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Sammendrag

Sykdomsproblemer som rammer lakseoppdrettnaeringen pa Vestlandet er i stor grad knyttet til
gjelleproblemer, Pankreassykdom (PD) og lakselus (Lepeophtheirus salmonis). Disse
sykdommene farer til redusert fiskevelferd og dadelighet. Mikrosporidien Paranucleospora
theridion er assosiert med gjellesykdommer og har en livssyklus med bade laks og lakselus
som vert. P. theridion er muligens en medvirkende faktor ved SAV-infeksjon og utvikling av
PD. Det er observert i felt at utvikling av paranucleosporose som fglge av mikrosporidien kan
veere temperaturavhengig, ettersom sykdommen blir observert ved temperaturer over 10 °C.
Hvordan P. theridion infiserer fisk er forelgpig ukjent, men det er antatt at sporer frigitt fra

lakselus entrer laksen via gjellene.

For a se pa samspillet mellom P. theridion og SAV, ble det gjennomfart et smitteforsgk hvor
fisk som var naturlig smittet med P. theridion i felt ble utsatt for kohabitantsmitte med SAV i
kontrollerte omgivelser. Videre ble det sett pa forskjeller i sykdomsutvikling ved ulike
temperaturer hvor fisken ble holdt ved 8 og 16 °C. Et badsmitte-forsgk med laks der det ble
brukt P. theridion sporer hgstet fra lakselus ble utfgrt for & undersgke infektiviteten til
mikrosporidiesporene. Gjennom forsgkene ble det tatt prgver til histologi og real-time RT-

PCR for & undersgke tilstedeveerelse og mengde av P. theridion og andre patogener.

Resultater fra real-time RT-PCR fra gjeller for P. theridion, viste en reduksjon i mengde ved 8
°C, mens det ved 16 °C ble observert en gkende mengde i lgpet av forsgket. Histopatologiske
undersgkelser viste at all fisken hadde betydelige endringer pa gjellene, men ikke endringer
som relateres til P. theridion. Infeksjon av feltfisk med SAV var ikke vellykket, men det ble
observert P. theridion pa sheddere som ble tilsatt i karene. Dette kan indikere horisontal
smitte. Badsmitten som ble gjennomfart resulterte ikke i infeksjon med P. theridion, til tross

for at vannbaren smitte er observert i felt.
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Introduksjon

| norsk oppdrett av atlantisk laks (Salmo salar) er det store utfordringer med tanke pa fiskens
helse og velferd. De starste helseproblemene i oppdrett av laks i sjgvannsfasen er for tiden
infeksigse sykdommer som lakselus-infestasjon (Lepeophtheirus salmonis), pankreassykdom
(PD), hjerte- og skjellettmuskelbetennelse (HSMB), kardiomyopatisyndrom (CMS) og sar- og
gjelleproblemer. P& Vestlandet er det i dag hovedsakelig lakselusproblematikken,

gjellesykdommer og PD som preger sykdomsbildet (Hjeltnes (red), 2014).

Gjelleproblemer pa Vestlandet

Gjellesykdommer kan forarsakes av mange ulike patogener, og de fleste av disse skaper
problemer pa Vestlandet. Unntaket er parasitten Parvicapsula pseudobranchicola som er
assosiert med gjelleproblemer og dagdelighet hovedsaklig i Nord-Norge (Karlsbhakk et al.,
2002, Nylund et al., 2005, Sterud et al., 2003).

Proliferativ gjellebetennelse (PGI) er en gjellesykdom med uklar primeerarsak som gir bleke
gjeller, betennelse, hyperplasi og hypertrofi og farer til respirasjonsproblemer hos laksen
(Kvellestad et al., 2005). Viruset Atlantic salmon Paramyxovirus (ASPV) er antatt & veere en
medvirkende faktor nar fisk blir syk med PGl (Kvellestad et al., 2003, Kvellestad et al.,
2005). De siste arene er det imidlertid ikke funnet tilstedeveerelse av viruset i de fleste
undersgkte tilfeller med PGI (Nylund et al., 2011, Steinum et al., 2010). Et annet patogen som
er antatt & ha en sammenheng med PGI er mikrosporidien Paranucleospora theridion (syn.
Desmozoon lepeophtheirii) hvor det har veert observert en positiv korrelasjon mellom mengde
mikrosporidier og alvorlighetsgrad av PGI (Nylund et al., 2011, Steinum et al., 2010). Det er
ogsa funnet et poxvirus, Salmon gill poxvirus (SGPV), som assosieres med proliferativ

gjellesykdom (PGD) og dgdelighet, men ingen betennelse (Nylund et al., 2008).

Det er flere bakterier som er assosiert med gjellesykdommer pa laks, blant annet
Flavobacterium branchiophila som assosieres med bakteriell gjellesykdom (BGD)
(Wakabayashi et al., 1989), Tenacibaculum sp. som normalt forbindes med hudsar og
finnerate (Handlinger et al., 1997, Olsen et al., 2011, Powell et al., 2004), og bakterier som
forarsaker epiteliocystis. Epiteliocystis er en sykdom som farer til hyperplasi og hypertrofi av
epitelcellene pa gjellene, og er ofte assosiert med PGI. | de hypertrofe cellene som er infisert
ser man store inklusjoner som er fylt med ulike stadier av kokkoide, Chlamydia-lignende
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bakterier (Draghi et al., 2004, Nylund et al., 1998). Draghi et al. (2004) foreslo navnet
‘Candidatus Piscichlamydia salmonis’ pa bakterien de fant i cystene hos atlantisk laks. Denne
bakterien var lenge antatt & veere ansvarlig for de fleste tilfellene av epiteliocystis hos sjgsatt
atlantisk laks. Nylig er det ogsa oppdaget en annen bakterie i forbindelse med epiteliocystis
som ikke tilhgrer Chlamydiae, men Betaproteobacteria, med foreslatt navn ‘Candidatus
Branchiomonas cysticola’. Denne bakterien ble observert i starre mengder og hgyere
prevalens enn ‘Ca. P. salmonis’ (Mitchell et al., 2013, Toenshoff et al., 2012). Man har funnet
tilstedeverelse av ‘Ca. B. cysticola’ i fisk bade med og uten epiteliocystis, men Mitchell et al.
(2013) observerte en signifikant korrelasjon mellom mengde bakterier og antall epiteliocyster
pa gjellene. Det ble ogsé undersgkt fisk fra ferskvannsfasen, men det ble ikke funnet ‘Ca. B.

cysticola’ pa noen av disse (Mitchell et al., 2013).

Et annet patogen som ogsa er en medvirkende faktor pa gjelleproblemer er ektoparasittene
Ichthyobodo spp. som infiserer gjeller og hud pa fisk. | Norge er det sa langt kjent to typer
Ichthyobodo som infiserer laks; Ichthyobodo necator sensu stricto (s.s) og Ichthyobodo
salmonis, hvor 1. necator (s.s) sa langt kun er registrert i ferskvann og infiserer hovedsakelig
huden, samt gjellene, mens 1. salmonis derimot er euryhalin og infiserer hovedsakelig gjellene
(Isaksen et al., 2010, Isaksen et al., 2007, lIsaksen et al., 2011, Todal et al., 2004).
Ichthyobodo-infeksjoner kan fare til at fisken far et gratt slimlag over huden pa grunn av gkt
slimproduksjon, og man kan se «blinking» i karet/merden som kommer av at fisken klgr seg
(Isaksen et al., 2010). Infeksjoner pa huden farer til hyperplasi og felling av epidermalceller
som kan fare til osmoregulatorisk sammenbrudd, mens infeksjoner pa gjellene kan fare til
hyperplasi og fusjon av lamellene som gir fisken respiratoriske problemer (Bruno, 1992,
Roubal et al., 1987).

