaere bedre
egnet. | denne studien har vi inkludert en metode fra denne kategorien, Wilcoxons rank-sum test
(Wilcoxon 1945; Krzywinski & Altman 2014), heretter kalt WRS-test. Denne metoden setter ingen krav
til den statistiske fordelingen, men er noe mindre sensitiv for statistisk signifikante forskjeller.
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Hypotesetesting gjgres med standard 95 % signifikansniva for bade T-test og WRS-test. Ettersom man
tester for en endring av paslag, og ikke kun en reduksjon av paslag, gjgres hypotesetesten tosidig.
Dette betyr at dersom testen indikerer signifikant lavere eller hgyere paslag av lus i en gruppe med
ultralydbehandling, er den estimerte sannsynligheten 2,5 % eller mindre for at den faktiske
gjennomsnittsverdien er den samme som i kontrollen.

Kontroll 1 og 2 kombinert, forsgksserie 3
T T T T

T

Antall fisk

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Antall lus per fisk

Figur 8 Eksempel pd histogram fra lusetelling
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4 Oppnadde resultater, diskusjon og konklusjon

4.1 Resultater

4.1.1 Presentasjon av resultatene

Alle resultatene fra lusetelling er presentert pa samme mate; i et sakalt «box-and-whisker»-plott. Et
eksempel pa dette er vist i figur Figur 6. Plottet er basert pa kvartilene fra datasettet, kalt Q1, Q2 og
Q3:

e Q1l: 25 % av antallet fisk har like mange eller faerre antall lus enn denne verdien
e Q2 (ogsa kalt median): 50 % av antallet fisk har like mange eller feerre lus enn denne verdien
e Q3:75 % av antallet fisk har like mange eller faerre lus enn denne verdien

Avstanden fra Q1 til Q2 er indikert med en rgd boks, og avstanden fra Q2 til Q3 er indikert med en
grenn boks. Overgangen mellom rgd og gregnn indikerer medianverdien. Verdier som anses som
ekstreme (statistiske uteliggere) plottes individuelt som bld prikker, og rekkevidden mellom
minimums- og maksimumsverdiene til hver gruppe (uten uteliggere) er indikert med svarte vertikale
streker.

4.1.2 Forsgksserie 1

Resultatene fra forspksserie 1 er vist i Figur 4. Variasjonen innenfor hver gruppe er betydelig, bade for
kontrollene og ultralyd-gruppene, men ultralyd-gruppene ligger generelt noe lavere enn kontrollene.
Dersom man slar sammen kontroll 2 og 3 til en enkelt kontrollgruppe, og sammenligner
ultralydgruppene med denne, har alle ultralydgruppene signifikant lavere antall lus, som vist i Tabell
4,
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Figur 9 Resultater av lusetelling fra forsgksserie 1. For kontroll 2 og 54kHz er Q1 og Q2 identiske og den
ra@de boksen er derfor ikke synlig. Q1 og Q2 tilsvarer her nedre del av den gr@gnne boksen.
Medianverdi for kontroll 2 og 3 kombinert er 7,5. Kontrollforsgkene er nummerert 2 og 3 fordi det
ble gjort et kontrollforssk nummer 1 som test for justering av forsgksoppsettet. Kontroll 1 er ikke
inkludert her

Tabell 4 Resultater av hypotesetesting i forsgksserie 1

9,3 kHz 21 kHz 54 kHz
T-test
Signifikant forskjellig fra kontroll 2 og Ja Ja Ja
3 kombinert WRS-test Ja Ja Ja

4.1.3 Forsgksserie 2

Resultatene fra forsgksserie 2 er oppsummert i Figur 6, med tilhgrende resultater av hypotesetesting
vist i Tabell 5. Det mest oppsiktsvekkende resultatet her er at ultralydgruppa med 21 kHz har et
signifikant hgyere antall lus enn kontrollgruppa.

