eDNA som erstatning
for akvatiske dyr
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‘ \“\ - Miljg-DNA (environmental DNA — eDNA)
: " som erstatning for avlivning og/eller fangst
av akvatiske dyr i forskning og overvakning
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God helse
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Forskning, radgivning og diagnostikk

Norwegian

= Veterinary Institute

Veterineerinstituttet jobber for god helse hos
dyr og mennesker. Vi er et biomedisinsk
forskningsinstitutt og Norges ledende fagmiljg
innen biosikkerhet for fisk og landdyr
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@ke 3R fokus & praksis i forskning,
overvakning og beredskap/diagnostikk

» Erstatte avlivning/fangst/handtering av dyr for
overvakning ved bruk av eDNA metoder

» In-vitro modeller nar mulig framfor dyr i forsgk

» Biomarkgrer for tidlig diagnostikk (levende fisk)
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Kilder til eDNA i vann

Celler med DNA fra avfgring, hud/skjell, urin, sperm, egg, slim,
blod, eller fra nedbrytning av dgde individer
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Kilder til eDNA i vann

Mikroorganismer inkludert sykdomsfremkallende patogener er i
seg selv “cellepakker” med DNA eller RNA
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Oppkonsentrering
av cellesuppe

- Uten a forstyrre,
stresse eller
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eDNA/eRNA monitoring of pathogens and hosts
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Illustrasjon: David Strand, Veterinaerinstituttet



Eksempler pa

Smitteovervakning SV e
med miljg-DNA/RNA ‘ XN
— akvatiske dyr

Erfaringer fra ville bestander og fiskeoppdrett

5 Veterinzrinstituttet ’ OCFHF

Prosjektfinansiering

Forskmngsradet Mattllsynet




= Slider er et utdrag fra dette webinaret:
Opptak fra webinar om smitteovervakning med
miljg-DNA/RNA (eDNA) — Veterinarinstituttet

{4 e _\-.:%David A. Strand
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Miljo-DNA overvaking av krepsepest,
edelkreps og signalkreps

(Tifotkreps omfattes av dyrevelferdsloven)
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Edelkreps, Krepsepest & Signalkreps

SEM Mikroskopi

Europeisk Edelkreps (rgdlistet) Aphanomyces astaci Amerikansk Signalkreps (fremmed art)
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Illustrasjon kreps: Linda Nyman, SEM foto: Jannicke Wiik-Nielsen



Edelkreps populasjoner

Krepsepest utbrudd 1971-2024

Sighalkreps populasjoner
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Tradisjonell overvaking av A. astaci (krepsepest) (fram til 2016)

* Burforsgk med edelkreps settes ut i elv/innsjg for a «fange opp» sykdom

* Smittet kreps dgr av sykdom (analyseres for a stadfeste diagnose krepsepest)
* Velferd for burkreps utfordrende med eller uten smitte

* @ker lokal smitte- og sprednings fare for vill krepsepopulasjon

<3 |

Positive

Threshold

Fluorescence

Negative

Cycles

= Veterinzerinstituttet
- Illustrasjon: David Strand, Veterineaerinstituttet



Utvikling av metodikk for
eDNA- overvaking for
krepspest, edelkreps og
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Validering av miljg-DNA
overvaking av krepsepest

Fangst av Edelkreps og Signalkreps i Rednessjgen
(Haldenvassdraget) i sept. 2014

Pavisning av A. astaci pa Edelkreps og Signalkreps

Starten pa et krepsepest utbrudd

Ga ogsa en mulighet for miljg-DNA metodevalidering

Monitoring a Norwegian freshwater crayfish tragedy: eDNA snapshots of invasion, infection and
extinction - Strand - 2019 - Journal of Applied Ecology - Wiley Online Library
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e L Validering av miljg-DNA