Tilstedeveerelsen av de nevnte gjelle-patogenene i ulik grad, samt opportunister og
ektoparasitter som tricodinider og ikke-infeksigse faktorer som blant annet maneter, gjor det
vanskelig a finne primararsaken til gjellesykdommer (Baxter et al., 2011a, Baxter et al.,
2011b). Sykdomstilstanden hos Atlantisk laks er i dag antatt & ha en multifaktoriell arsak
(Kvellestad et al., 2003, Kvellestad et al., 2005, Mitchell et al., 2010, Nylund et al., 2008,
Steinum et al., 2010, Toenshoff et al., 2012).

Amgbeindusert gjellesykdom (AGD) er en sykdom som farer til respiratoriske problemer for

laksefisk i mange land, og i 2006 ble det for farste gang registrert utbrudd av sykdommen i



Norge (Steinum et al., 2008, Young et al., 2008). | 2013 ble det ogsa oppdaget AGD pa
oppdrettet berggylt (Labrus bergylta) som brukes som rensefisk i oppdrettsnaeringen
(Karlsbakk et al.,, 2013). AGD forarsakes av amgben Paramoeba perurans (syn.
Neoparamoeba perurans, se Feehan et al. (2013)) (Crosbie et al., 2012, Karlsbakk et al.,
2013, Steinum et al., 2008, Young et al., 2007, Young et al., 2008), og kan fare til redusert
appetitt, svimere og dedelighet. Pa gjellene kan det sees hvite flekker og gkt slimproduksjon.
Histologisk vil man se hypertrofi og hyperplasi av epitelceller og helt eller delvis
sammenvoksing av lameller (Karlsbakk et al., 2013, Steinum et al., 2008, Young et al., 2008).
Pa Vestlandet ser AGD ut til & vere et gkende problem, da antall utbrudd gkte fra 5 i 2012 til
56 i 2013 pa anlegg langs kysten fra Vest-Agder til Mare og Romsdal (Hjeltnes (red), 2014).

Pankreassykdom

Pakreassykdom (PD) hos atlantisk laks og sleeping disease (SD) hos regnbuegrret forarsakes
av viruset Salmonid alfavirus (SAV) som tilhgrer slekten Alphavirus, som sammen med
slekten Rubivirus utgjer familien Togaviridae (Nelson et al., 1995, Strauss & Strauss, 1994,
Weston et al., 2002). PD er en av de mest alvorlige virussykdommene ved oppdrett av
laksefisk i Nord-Europa, og har forarsaket store gkonomiske tap i blant annet Norge og Irland
(Aunsmo et al., 2010, Rodger & Mitchell, 2007). | Norge ble PD lenge kun forarsaket av SAV
subtype 3, men i 2011 ble det oppdaget laks infisert med SAV 2 og de siste arene er det
observert en gkning i antall utbrudd med denne subtypen. SAV 2 og SAV 3 ser ut til a
avgrense seg til hver sine geografiske omrader; SAV 3 pa Vestlandet (2 utbrudd i Finnmark i
2013) og SAV 2 i Trgndelag (Hjeltnes (red), 2014, Hjortaas et al., 2013, Jansen et al., 2014).
PD-utbrudd kan forekomme hele aret og varer gjerne i 3-4 maneder, men de fleste utbruddene
oppstar i sommerhalvaret med gkende temperaturer, da dgdeligheten kan variere mellom 3-
20% (McVicar, 1987, Taksdal et al., 2007). Kliniske tegn ved PD er redusert appetitt, apatisk
fisk og fisk som legger seg pa bunnen av merden. Ved disseksjon kan det observeres tom
magesekk og gult, slimete innhold i tarmen samt redusert mengde bukfett (McLoughlin et al.,
2002, McVicar, 1987, Taksdal et al., 2007). | tillegg er det til tider observert tegn pa
sirkulasjonsproblemer, blekt- eller sprukket hjerte, eller punktblgdninger i pylorusomradet
(McLoughlin et al., 2002, Taksdal et al., 2007). Histologisk ser man gjerne tap av eksokrin
pankreas, nekrose av myocytter, inflammasjon i hjertet og rad muskulatur, og degenerering av
hvit muskulatur (McLoughlin et al., 2002, McVicar, 1987, Taksdal et al., 2007).



Lepeophtheirus salmonis

Lakselus (Lepeophtheirus salmonis) er en ektoparasitt som beiter pa fiskens hud og gjeller,
hvor de spiser slim, hud- og blodceller og farer til irritasjon og skader pa laksen (Bjern &
Finstad, 1998, Jones et al., 1990). Lakselusen har direkte livssyklus med 8 livsstadier og
skallskifte mellom hvert stadium, henholdsvis nauplie 1 og 2, copepoditt, chalimus 1 og 2,
pre-adult 1 og 2, og adult (Hamre et al., 2013). De to farste stadiene er nauplielarver som
lever fritt i vannet og spres med vannstrgmmene (Schram, 1993). Etter nauplie-stadiet
utvikles lakselusen til en copepoditt som er dels frittlevende og dels fastsittende, og det er
dette stadiet som infiserer laksen (Johnson & Albright, 1991b, Schram, 1993). De to neste
stadiene, chalimus 1 og 2 er ogsa fastsittende, og ferst etter utvikling til pre-adult 1 kan lusen
bevege seg fritt pa laksen (Bron et al., 1991, Jones et al., 1990, Schram, 1993). Etter to stadier
som pre-adult, utvikler lusen seg til adult-stadiet (Johnson & Albright, 1991b). En adult hunn-
lus kan ha to eggstrenger pa opp til 20 mm som begge kan inneholde 15-17 egg per millimeter
(Schram, 1993). Tiden det tar for en lus a utvikle seg fra egg til adult er temperaturavhengig
og vil ved 10°C ta omtrent 40-50 dager, mens det vil ga betydelig raskere ved 15°C (Bjgrn &
Finstad, 1998, Johnson & Albright, 1991a). Lakselus har lenge veert et stort problem i
oppdrettsnaringen pa grunn av dens raske og direkte livssyklus, og i senere ar har utvikling
av resistens mot de fleste tilgjengelige behandlingsmidler fart til store utfordringer (Hjeltnes
(red), 2014).

Paranucleospora theridion

Paranucleospora theridion er en mikrosporidie som er et viktig gjellepatogen pa Vestlandet,
og parasitterer bade atlantisk laks (Salmo salar), regnbuegrret (Oncorhyncus mykiss), lakselus
(Lepeophtheirus salmonis) og skottelus (Caligus elongatus) (Freeman et al., 2003, Nylund et
al., 2011, Nylund et al., 2010). Livssyklusen til P. theridion er delt opp i tre sykluser som alle
ender i dannelsen av forskjellige typer sporer. De to farste gjennomfares i laksen og den siste
i lusen, som er parasittens hovedvert. Sporene bestar av en posterior vakuole, én eller to
kjerner, endo- og eksospore, polhette og en poltube som brukes til & infisere celler ved a skyte
poltuben inn i cytoplasma eller nukleoplasma til vertscellen (Nylund et al., 2010, Vavra &
Larsson, 1999). Det er usikkert hvordan sporene som dannes i lusen infiserer laksen, men man
antar at P. theridion som er frigitt til vannet infiserer laksen via gjellene (Sveen et al., 2012).