For 9,3 kHz-gruppa indikerer T-test en signifikant forskjell fra kontrollen, mens WRS-testen ikke gjgr
det. 9,3 kHz-resultatene utgjgr altsa et grensetilfelle, men ettersom antall lus ikke ser ut til 3 vaere
normalfordelt, tillegges WRS-testen mer vekt, og totalt sett anses ikke 9,3 kHz-gruppa som signifikant
forskjellig fra kontrollen. 54 kHz-gruppa er tydelig ikke signifikant forskjellig fra kontrollen.
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Figur 10  Resultater av lusetelling fra forsgksserie 2
Tabell 5 Resultater av hypotesetesting i forsgksserie 2
9,3 kHz 21 kHz 54 kHz
T-test Ja Ja Nei
Signifikant forskjellig fra kontroll
WRS-test Nei Ja Nei

4.1.4 Forsgksserie 3

Resultatene fra forsgksserie 3 er oppsummert i Figur 7, med tilhgrende resultater av hypotesetesting
vist i Tabell 6. | denne forsgksserien inneholder hver gruppe 20 fisk, sammenlignet med 10 fisk per
gruppe i serie 1 og 2. Dette gj@r at resultatene statistisk sett er mer palitelige.

Kontrollgruppene har relativt like fordelinger, noe som indikerer at resultatene er konsistente mellom
de to kontrollforsgkene. Av ultralydgruppene er det kun 9,3 kHz som er signifikant forskjellig fra
kontroll 1 og 2.

Dersom man sammenligner ultralydgruppene ser man ogsa en tendens til sammenheng mellom
frekvens og antall lus. Antallet er lavest for 9,3 kHz, noe hgyere for 21 kHz, og hgyest for 54 kHz.
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Figur 11 Resultater av lusetelling fra forsgksserie 3. Medianverdi for kontroll 1 og 2 kombinert er 10

Tabell 6 Resultater av hypotesetesting i forsgksserie 3

9,3 kHz 21 kHz 54 kHz
Signifikant forskjellig fra kontroll 1 0og ~ T-test Ja Nei Nei
2 kombinert
WRS-test Ja Nei Nei

4.2 Diskusjon

| denne studien ble det gjennomfgrt 3 forsgksserier. | de to fgrste seriene ble antall kopepoditter
bestemt med utgangspunkt i tidligere smitteforsgk gjort i relativt sma kar. Resultatene fra lusetelling
viste at paslaget av lus var lavere enn det som var gnskelig for a fa et statistisk signifikant resultat, med
en median pa 7,5 for kontrollene i forsgksserie 1 og median pa 7 for kontrollen i forsgksserie 2. |
forsgksserie 3 ble antallet kopepoditter derfor gkt fra 780 til 1200, og vannvolumet ble redusert fra
1,1 til 0,5 m3. Dette betyr at antall kopepoditter ble gkt med rundt 50 %, og at antall kopepoditter per
volum vann ble gkt med rundt 240 %. | forsgksserie 3 hadde kontrollgruppa en median pa 10 lus, dvs.
en gkning pa 35-40 %. Paslaget ser ikke ut til @ veere proporsjonalt med konsentrasjonen av
kopepoditter.

Metoden for eksponering av ultralyd som er brukt i denne studien kan sammenlignes med a plassere
en basshgyttaler i et lite rom med harde vegger; lydfeltet preges i stor grad av refleksjoner fra veggene
i tillegg til direktelyd fra lydkilden. Dette fgrer til konstruktiv og destruktiv interferens mellom
reflekterte lydbglger, med sterk variasjon i lydstyrke bade romlig og over tid. Dersom transduceren ble
plassert i tilnsermet fritt rom, f.eks. ute i havet uten st@rre reflekterende flater i nserheten, ville
lydstyrken veere tilneermet konstant over tid, og avta jevnt med gkende avstand til transduceren.
Metoden i denne studien gir altsa ikke et lydfelt som er representativt for en praktisk implementasjon
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av ultralyd som metode for lusebekjempelse i havet. Vi anser det uansett som sannsynlig at alle deler
av vannvolumet i studien har hatt en lydstyrke som er like kraftig eller kraftigere enn det man vil kunne
oppna ved en praktisk implementasjon av metoden i havet.