(o] [
- overvaking av krepsepest
. Skulerudsjgen
i » Sammenlikne tradisjonell overvaking med miljg-DNA overvaking
* Nasjonal overvaking av edelkreps = Teinefiske
. Ydersbotn * Nasjonal overvaking av krepsepest 2 Burforsgk
Rodenessjgen

Krepsepest eDNA pavises

3 uker fgr kreps dor i bur

Teinefiske (edelkreps/
signalkreps)
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Validering av miljg-DNA overvaking av krepsepest

m Miljg-DNA av krepsepestsmitte kan pavises i vannet ~3 uker for krepsen dgr i burforsgk
B Bade miljg-DNA fra kreps og pest forsvant raskt etter utbrudd og massedgd

B Fangstinnsats med nesten 3000 teiner ga 0 edelkreps — bekrefter lokal utryddelse

a) Okt.-Nov. 2014
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b) Apr. 2015
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[[]No detection
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Overvaknings-programmet for A. astaci 2016-2024 — i tett samarbeid
med Nasjonal overvakning av edelkreps og spredning av signalkreps

1590 Nasjonal overvaking av edelkreps og

* Miljg-DNA aksepteres som supplement 2016 spredning av signalkreps
Presentasjon av overvakingsdata og
bestandsstatus

Stein |. Johnsen, David A. Strand, Johannes Rusch
& Trude Vraistad

NINA Rapport

 Miljg-DNA aksepteres som erstatning fra 2017

* Miljg-DNA overvaking av A. astaci, edelkreps og
signalkreps erstatter bruk av dyr i overvakning
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* 176 miljg-DNA prgver fra 44 stasjoner

* 2x 5L pr stasjon

* Hver stasjon prgvetas i juni og i
august/september g

* Miljg-DNA prgver analyseres for
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https://www.vetinst.no/overvaking/krepsepest/_/attachment/inline/e4bd67e0-7930-4b34-bf0a-735476c73db1:d6e83b7dc1e97b26ab7ef6b81bb52c6557a6a7d9/Aphanomyces%20astaci%202024.pdf
https://www.vetinst.no/overvaking/krepsepest/_/attachment/inline/e4bd67e0-7930-4b34-bf0a-735476c73db1:d6e83b7dc1e97b26ab7ef6b81bb52c6557a6a7d9/Aphanomyces%20astaci%202024.pdf
https://www.vetinst.no/overvaking/krepsepest/_/attachment/inline/e4bd67e0-7930-4b34-bf0a-735476c73db1:d6e83b7dc1e97b26ab7ef6b81bb52c6557a6a7d9/Aphanomyces%20astaci%202024.pdf
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Konklusjon for miljg-DNA metode

eDNA erstattet bruk av levende kreps i bur
Flere vann overvakes uten teinefangst av kreps
Mer oversikt, bedre velferd, mindre forstyrrelse

Overvaker krepsepest, rgdlistet edelkreps og
fremmedarts-listet signalkreps fra samme prgver

Oppfyller «<REPLACE» foplacs
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Tre fluer i en smekk




Gyrodactylus salaris — lakseparasitt
og fremmed art i norsk natur

e Pavist i 54 vassdrag i Norge siden 1975
* Alvorlig trussel for norsk villaks
 Omfattende overvakning og bekjempelse pagatti > 40 ar

« Kostnadskrevende og tar mange fiskeliv — bade parasitt og tiltak Haakon Hansen, seniorforsker,
WOAH-referanseekspert G. Salaris

* Tradisjonell overvakning krever ogsa avlivning av mye fisk
* eDNA pavisning av G. salaris i vann gir lovende resultater

<@ T 3

- Veterinzerinstituttet Gyrodactylus salaris — foto Jannicke Wiik Nielsen

Bekjempelse av G. salaris med klor — foto Helge Bardal



Overvakning settefisk og elver

Friskmeldingsprogram

_ (etter bekjempelse)