Den farste syklusen foregar i cytoplasma til fagocytter, endotel- og epitleceller pa gjellene og



gir opphav til sma (1,1um), diplokaryotiske, tynnveggede sporer med kort poltube. | den
andre syklusen dannes det sterre (2,4-2,7um x 2,0-2,1um), tykkveggede miljgsporer i
nukleoplasma i fiskens epitelceller. Ogsa disse sporene er diplokaryotiske og normalt sett
finner man bare en eller to sporer i hver cellekjerne. Det er fortsatt usikkert hvordan sporene
ender opp i epitelcellene (Nylund et al., 2011, Nylund et al., 2010). Lakselusen beiter blant
annet pa fiskens epitelceller og det er naturlig & tro at lusen far i seg miljgsporene pa denne
maten (Nylund et al., 2010, Sveen et al., 2012).

P. theridion er antatt & ha en sammenheng med PGI ettersom parasitten blir observert i
betydelig stgrre mengder i anlegg med PGI enn anlegg uten PGl (Nylund et al., 2011,
Steinum et al., 2010). Patologi hos laks som er infisert med P. theridion er bleke gjeller,
blgdninger i huden, hypertrofi og hyperplasi pa gjellene samt gkt slimproduksjon (Matthews
et al.,, 2013, Nylund et al., 2010). Ettersom P. theridion blant annet infiserer laksens
immunceller er det naturlig & anta at parasitten kan ha en negativ effekt pa vertens
immunforsvar og dermed gjgre fisken mer mottakelig for sekundzrinfeksjoner eller pavirke
utvikling av andre sykdommer som for eksempel PD. Dette er ogsa sett hos Nucleospora
salmonis, en annen mikrosporidie som ogsa infiserer immunceller hos laksefisk (Hedrick et
al., 1990, Morrison et al., 1990, Shaw & Kent, 1999).

Ettersom det i flere smitteforsgk med SAV er sett at man ikke far den samme patologien og
dedelighet i eksperimentelt infisert fisk som det man finner hos PD-syk fisk i felt (Christie et
al., 2007, Desvignes et al., 2002, McLoughlin et al., 1996), kan det spekuleres i om P.
theridion kan veere en medvirkende faktor pa Vestlandet. Det er observert stor forskjell i
densitet av P. theridion pa Vestlandet og i Nord-Norge, hvor det er langt hgyere nivaer pa
Vestlandet enn i Nord-Norge. Det er mulig at mikrosporidiens livssyklus er
temperaturavhengig og kun gir sykdom ved temperaturer over 10°C (Nylund et al., 2011,
Sveen et al., 2012). Dette kan veere en mulig forklaring pa hvorfor bade P. theridion og PD er

mer utbredt pa Vestlandet.

10



Mal med studiet

Malet med studiet er & se pa hvordan temperatur virker inn pa infeksjon med P. theridion og
utvikling av PD i et lukket og kontrollert miljg. Videre ville vi finne ut om fisk som er infisert

med P. theridion har en hgyere sannsynlighet for a utvikle PD nar de blir eksperimentelt

smittet med SAV.
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Material og metode

Hasten 2013 gjennomfarte vi to smitteforsek med P. theridion, forsek A og B. | forsgk A ble
det brukt laks som var naturlig smittet med P. theridion, mens det i forsgk B ble brukt naiv
fisk som skulle smittes eksperimentelt med parasitten. Deretter skulle fiskene i begge
forsgkene smittes med Salmonid Alfavirus (SAV) slik at vi kunne fglge med pa
sykdomsutviklingen. P. theridion er antatt & ha en optimaltemperatur >10 °C (Sveen et al.,
2012). For & se om data fra felt gir riktig bilde pa temperaturpreferanser, og for a se pa
sykdomsutvikling ved ulike temperaturer, ble begge forsgkene delt i to grupper hvor den ene

gruppen gikk ved 8 °C og den andre ved 16 °C.

To dager fer smitte ble gjennomfart i forsgk A og far oppstart av forsgk B, ble det tatt ut
prever av 10 laks fra den gruppen fisk som skulle injiseres med SAV og som skulle brukes i
forsgk B. Disse fiskene var produsert ved Stiftelsen Industrilaboratoriet (ILAB), nylig
smoltifisert og uvaksinert. Tidligere var fiskene screenet for Infeksigs lakseanemivirus
(ILAV), Infeksigs pankreasnekrosevirus (IPNV), Piscine myokardittvirus (PMCV) og Piscine
reovirus (PRV), derfor sjekket vi kun fisken for SAV og gjellepatogenene P. theridion, ‘Ca.

Branchiomonas cysticola’ og Ichthyobodo spp.

Tabell 1: Snittvekt og lengde for forsgksstart pa fisk fra felt og fisk fra ILAB. Felt-fisk 1. oktober: 2 uker far
inntak til ILAB. Felt-fisk 15. oktober: ved inntak til ILAB. Naiv fisk fra ILAB 23. oktober: 2 dager far oppstart
av forsgk A.

Lengde (cm) Vekt (9)
Fisk fra felt 1. oktober 2013 20,2 81
Fisk fra felt 15. oktober 2013 22,4 117,7
Fisk fra ILAB 23. oktober 2013 17,1 54,4

Forsgk A

Ettersom forsgket krevde fisk naturlig smittet med P. theridion ble det tatt prever av nyutsatt
smolt fra 3 ulike anlegg pa Vestlandet. Gjellepraver fra disse fiskene ble analysert for P.
theridion, SAV, IPNV, ‘Candidatus Piscichlamydia salmonis’, ‘Ca. B. cysticola’,
‘Candidatus Syngnamydia salmonis’ (Nylund et al., Submitted) og Ichthyobodo spp. Malet
var a finne en fiskegruppe som var infisert med P. theridion, men ikke SAV. I tillegg var det
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en fordel om den valgte fiskegruppen hadde minimalt med andre agens, sarlig
gjellepatogener. Gruppen som ble valgt var ved prgvetaking 1. oktober 2013 positiv for P.
theridion (Ct verdier <25), hadde kun en mindre infeksjon av ‘Ca. B. cysticola’ (Ct >28,
prevalens 50 %), og var negativ for de gvrige patogenene nevnt over. Denne fisken var sjgsatt
14.-15. september 2013. Fisken fra felt var vaksinert med SAV, men tidligere kohabitant
smitteforsgk har vist at vaksinering ikke hindrer infeksjon (Are Nylund pers. kom). Det var

dessuten viktig for forsgket & simulere situasjonen i oppdrett pa Vestlandet i stgrst mulig grad.

16. oktober 2013 ble smolten flyttet fra anlegget og over til ILAB sine fasiliteter hvor de ble
fordelt pa fire 150L kar med omtrent 65 fisk i hvert. Temperaturen ble satt til 12°C,
tilsvarende temperaturen i sjgen, mens saliniteten ble satt til 25 %o for a forhindre sardannelse
pa fisken ettersom dette er et vanlig problem ved inntak av fisk fra felt. Fisken gikk ved disse
parameterne i en uke fgr antall fisk ble justert til 37 smolt per kar ved tilsetning av feltfisk
som var holdt i et reservekar. Temperaturen ble senket til 8 °C i kar 1 og 2, mens den i kar 3
og 4 ble hevet til 16 °C. Dette ble gjennomfart over en periode pa 3 dager, fra 24. til 26.
oktober, hvor temperaturen ble hevet/senket med 2 °C annenhver dag etter anbefaling fra

ILAB. Lysintervallet gjennom hele forsgket var 12 timer lys og 12 timer marke.

Kar 1K Kar 4K
8°C 16°C

Kontroll Kontroll

Figur 1: Karoppsett forsgk A. Kar 1 og 2 gikk ved 8 °C, mens kar 3 og 4 gikk ved 16 °C. | kar 2 og 3 ble
sheddere injisert med SAV, mens kar 1 og 4 var kontrollkar ved hver temperatur og sheddere ble injisert med
EMEM.