Resultatene fra forsgksserie 1 indikerer at ultralyd under smitte gir redusert paslag, for alle frekvenser.
Variasjonen innad i hver gruppe er likevel stor, og antallet fisk er sa lite at man bgr vaere forsiktig med
a tillegge resultatene for stor vekt. | forsgksserie 2 er det kun 21 kHz som tydelig skiller seg ut, med
hgyere paslag enn kontrollen. Verken tidligere litteraturstudier (Mortensen & Skjelvareid 2015) eller
gvrige resultater i denne studien tilsier at ultralyd skal gi gkt paslag, og dette anses derfor som
usannsynlig. En mulig forklaring er at det har skjedd en feil i forbindelse med forsgket, for eksempel at
antallet kopepoditter ble feil oppmalt for denne gruppa. En annen mulig forklaring er at forsgket
generelt har s stor variabilitet i paslag og sa lite antall fisk at det hgye antallet i dette tilfellet kan
skyldes en tilfeldighet.

Forspksserie 3 har generelt hgyere paslag enn forsgksserie 2 og 3, og dobbelt s3 mange fisk i hver
gruppe. Resultatene fra denne serien anses derfor som statistisk sett mer palitelige. | denne serien er
det kun 9,3 kHz-gruppa som er signifikant forskjellig fra kontrollene. Igjen gir den store variabiliteten
innad i hver gruppe grunn til & veaere forsiktig med a tolke resultatene. Dersom ultralyden har gitt en
effekt, er det kun som en viss reduksjon i paslag, og ikke som en tydelig hemming av alle kopepoditter
i karet.

Dersom man tar utgangspunkt i at ultralyden faktisk har en effekt, er det interessant a studere hvordan
paslaget tilsynelatende gker med gkende frekvens i forsgksserie 3. En forklaring pa dette kan vaere at
lave frekvenser hemmer kopepodittene i stgrre grad enn hgye frekvenser. En annen mulig forklaring
er at kavitasjonseffektene i karet er kraftigere ved lave frekvenser, ettersom terskelen for a oppna
kavitasjon er lavere ved lave frekvenser (Santos et al. 2009). Kopepodittene driver fritt med
vannmassene i karet, og en viss andel av disse vil komme naert nok transduceren til 8 eksponeres for
kavitasjonsbobler som kollapser. Dersom disse effektene dreper kopepodittene, vil dette senke det
generelle smittepresset i karet, selv om kavitasjonseffektene ikke strekker seg helt ut til omradet der
fisken svgmmer. Dersom dette er tilfelle, indikerer resultatene en annen effekt enn den som i
utgangspunktet skulle testes, dvs. om ultralyd kan pavirke adferden til kopepodittene uten
ngdvendigvis a drepe dem. Effektene av kavitasjon kan eventuelt undersgkes i en oppfglging av denne
studien, for & gi et mer definitivt svar pa om den tilsynelatende reduksjonen i paslag skyldes
kavitasjonseffekter eller ultralyden i seg selv.

| forsgksserie 1 ble det ikke observert noen forskjell i adferd mellom fisken som ble eksponert for
ultralyd og fisken i kontrollgruppene. | forsgksserie 3 var imidlertid fisken som ble eksponert for
ultralyd tydelig mer aktiv. | forsgksserie 2 ble det observert lignende, men ikke like tydeligere
tendenser; fisken i ultralyd-gruppene sa ut til & vaere mer lettskremt. Dette kan sees i sammenheng
med lydnivdene som ble brukt i forsgkene, som var betydelig hgyere i forsgksserie 3 enn i serie 1 og 2.
Det er mulig at lydnivaet i forsgksserie 3 var sa hgyt at fisken kunne merke dette tydelig pa kroppen,
pa tross av at frekvensen som ble brukt ligger langt over fiskens hgrselsomrade. Dersom dette er
tilfelle, betyr det at eksponering for ultralyd med hgy intensitet kan fgre til gkt stressniva hos fisken,
med pafglgende redusert velferd og vekst over tid. Dette er et moment ma tas med i vurderingen ved
en eventuell implementasjon i stor skala.
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Resultatene i denne studien varierer en del mellom forsgksseriene. Dersom ultralyden har en effekt,
ser det ut til at frekvenser innenfor det hgrbare omradet for mennesker (9,3 kHz i denne studien) er
mer effektive enn ultralyd-frekvenser (hgyere enn 20 kHz). Det er uansett kun snakk om en delvis
reduksjon i paslag, og ikke en fullstendig inaktivering av kopepodittene, som man i utgangspunktet
hadde hapet pa. | denne studien har man ogsa oppnadd sveert hgye lydnivaer gjennom a begrense
vannvolumet til 0,5-1,1 m3. Disse lydnivaene er langt hgyere enn det man kan hépe 3 oppna i praksis
ved utplassering av transducere i en laksemerd. Ved lavere lydnivaer vil den svake effekten som denne
studien indikerer sannsynligvis bli enda svakere. Som nevnt tidligere er det ogsa uklart om effekten
skyldes kavitasjon, og dermed begrenser seg til en rekkevidde pa noen titalls centimeter fra
transduceren, eller om den skyldes ultralyden i seg selv, noe som vil gi den stgrre rekkevidde.