Benytter kun «klassisk» metode — — ‘
Norwegian

screening av fiskefinner for G. salaris B Veterinary Institite

|

eDNA forelgpig ikke brukt som erstatning,
men er et relevant supplement.
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eDNA metode benyttes som supplement i
overvdknignsprogram Drammensregionen

feterinary Instityte

Gyrodactylus salaris — kartlegging i
Drammensregionen - Veterineerinstituttet et e
terind
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"
\ The surveillance programme fo —
! Gyrodactylus salaris \n Atlantic
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\and rainbow trout in Norway 202
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https://www.vetinst.no/overvaking/gyrodactylus-salaris-kartlegging-drammensregionen#:~:text=Overv%C3%A5kingsprogrammet%20utreder%20om%20Gyrodactylus%20salaris%20finnes%20p%C3%A5%20fiskebestander,norske%20elver%20har%20p%C3%A5g%C3%A5tt%20siden%20slutten%20av%2070-tallet.
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https://www.vetinst.no/overvaking/gyrodactylus-salaris-kartlegging-drammensregionen#:~:text=Overv%C3%A5kingsprogrammet%20utreder%20om%20Gyrodactylus%20salaris%20finnes%20p%C3%A5%20fiskebestander,norske%20elver%20har%20p%C3%A5g%C3%A5tt%20siden%20slutten%20av%2070-tallet.
https://www.vetinst.no/overvaking/gyrodactylus-salaris-kartlegging-drammensregionen#:~:text=Overv%C3%A5kingsprogrammet%20utreder%20om%20Gyrodactylus%20salaris%20finnes%20p%C3%A5%20fiskebestander,norske%20elver%20har%20p%C3%A5g%C3%A5tt%20siden%20slutten%20av%2070-tallet.

eDNA overvakning av G. salaris har et
stort potensiale saerlig for grensevassdag

Prosjektet «Our precious waters» (VI, MT,
Finland) skal hindre spredning av
Gyrodactylus salaris i nord.

Fokus pa elvene Pasvik, Tana og Neiden som
renner gjennom begge land.

Beredskap og overvaking, inkludert miljg-
DNA undersgkelser.

Co-funded by
the European Union

incerreyg

Aurora
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Illustrasjon/collage fra prosjektet Our precious waters, Haakon Hansen, Veterinarinstituttet
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Bruk av fisk i forsgk (eksempel 2023 - generert av Copilot)

Kategori
Regulatorisk testing
Utvikling av vaksiner

Vaksinestudier
(effekt/sikkerhet)

Fiskevelferdsforskning
Helsekontroll og overvaking

Totalt (alle fisk)

Generert av Copilot.

Kilder: Forsgksdyrutvalgets arsrapport, Norecopa statistikk.
Tallene varierer noe fra ar til ar, men fisk utgjer 95-96 % av

Estimert antall fisk

ca

ca

ca

ca

ca

ca

. 250000
. 300 000

.400 000

.50 000
. 200 000

. 1,2 millioner

Andel av totalen
~20 %
~25 %

~33 %

~4 %
~16 %
100 %

alle forsgksdyr i Norge, og oppdrettsrelaterte forsgk er den klart starste arsaken.

= Veterinaerinstituttet

Generert av Copilot.

Hovedarsaker til hgy bruk av forsgksdyr i Norge
som skyldes fiskeoppdrett

s
f —
v —_ ; ” | ; l
Regulatorisk testing Utvikling av vaksiner Fiskevelferd
Preving av medisiner, Forsgk for & utvikle nye Studier som skal
vaksiner og vaksiner mot sykdommer forbedre fiskevelferden,
fiskehelseprodukter hos oppdrettsfisk f.eks nye bedgvelsemetoder

® b=

Vaksinestudier S
, . . | Helsekontroll og overvaking
Studier av effekt og sikkerhet i . .
Pregvetaking i matfisk- og

forskjellig fase av produksjonen settefiskanlegg for & pavise
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| Helsekontroll og overvaking
Prgvetaking i matfisk- og
settefiskanlegg for a pavise

> b
Rutinemessig helsekontroll:
- Minimum én gang per maned i
stamfiskanlegg og matfiskanlegg
10-30 enkeltfisk tas ut for organundersgkelse
diverse meldepliktige sykdommer
Krever veldig mange fiskeliv av frisk fisk!