Smitte

| kar 2 (8 °C) og kar 3 (16 °C) skulle det gjennomferes en kohabitant-smitte med SAV, mens
de gjenveerende karene skulle fungere som kontrollgrupper ved hver temperatur (se figur 1).

10 laks (ILAB)
injisert med
SAV/EMEM

/ 37 laks (Felt)
- kohabitanter

a™

Figur 2: Kohabitant-smitte. 10 stk fisk fra ILAB injiseres med SAV/EMEM og tilsettes i karet med 37 laks fra
felt.

Naive laks levert fra ILAB (Batch nr: ILAB/13/200) ble brukt som sheddere, ti per kar (se
figur 2). For smitte ble disse bedgvd med Finquel® vet. (50 mg/l), og merket med klipping av
fettfinnen for a kunne skille dem fra feltfisk. | kontrollkarene, kar 1 (8 °C) og 4 (16 °C), ble
shedderene injisert intraperitonalt (i.p) med cellemedium (EMEM), mens fiskene tilsatt i kar 2
(8°C) 0g 3 (16 °C) ble injisert (i.p) med 0,1 mL SAV3 isolert fra laks i Nord-Norge. Dette ble
gjennomfgart 3 ganger i lgpet av forsgket ettersom vi opplevde en del degdelighet blant fisken
som skulle fungere som sheddere. Fiskene ble injisert med SAV og EMEM 25. oktober (10
fisk per kar), 6. november (5 fisk per kar) og 13. desember (10 fisk per kar). I tillegg ble det
tilsatt 10 ubehandlede «ILAB-fisk» i hvert kar 11. desember 2013 for & se pa mulig horisontal

smitte av P. theridion. Forsgket gikk i totalt 91 dager etter farste tilsetting av sheddere.

Forsgk B

Parallelt med forsgk A ble det satt opp et tilsvarende forsgk hvor all smolt som ble brukt var
levert fra ILAB. Denne fisken skulle smittes eksperimentelt med sporer av P. theridion, og
etter pavist smitte skulle to av karene, pa lik linje med forsgk A, smittes med SAV ved

kohabitant smitte og de to andre veere kontroller. Fisken ble flyttet inn i forsgkskarene 5-8 den
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23. oktober 2013 ved 12 °C, 30 %o og 12/12 lys. Temperaturen ble sa gradvis hevet og senket
til henholdsvis 16 og 8 °C pa samme mate som beskrevet i forsgk A (se figur 3).

Kar 5K Kar 6S Kar 7S Kar 8K
16°C 16°C 8°C 8°C

P. theridion P. theridion + SAV P. theridion + SAV P. theridion

Figur 3: Karoppsett med planlagt SAV smitte. Kar 5 og 6 gikk ved 16 °C, mens kar 7 og 8 gikk ved 8 °C. Kar
5 til 8 ble eksperimentelt smittet med P. theridion. Videre skulle kar 6 (16 °C) og 7 (8 °C) infiseres med SAV,
mens kar 5 (16 °C) og 8 (8 °C) skulle veere kontrollkar.

For & fa tak i sporer til badsmitte, ble det samlet inn lakselus fra slaktelinjen pa et slakteri pa
Vestlandet 1. november 2013. Disse ble oppbevart ved 11 °C i sjgvann under transport fra
slakteriet. Lusene ble sortert slik at de som sannsynligvis var positive for P. theridion ble tatt
vare pa til badsmitten. Sorteringen ble gjennomfart ved hjelp av lupe (se figur 5). Dagen far
smitte skulle gjennomfares, 5. november, ble disse lusene presset gjennom et filter (L00pum)
sammen med litt sjgvann slik at mest mulig sporer og minst mulig lusevev gikk gjennom.
Homogenatet ble sa justert til omtrent 45 mL (figur 4) sjgvann og sporene oppbevart pa kijgl
ved 11 °C over natten til smitten ble igangsatt pafalgende morgen.

Figur 4: Homogenat med Figur 5: Tre lakselus infisert med P. theridion og én uinfisert. De to lusene til
sporer 0g sjgvann. venstre og den lengst til hgyre er kraftig infisert med P. theridion, mens lusen
som er helt lys, nummer to til hgyre, er uinfisert (Foto: A. Nylund).
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Smitte

6. november ble 50 laks fra hvert kar overfart til stamper (60L), en stamp per kar, hvor sporer
av P. theridion ble tilsatt (figur 6). Smitten forgikk over 10 timer og det ble tilsatt bade
trykkluft og oksygen i hver stamp for a holde okygennivaet mellom 80 og 100 %. Dette ble

/\ /.
3

Badsmitte P. theridion
60 L
10 timer

Badsmitte P. theridion

Kar 0t

150 L
@<

\ O diffusor /
~._Vanngjennomstremning "
= ved8/16°C ]

~_

A B

Figur 6: Badsmitte med P. theridion. A) Overfgring fra kar til stamper hvor 10 timers badsmitte ble gjennomfart
i 60 L vann tilsatt sporer. B) Skjematisk oversikt over oppsett med stamper og vanngjennomstrgmning. Stampen
med sporer ble plassert oppi en annen stamp med vanngjennomstrgmning slik at temperaturen ble holdt ved 8
0g 16 °C gjennom hele smitten pa 10 timer uten & tynne ut mengden sporer. Oksygen og trykkluft ble tilsatt i
hver stamp ved hjelp av diffusorer.

malt og justert regelmessig under smitten. For & holde jevn temperatur gjennom hele smitten
uten a tynne ut konsentrasjonen av sporer ble stampen med badsmitte plassert oppi en annen
med vanngjennomstrgmning slik at temperaturen ble holdt ved 8 og 16 °C (figur 6). Forsgket
varte i totalt 70 dager etter smitte. Det ble ikke pavist vellykket infeksjon med P. theridion 20
dager etter badsmitte, og falgelig ble ikke kohabitantsmitten med SAV gjennomfart.

Prgvetaking

Eventuelle dadfisk eller svimere fra begge forsgkene ble tatt ut og registrert to ganger om
dagen, morgen og ettermiddag, og ble enten provetatt gyeblikkelig eller lagt pa frys ved -18
°C og provetatt senere. Det ble ogsd gjennomfert to planlagte prgveuttak etter smitte i
forsgket, dag 40 og 80 etter farste smitte i forsgk A. Det ble tatt ut 5 laks fra hvert kar som ble
avlivet med slag i hodet. Det ble normalt sett tatt praver fra gjeller, hud, hjerte og nyre, men
ved enkelte uttak ble det i tillegg tatt ut prgver fra flere organer og lagret som backup. Praver
til analyse ble lagt pa Eppendorf rar med en vevshit pa starrelse med et fyrstikkhode, mens en
starre vevsbit til backup ble lagt pad Nunc rar. Alle pravene ble oppbevart pa frys ved -18 °C.

Laksen fra felt som ble brukt i forsgk A, var infisert med lakselus nér de ble levert til ILAB.
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Disse ble plukket av fra dedfisk, svimere og ved prgveuttakene, og ble lagret ved -18 °C i

Eppendorf rar.