Effekter av behandling er sveert ofte doseavhengig, der dose defineres som «padrag» (ofte
konsentrasjon) multiplisert med tid. | vare forsgk ble fisken og lusa utsatt for hgyere doser av lyd enn
de vil bli i laksemerder, ikke bare fordi lydstyrken var hgyere enn man i gjennomsnitt vil oppna i ei
merd, men ogsa fordi den hgye lyden vedvarte kontinuerlig i en time. | ei apen merd vil kopepodittene
drifte med vannstrgmmen gjennom merden. | ei 160 meters merd blir oppholdstiden i merden pa ca
17 minutter ved en strgmhastighet pa 5 cm/s. Selv om kopepodittene blir eksponert for lyden i en viss
tid, bade fgr de kommer inn i merden og etter at de har passert merden, vil den effektive
eksponeringstiden sannsynligvis bli mindre enn i vare forsgk. Det er verd a merke seg at
begroingsorganismer som sitter pa notveggen vil kunne utsettes for kontinuerlig ultralydlyd, og
dermed fa betydelig stgrre doser enn kopepoditter som drifter giennom merden. Det kan derfor ikke
utelukkes at ultralyd kan redusere begroing pa notvegg, flytekrage og andre installasjoner i

merdanlegget.

4.3 Konklusjoner

e Kontrollert smitte med lakselus i kar gir stor variasjon i paslag av lus innenfor grupper som er likt
behandlet. Med et begrenset antall fisk i forsgket er det vanskelig @ oppna ngyaktige estimater for
gjennomsnittlig paslag innen hver gruppe, og dermed ogsa vanskelig & konkludere angaende
hvilken effekt ultralyden eventuelt har pa paslaget.

e | den statistisk sett mest palitelige forsgksserien ble det pavist reduksjon av lusepaslag ved
frekvensen 9,3 kHz. For frekvensene 21 kHz og 54 kHz var paslaget ikke signifikant forskjellig fra
kontrollene.

e Med de inngangseffekter som ble brukt i studien ble det pavist kavitasjonseffekter ved
frekvensene 9,3 og 21 kHz. Terskelen for kavitasjon er ogsa generelt lavere ved lave frekvenser, og
det antas derfor at kavitasjonseffektene var sterkest ved 9,3 kHz. Det er mulig at den observerte
reduksjonen i paslag av lus ved 9,3 kHz skyldes disse kavitasjonseffektene. Dette bgr undersgkes i
en eventuell oppfelging av denne studien.

e Studien er gjennomfgrt med svaert hgye lydstyrker i et avgrenset volum med vann, og ved
utplassering av transducere i dpent hav vil den oppnadde lydstyrken bli mindre. Effekten ved bruk
av ultralyd ved 9,3 kHz som er pavist i denne studien antas derfor & ville bli svakere ved
implementasjon av metoden i en laksemerd.

e Basert pa resultatene fra labforsgkene i denne studien anser vi det som usannsynlig at ultralyd vil
kunne veaere en effektiv metode for lusekontroll i laksemerder.
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5 Leveranser

Resultatene fra prosjektet vil bli gjort tilgjengelig via:

e Faglig rapport (dette dokumentet).

e Foredrag ved seminar om ikke-medikamentell lusekontroll arrangert av FHF (7. februar 2017).
e Populaervitenskapelig artikkel i dertil egnet tidsskrift, for eksempel Norsk Fiskeoppdrett.

e Vitenskapelig artikkel i internasjonal journal med fagfellevurdering.
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