Foto: Rudolf Svendsen F‘S_to: Trude Vralsta ;Veterinaerinstituttet
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Matfjls.k

Helsekontroll og overvaking |
Prgvetaking i matfisk- og
settefiskanlegg for & pavise

i KAN ERSTATTE
AVLIVNING AV VELDIG

MANGE FISK FOR & 775
RUTINEOVERVAKNING [ g4 / /

Foto: Rudolf Svendsen e ralw{ Veterlnaermstltuttet
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Muligheter for(e-3)i fiskeoppdrett

Wi Yeterinatinstiuttet

Bedre biosikkerhet og fiskevelferd med
overvakning av virus i miljgpraver

Overvakning

Smitteforsok

Biosikkerhetstiltak mot ILA i settefisk (ILA-SAFE
(FHF prosjekt 901674) - Veterinaerinstituttet

Hilde Sindre, seniorforsker,
WOAH-referanseekspert PD

Slider er et utdrag fra dette webinaret:
Veterinaerinstituttet w F H F Opptak fra webinar om smitteovervakning med miljg-DNA/RNA (eDNA

Torfinn Moldal, fiskehelseansvarlig
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Dgdelighet i norsk fiskeoppdrett er for hgy:

rieksgrssyommer 4 Infeksjonssykdommer er viktig utfordring
Miljoforhold (B) 02% 0,4 % 2,7 % 8,8 %

Skader (traume) (C) 24,7 % 32,2% 331% 26,6 %

Fysiologiske arsaker (D) 59 % 45% 41% 57 %

Andre arsaker (E) 28 % 1,6 % 21%

Ukjent arsak (F) 44,4 % 332% 19,9 %

Totalt 100 % 100 % 100 %

- 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024
ILA 15 12 14 13 10 23 25 15 18 13

PD 137 138 176 163 152 158 100 98 58 48
CMS 105 Q0 100 101 82 154* 155* 131* 129 78*%
HSMB 135 101 93 104 79 161~ 188~ 147~ 184~ 115*
IPN 30 27 23 19 23 22% 20* 12* 12* 13*
me Veterinzerinstituttet Fiskehelserapporten 2024 - Veterinarinstituttet 3
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Utfordringer ved overvakning
for smittestoffer ved lav
forekomst
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Figur 2. Sammenheng mellom antall prever til laboratorieanalyse og
sannsynlighet for & pavise minst en smittet fisk ved ulike prevalens nar testen
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Utfordringer ved overvakning for smittestoffer:
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Store mengder virus skilles ut i viremisk fase — derfor er overvakning av vann en opplagt mulighet for oppdagelse tidlig
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Erfaringer med miljgprover fra settefiskan

10+

Anlegg A

Cq-value

Anlegg B 1

204

404

Cqg-value
$

an)
)

% Veterinaerinstituttet

0=

Gjellesvabre

0

104

10+

10+

Cq-verdi

0=

10+

egg (ILA-SAFE):

Vann

Pavisning av
LAV HPRO pa

anleggsniva
O uavhengig av

O Q prgvetype

vann SAMLEPR@VER FRA
MILI@ET (VANN OG
BIOFILM) GIR MEGET

n GODE SVAR SOM
KORRELERER MED
301 ORGANPR@VER
¢ & & 37

Grafer laget av Torfinn Moldal



Mul Igh eter for erstatni ng Hovedarsaker til hgy bruk av forsgksdyr i Norge
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Flere slider i dette foredraget er presentert fra egne
foredrag i et eDNA webinar som kan ses pa her:

Faglig ambisigs,
fremtidsrettet og samspillende
— for én helse

g Veterinaerinstituttet
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