Gjellepravene ble normalt sett tatt fra 2. gjellebue. Hudprgvene ble tatt fra laksens sidelinje
under ryggfinnen. Det ble skaret ut en skive med en bredde pa cirka 3mm og inn til ryggraden
slik at en fikk med bade muskel og hud. For & hindre kontaminering av prgven, ble det ikke
skaret gjennom til bukhulen. Analyseprgven fra hjertet ble tatt fra tuppen av ventrikkelen,
mens resten ble oppbevart som backup. Prgver fra nyre ble tatt fra hodenyren hvor det er et
heyt antall malceller for infeksjon av P. theridion (Nylund et al., 2010).

| tillegg til vanlig preveuttak ble det ogsa tatt ut praver til histologi fra utvalgte laks. Disse
fiskene var nylig avlivet slik at vevet ikke var begynt a degenerere. Organene som ble tatt ut
til histologi var normalt gjelle (2. gjellebue), hjerte, hud og hodenyre. Dersom det ble
observert noen andre organer med sykdomstegn, ble ogsa disse tatt ut. \Vevsbitene var omtrent
2-3 mm brede og ble lagt pa modifisert Karnovsky (Nylund et al., 1995), og oppbevart ved 4
°C.

RNA rensing

Rensing av RNA ble gjennomfart som beskrevet av Devold et al. (2000) med modifikasjoner.
Isol-RNA Lysis Reagent (5-prime) ble brukt for & ekstranere RNA fra vevet, og RNA ble
eluert med 50-100 pL destillert vann etter vask med 70 % og 99 % etanol, og lagret ved -18
°C.

Real-time RT-PCR

De rensede prevene ble analysert ved hjelp av Real-time RT-PCR med AgPath-ID™ One-
Step RT-PCR Kit (Life Technologies). Totalvolumet i reaksjonen var 12,5 puL hvorav 2uL var
templat, 6,25uL 2X RT-PCR Buffer, 1 pL Forward primer, 1 pL Revers primer, 0,22 pL
TagMan probe, 0,25 puL 25X RT-PCR Enzym Mix og 1,78 pL nukleasefritt vann. Til
reaksjonene ble det brukt Applied Biosystems® 7500 Real Time PCR System og Applied
Biosystems® 7500 Fast Real-Time PCR System. Farst gikk reaksjonen ved 45 °C i 10
minutter for revers transkripsjon etterfulgt av polymeraseaktivering ved 95 °C i 10 minutter.
Deretter ble det kjort 45 sykluser med ferst DNA dissosiasjon ved 95 °C i 15 sekunder

etterfulgt av annealing og elongering ved 60 °C i 45 sekunder.
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Tabell 2: Primer og probesekvenser brukt ved real-time RT-PCR.

Primer / Probe

Sekvens

Kilde

Elongeringsfaktor

Forward CCC CTC CAG GAC GTT TAC AAA
Revers CAC ACG GCC CAC AGG TAC A

(Olsvik et al., 2005)

Probe FAM TTG GCG AAG AAT GAA A

laks Probe FAM ATC GGT GGT ATT GGA AC
Forward CGG ACA GGG AGC ATG GTA TAG (Nylund et al
P. theridion Revers GGT CCA GGT TGG GTC TTG AG y2010) .

Ca. ‘B. cysticola’

Forward GAG TAA TAC ATC GGA ACG TGT CTAGTG

Revers CTT TCC TCT CCC AAG CTT ATG C
Probe FAM ACT TAG CGA AAG TTA AGC

(Tolés, 2012)

Forward ACG AAC TTATGC GAAGGC A

(Isaksen et al.,

Probe FAM TCG AAG TGG TGG CCA G

Ichthyobodo spp. Revers TGA GTATTC ACT YCC GAT CCAT 2012)
Probe FAM TCC ACG ACT GCA AAC GAT GAC G
Forward CCG GCC CTG AACCAGTT (Andersen et al.,
SAV nsP1 Revers GTA GCC AAG TGG GAG AAA GCT 2007, Hodneland &

Endresen, 2006)

Paramoeba spp.

Forward TTG TCA GAG GTG AAATTCTTGGAT T
Revers TGA AAA CAT CTT TGY CAAATGC
Probe FAM ATG AAA GAC GAACTT CTG

(Dette studiet)

S. salmonis

Forward GGG TAG CCC GAT ATC TTC AAAGT
Revers CCC ATG AGC CGC TCT CTC T
Probe FAM TCC TTC GGG ACC TTAC

(Duesund et al.,
2010)

Ca. ‘P. salmonis’

Forward TCACCC CCAGGCTGCTT
Revers GAATTC CATTTCCCCCTCTTG
Probe FAM CAA AAC TGC TAG ACT AGA GT

(Duesund et al.,
2010)

Forward CAA TCG CAA GGT CTG ATG CA

Probe FAM TCT TGG CCC CGT TCATT

PRV M2 Revers GGG TTC TGT GCT GGA GAT GAG (Repstad, 2011)
Probe FAM CTG GCT CAACTC TC

Tenacsllr.;)sculum ) (Vold, 2014)
Elonaerinasfaktor Forward TTA AGG AAA AGG TCG ACA GAC GTA (Frost & Nilsen
° Ql’gkse?zsa 0 Revers GCC GGC ATC ACC AGA CTT 2003

Probe FAM ACG TAC TGG TAA ATC CAC

Forward ACC CCA GGG TCT CCAGTC (Watanabe et al

IPNV VP1 Revers GGA TGG GAG GTC GAT CTC GTA v

2006)

Resultatene fra real-time RT-PCR ble normalisert ved hjelp av formelen:

ct
E Ela
NE = CEta /Eax

X

hvor NE star for normalisert uttrykking, Egj, er effektiviteten for Ela-assayet og Ctg, er Ct-

verdien for elongeringsfaktoren. Tilsvarende er Eyx og Cty effektiviteten for det aktuelle

patogenet som skal normaliseres med tilhgrende Ct-verdi. Videre ble det regnet ut NE med

folds-gkning mot for eksempel laveste NE ved 0-prgveuttakene ved hjelp av formelen:

NEpga = NVE/ NE,i
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Videre ble dette Log2 transformert for & gi et mer oversiktlig bilde av resultatene.

Tabell 3: Oversikt over effektiviteten til de ulike assayene.

Essay Effektivitet
Elongeringsfaktor 2,04737
P. theridion 2,096884
‘Ca. B. cysticola’ 2,075285
Tenacibaculum spp. 1,9397
SAV (nsP1) 1,985
Paramoeba spp. 2,2295
Ichthyobodo spp. 2,073606

Histologi

Som nevnt tidligere ble det ogsa tatt ut praver til histologi. Disse vevsbitene ble skaret i tynne
skiver som var omtrent 2-3 mm tykke og ble sa lagt pad modifisert Karnovsky (Nylund et al.,

1995) for fiksering og oppbevart ved 4 °C.

Det ble stgpt inn gjelle, nyre, hud og hjerte fra 16 laks. For & klargjere vevsbitene til
innsteping ble de kuttet til passende starrelse og skylt to ganger i grunnmedium i 30 minutter.
Deretter ble vevsbitene dehydrert, farst med 70 % etanol (2 x 30 minutter), sa med 96 %
etanol (2 x 30 minutter). Skylling med grunnmedium og dehydrering med 70 % etanol ble
gjennomfart pa is. Dehydrering med 96 % ble utfert i romtemperatur. For innstgping av vev
til histologi, ble det brukt Technovit® 7100 og deres instruksjoner ble fulgt for pre-
innfiltrering, innfiltrering, innstepning og polymerisering. Etter at polymerisering var ferdig,

ble stiftene oppbevart ved 4 °C frem til snitting for & forhindre videre herding.

De innstgpte vevshitene ble snittet med Reichert Jung 2050 Supercut (Leica) i 1,5um tynne
snitt. Snittene ble lagt pa destillert vann pa objektglass og terket ved 60 °C. Deretter ble
snittene farget med 1 % toluidinblatt i 15-30 sekunder over spritbrenner og skylt med
destillert vann til man fikk passelig farge pa snittene. Til slutt ble de terket igjen og dekkglass

ble limt over. Snittene ble sa vurdert ved bruk av lysmikroskop.
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Resultater

Forsgk B

Smitten med P. theridion i Forsgk B var ikke vellykket ettersom vi kun nadde Ct verdier
>29,3 pa gjellene de farste fire dagene etter smitte ved 16°C (se tabell 4). Mengde P.
theridion ved O-proveuttaket 23. oktober 2013 var henholdsvis 35,7 og 37,3 hos to av ti
individer som ble undersgkt (se tabell 4). Selv om mengden og prevalens hadde gkt noe etter
0-pragveuttaket, regnes gkningen som ubetydelig og den eksperimentelle smitten mislykket.
Resultatene som beskrives heretter vil derfor kun omhandle Forsgk A.

Tabell 4: Ct-verdier for P. theridion og prevalens i forsgk B.
Ct-verdier ved O-prgveuttak far oppstart, fra dedfisk i starten av
forsgket og ved praveuttak 20 dager etter smitte ved 8 og 16°C.
Antall fisk tatt ut etter 20 dager var 10 fisk fra 8 °C og 10 fisk
fra 16 °C, hvorav én fisk fra 16 °C var negativ for P. theridion.

8 oc(::T velrgioc Prevalens
0-praveuttak >35,7 2av 10
0-4 dager etter smitte >29,3| 10av 10
7-14 dager etter smitte >31,9 4av4
20 dager etter smitte {>32,4>32,8| 19av 20
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Forsgk A
Prgveuttak fgr oppstart

Feltfisken som ble brukt i forsgket var positiv for P. theridion bade pa gjeller og nyre, og
hadde kun lave nivaer av andre agens i noen fa individer 1. oktober 2013 (Figur 7). 2 uker
senere ble det tatt ut nytt O-prgveuttak da fisken ble tatt inn fra felt, og disse ble ogsa screenet
for de samme patogenene, samt Paramoeba spp. og PRV. Pa dette tidspunktet var feltfisken
blitt mer positiv for P. theridion bade pa gjeller og nyre, mens tilstedeverelsen av de andre
patogenene var fortsatt lav (Figur 8). Like fer oppstart av forsgket ble det ogsa tatt et O-
prgveuttak fra fisken som ble produsert pa ILAB. Disse var allerede screenet for ILAV,
IPNV, PMCV og PRV, og ingen av de undersgkte individene var positiv for noen av
patogenene. Ved 0-praveuttaket var fisken negativ for SAV og det var kun lave nivaer av P.

theridion og ‘Ca. B. cysticola’.

Proveuttak 1. oktober 2013
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Figur 7: Ci-verdier pé gjelle (N=10) og nyre (N=10) ved praveuttak 1. okt. 2013. De horisontale linjene indikerer
gjennomsnittsverdiene
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0-proveuttak feltfisk
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Figur 8: Cr-verdier fra gjeller og nyre ved O-prgveuttak feltfisk. De horisontale linjene indikerer
gjennomsnittsverdiene. 20 fisk var negativ for Ichthyobodo spp., IPNV og PRV.

Temperatur og salinitet

Nar feltfisken ble tatt inn pa ILAB, skulle temperaturen vere 12 °C, men da fisken ble flyttet
inn i karene, var temperaturen 10 °C. Dette ble justert opp slik at temperaturen var riktig
dagen etterpa. «Sett»-verdier for temperatur og salinitet var henholdsvis 8 og 16 °C (+ 0,2), og
25 %o (* 1) etter akklimering til de ulike temperaturene. Malte verdier varierte mellom 7,5 til

8,0 °C, og 15,0 til 16,2 i hver temperaturgruppe, mens saliniteten varierte mellom 24,0 og

26,0 %o (figur 9 og tabell 5).
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Temperatur og salinitet
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Figur 9: Temperatur og salinitet forsgk A. Registrert temperatur og salinitet gjennom hele forsgket.

8°C 25 %o 16 °C 25 %o

Gjennomsnitt 8,0 24,7 15,8 25,3
Maksimum 8,6 25,7 16,2 26,0
Minimum 7,5 24,0 15,0 24.8

Tabell 5: Gjennomsnitt, maks- og minimunsverider for temperatur og salinitet i forsgk A.

Dgdelighet

Etter at feltfisken ble tatt inn pa ILAB 16. oktober 2013, fulgte en periode med sveart mange
svimere og dadfisk som ble plukket ut daglig far oppstart av forsgket. Denne dgdeligheten
fortsatte ogsa noen dager etter oppstart fgr situasjonen stabiliserte seg i begynnelsen av
november. Dgdeligheten stanset forst i karene ved 16 °C, fgr det omtrent en uke senere
stanset i karene ved 8 °C. Antall dgdfisk i kar 1 og 2 (8 °C) var henholdsvis 23 og 18 i midten
av november, mens det var 13 og 9 dadfisk i kar 3 og 4 (16 °C) ved samme tidspunkt (se figur
11). I kar 1 og 2 var det ikke mer dgdelighet blant feltfisken i den resterende perioden av
forsgket. | kar 3 og 4 startet en liten gkning i dedelighet i begge karene i begynnelsen av
desember, som gkte til en jevn dgdelighet som varte til slutten av desember i kar 3, mens det i

kar 4 fortsatte til forsgket ble avsluttet 22. januar (se figur 10 og 11).
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Etter at sheddere ble tilsatt de ferste to gangene var det relativt stor dedelighet i alle kar og
nesten alle sheddere dgde. Etter siste tilsetning av sheddere og de ubehandlede fiskene var det
derimot sveert lite dadelighet sammenlignet med tidligere. Unntaket var kar 2, hvor 24 av 35
ubehandlede fisk og sheddere dgde far forsgket ble avsluttet (se figur 10 og 11). Dgdeligheten
i karene ved 16 °C startet 5 dager etter injeksjon med SAV/EMEM, mens sheddere i karene
ved 8 °C fikk dgdelighet etter 9 og 12 dager i henholdsvis kar 1 og 2. Etter andre tilsetning av
sheddere var det en ny gkning i dedelighet i alle karene. Ved 8 °C dgde nesten alle
shedderene, mens omtrent halvparten av de tilsatte shedderene dede ved 16 °C. De farste 3
ukene i desember var det ikke noe dedelighet blant verken sheddere eller ubehandlede fisk,
men omtrent 19. desember, 6 dager etter siste tilsetning av sheddere, startet en liten gkning i
dedelighet i begge karene ved 16 °C som varte til 9. januar. Ved 8 °C var det kun gkning i

dodelighet i kar 2 som startet noe senere, og med hgyere dgdelighet enn ved 16 °C.

Akkumulert dadelighet kar 1-4
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Figur 10: Akkumulert dadelighet i kar 1 til 4 fra oppstart 16. oktober 2013 til avslutning 24. januar 2014. De svarte
linjene indikerer nar sheddere og naive fisk ble tilsatt i karene. 1) 25. oktober, farste tilsats av sheddere (10 fisk per
kar) injisert med SAV/EMEM. 2) 6. november, andre tilsats av sheddere (5 fisk per kar) injisert med SAV/EMEM. 3)
11. desember, tilsats av ubehandlede fisk (10 fisk per kar). 4) 13. desember, tredje tilsats av sheddere (10 fisk per kar)

injisert med SAV/EMEM). 5) 4. desember, prgveuttak (5 fisk per kar). 6) 14. januar 2014, prgveuttak (5 fisk per kar).
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Akkumulert dedelighet etter forste tilsetning av sheddere
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Figur 11: Akkumulert dedelighet blant feltfisk og sheddere/ubehandlede fisk etter farste tilsetning av sheddere
25. oktober 2013.

Etter 10. januar var det ikke dedelighet blant sheddere og ubehandlede fisk frem til forsgket
ble avsluttet fra 21. til 24. januar 2014.

Det ble ogsa gjennomfert to preveuttak fra alle karene i lgpet av smitteforsgket. Ved det
farste uttaket, 4. desember 2013, ble det tatt ut 5 tilfeldige fisk fra hvert kar, uavhengig om de
var sheddere eller feltfisk. Ogsa 14. januar 2014 ble det tatt ut 5 fisk fra hvert kar, men da
minst én feltfisk, én shedder og én ubehandlet fisk fra hvert kar. De to resterende ble tatt ut
tilfeldig. Fiskene som ble tatt ut i forbindelse med pregveuttaket er ikke med i

dgdelighetsgrafene i figur 10, men datoene for uttakene er markert med nummer 5 og 6.

Prgvetaking og disseksjon

Vanlige ytre funn ved disseksjon av feltfisk i starten av forsgket var generelt mye erosjon av
finner, skjelltap, og til tider ogsa punktblgdninger pa buken og pa gjellene. Indre funn var
ofte tom tarm eller store mengder slim i bade mage og tarm, og hos noen individer ble det
ogsa observert betennelse i baktarmen. Ellers var det ofte veaeske i svemmebleren, ascites i
bukhulen, lyse flekker i leveren, knudrete eller svullen milt, og redusert eller manglende
fettvev i bukhulen (se figur 12). 1 tillegg hadde alle fiskene noe adheranser og melanin i
bukhulen grunnet bivirkninger etter vaksinering. Alle svimere ble avlivet ved slag i hodet, og
i starten av forsgket blgdde disse fiskene mye fra gjellene ved avliving. Slike blgdninger ble
ikke observert senere i forsgket. Det var ikke noen forskjell pa dedfisken fra karene ved 8 og

16 °C i den farste perioden etter oppstart. Dgdeligheten stanset opp i begynnelsen av
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november og dette varte til begynnelsen av desember. 4. desember ble det gjennomfart et
praveuttak fra alle karene. Av disse hadde noen av fiskene fra kar 1 og 2 litt erosjon pa finner
og hud, gult innhold i tarmen eller lite viceralfett. | kar 3 og 4 var det ogsa noen fisk som
hadde redusert mengde viceralfett, men de fleste hadde for i tarm og dermed god appetitt.
Noen dager etter prgveuttaket startet en mindre gkning i dedelighet blant feltfiskene i karene
ved 16 °C. En del av disse fiskene var sveert magre og de fleste hadde lite fettvev i bukhulen.
Det var ogsa en del erosjon pa finner, samt skjelltap og begynnende sar i disse omradene. Ved
prgveuttaket i januar var det ikke betydelig forskjell pa fisk tatt fra kar ved 8 eller 16 °C, men
fiskene fra 8 °C hadde lite viceralfett, men god appetitt. Fiskene fra 16 °C hadde noe erosjon
av finner og skjelltap. Ogsa disse hadde lite viceralfett med gult innhold i tarmen. Ved
avslutning av karene ble det i kar 1 observert mye fisk med noe erosjon pa finner, mens det i
kar 2 var mange fisk med lite viceralfett og tom tarm. | kar 3 ble det observert stort sett det
samme som i kar 2, men en del av fiskene hadde ogsa lyse flekker i leveren. | kar 4 hadde
mange feltfisk lyse flekker pa gjellene i tillegg til at det ble observert skjelltap, blek lever og

tom tarm.
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Figur 12: Funn ved disseksjon av feltfisk. 1) Punktblgdninger pd buken. 2) Oppblast magesekk fylt med slim,
samt blgdninger i viceralfett. Pilen indikerer hvor magesekken er snittet for & vise innholdet. 3) Lever med lyse
flekker. 4) Gjelle med punktblgdninger. 5) Finneerosjon med skjelltap og punktblgdninger i omradet rundt. 6)
«Pinne-fisk» med mark lever, blodig ascites og lite viceralfett.
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De forste shedderene som dgde etter injeksjon med SAV/EMEM dgde svert raskt uten
sviming, spesielt i karene ved 16°C. De fleste fiskene ved begge temperaturene hadde
skoliose, noe erosjon pa finner og begynnende sar langs halen med skjelltap i omradet rundt.
Innvendig bar de tegn pa manglende appetitt ettersom magesekken var tom, og mange hadde
gult innhold i tarmen eller oppblast mage og tarm med gul-hvitt slim, men ikke for (se figur
13). Enkelte individer hadde ogsa bladninger eller lyse flekker i leveren. Forskjellen mellom 8
°C og 16 °C var at en del av shedderene som dade i starten ved 8 °C var uten noe synlig
patologi, mens noen av dgdfiskene fra 16 °C hadde bleke gjeller og hjerte i tillegg til funnene
nevnt over. Det ble ikke observert fisk med skoliose etter 27. november 2013. Ved
praveuttaket 4. desember 2013 ble det kun tatt ut én shedder fra hvert kar ved 16 °C hvor
fisken fra kar 3 hadde noe knudrete milt, mens fisken fra kar 4 hadde lyse flekker pa gjellene,
ellers ble det ikke observert noe utenom det vanlige. Etter tilsetning av naive fisk og siste
tilsetning av sheddere startet en ny gkning i dedelighet blant bade ubehandlede fisk og
sheddere. Disse dedfiskene fra bade 8 og 16 °C hadde noe erosjon pa finner og enten tom
tarm eller gult innhold i tarm. Ved uttaket ble det ved begge temperaturene observert erosjon
pa finner med noe blgdninger, og ved 16 °C ble det ogsa funnet knudrete milt hos to fisk. Nar
forsgket ble avsluttet ble det i kar 1 og 2 funnet en del fisk med slitte finner med blgdninger
og for i tarm. | kar 3 hadde en del fisk gult innhold i tarmen eller tom tarm, i tillegg hadde
noen knudrete milt. Sheddere og ubehandlede fisk fra kar 4 hadde sveert lite patologi og alle
hadde for i tarmen. Kun en ubehandlet fisk hadde sma-knudrete milt, mens en annen hadde

lyse flekker pa gjellene.

Nar fisken fra felt ble tatt inn pa ILAB, var de infisert med opp mot 10 lakselus per fisk. De
fleste dadfiskene og svimere som ble tatt ut i starten av forsgket hadde ogsa en del lus pa seg,
men etter hvert som forsgket varte, ble det observert stadig mindre lus. Innimellom ble det
ogsa funnet lus pa sheddere, men da kun en til tre per fisk. Fra desember og til forsgket ble
avsluttet i januar, ble det kun funnet lus pa 21 % av fiskene ved 8 °C og 3 % av fiskene ved
16 °C som ble tatt ut og da kun én eller to lus per laks.
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Figur 13: Funn ved disseksjon av sheddere og naiv fisk. 1) og 2) Skoliose. 3) Sér i haleregionen. 4) Blgdninger i
leveren.

Real-time RT-PCR-resultater

Mye av fisken som dgde i lgpet av forsgket ble sjekket for P. theridion pa gjellene og
resultatene er vist som normaliserte verdier med folds-gkning mot 0-prgveuttakene, og log2
transformerte for & bedre visualisere resultatene (se figur 14 og 15). Pa feltfisken var det et
tydelig skille mellom gruppene ved 8 og 16 °C, hvor mengden P. theridion gikk jevnt ned i
karene ved 8 °C i forhold til gjennomsnittet ved O-preveuttaket. Mengden gkte noe i karene
ved 16 °C, men ogsa her var det en nedgang pa gjellene mot slutten av forsgket. Densiteten
var likevel hgyere enn O-prgveuttaket. |1 shedderene og naive fisk var det jevnere mellom de
ulike temperaturgruppene frem mot slutten av forsgket hvor det ble sett en nedgang i mengde
P. theridion i karene ved 8 °C, mens det var en gkning i fiskene ved 16 °C. Ogsé her var
mengden P. theridion hgyere enn 0-prgveuttaket ved 16 °C og lavere ved 8 °C. Ct-verdiene
for sheddere og ubehandlede fisk ved siste praveuttak og avslutning for begge karene ved 16
°C er vist i tabell 6.

29



P. theridion feltfisk
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Figur 14: Mengde P. theridion pa gjellene til feltfisk som normaliserte verdier mot gjennomsnittet ved O-
proveuttaket og Log2 transformert. De vertikale linjene viser omradet verdiene ligger innenfor. Kar 1: Ng.,0=18,
N21.40=5, Ng1g1=4. Kar 2: Ng.20=18, N1.49=5, Ng1.91=5. Kar 3: No.20=13, Np1.40=4, Na1.0=4, Ne1-80=1, Ng1.01=5.
Kar 4: No.20= 8, N2140=4, Na1.60=4, Ng1.80=7, Na1.91=3.

P. theridion shedder og naiv fisk
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Figur 15: Mengde P. theridion pa gjellene til sheddere og ubehandelde fisk som normaliserte verdier mot
gjennomsnittet ved O-prgveuttaket og Log2 transformert. De vertikale linjene viser omradet verdiene ligger
innenfor. Kar 1: N0_20:6, N61-80:1- Kar 2: No,zo:]., N51_30:1, N81-91:1- Kar 3: No,20:3, N21_40:2, N4l—60:31 Ngl_
91=12. Kar 4: No.20= 3, N21.40=1, Ns1.60=2, Ne1.80=2, Ng1.91=14.
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Tabell 6: Oversikt over Ct-verdier for elongeringsfaktor og P. theridion hos sheddere og naive fisk fra kar 3 og 4
pé 16 °C ved praveuttak 14. januar 2014 og ved avslutning 22. januar (kar 4) og 24. januar (kar 3)

Dato Gjeller Nyre Hud

Kar 3 # Ela Nuc Ela Nuc Ela Nuc
14.01.14 49 Shedder 14,7 26,2 15,6 23,2 17,4 24,7
14.01.14 51 Naiv fisk 15,1 26,9 14,7 Neg 18,7 27,8
24.01.14 56 Shedder 15,2 27,6 16,9 Neg 17,5 29,2
24.01.14 57 Shedder 13,3 28,9 14,3 35,2 17,1 28,5
24.01.14 58 Shedder 15,5 19,0 15,3 15,0 20,1 26,7
24.01.14 59 Shedder 16,9 31,7 16,0 28,5 16,8 27,4
24.01.14 60 Shedder 15,0 28,9 17,4 35,3 16,5 31,4
24.01.14 61 Shedder 13,9 33,2 15,2 Neg 19,4 35,5
24.01.14 62 Naiv fisk 13,6 29,3 16,0 34,5 19,2 28,9
24.01.14 64 Shedder 14,0 29,9 15,1 35,3 15,7 27,5
24.01.14 65 Naiv fisk 15,7 33,2 17,2 35,0 17,4 30,2
24.01.14 66 Naiv fisk 14,8 28,2 17,0 33,9 16,4 28,7

Kar 4
14.01.14 46 Shedder 14,2 30,7 16,7 Neg 17,8 32,4
14.01.14 47 Naiv fisk 13,9 30,0 15,7 Neg 17,4 28,2
14.01.14 48 Shedder 13,7 18,8 15,7 15,0 16,4 20,0
14.01.14 49 Shedder 14,1 26,7 15,0 18,1 16,3 26,4
22.01.14 53 Naiv fisk 16,7 31,1 16,4 Neg 16,4 26,3
22.01.14 57 Shedder 15,6 27,3 17,0 Neg 16,2 27,5
22.01.14 58 Naiv fisk 14,2 20,4 14,9 19,4 16,3 25,5
22.01.14 59 Naiv fisk 13,8 28,2 15,4 34,6 18,7 30,0
22.01.14 60 Naiv fisk 13,1 29,6 14,4 Neg 16,3 26,8
22.01.14 61 Shedder 14,2 31,2 17,6 Neg 16,1 30,7
22.01.14 63 Naiv fisk 14,5 31,7 18,5 34,7 18,4 30,2
22.01.14 64 Naiv fisk 13,3 28,9 19,0 Neg 15,7 28,6
22.01.14 66 Naiv fisk 15,3 21,3 14,0 18,1 17,2 24,3
22.01.14 68 Naiv fisk 15,7 18,5 14,1 14,5 18,5 15,8

Ct-verdier for P. theridion pa lakselus

40-
® Nuc 8C
A Nuc 16C
35+
§ I N=3 I N=2 I e
2 30-
¢
N=
254 i
A N=1 I
N=2
A N=1
20
N> N> N> >
oF &9 & N

Figur 16: Ct-verdier for P. theridion pa lus plukket fra fisk ved bade 8 og 16 °C i lgpet av forsgket. De vertikale
linjene viser omradet Ct-veridene ligger innenfor.
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Det ble valgt ut noen lakselus som ble plukket av dedfisk, svimere og ved prgveuttak pa
omtrent samme tidspunkt i alle karene i oktober, november, desember og januar. Disse lusene
ble sjekket for P. theridion og resultatene er vist i figur 16. Pa lik linje med fiskene er det
skille mellom gruppene ved hver temperatur, hvor lus ved lav temperatur hadde lite P.

theridion, mens lus fra 16 °C hadde lavere Ct-verdier.

Kar 2 og 3 ble smittet med SAV ved tilsetting av sheddere, men kun fa av feltfiskene i kar 2
var positive for SAV pa gjellene ved praveuttaket 4. desember 2013, og da kun svakt positive
(Ct > 25). Ved prgveuttaket 14. januar og ved avslutning av forsgket var feltfiskene negative
for SAV. | kar 3 derimot var ingen av de undersgkte feltfiskene positiv for SAV pa noe
tidspunkt under forsgket eller ved avslutning. Alle undersgkte shedderene fra begge karene

var positive.

Mesteparten av fiskene som ble tatt ut i lgpet av forsgket ble ogsa sjekket for Tenacibaculum
spp. pa grunn av den uventede dedeligheten blant bade feltfisk og sheddere. Ogsa her ble Ct-
verdiene normalisert, men med folds-gkning mot minste normaliserte verdi for feltfisk og
naive fisk/sheddere i kar 1 til 4 etter oppstart (se figur 17 og 18). | feltfiskene var det jevne
mengder Tenacibaculum spp. ved 8 og 16 °C i starten av forsgket. | lgpet av dag 21 til 40
sank densiteten i alle karene, og etter dag 41 ble det kun funnet Tenacibaculum spp. i fisk fra
kar 2 og 3, men kun i lave mengder. | sheddere og ubehandlede fisk ble det funnet hgyere
densitet i karene ved 8 °C enn ved 16 °C fra starten av forsgket. | kar 4 ble det kun funnet fisk
som var positive for Tenacibaculum spp. de farste 20 dagene etter oppstart, mens det i kar 3
ble funnet noen svakt positive ved avslutning av forsgket. | karene ved 8 °C var det haye
mengder Tenacibaculum spp. gjennom stort sett hele forsgket, mens verdiene falt til samme

niva som ved 16 °C ved forsgksslutt.
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Tenacibaculum spp. feltfisk
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Figur 17: Mengde Tenacibaculum spp. pa gjellene i feltfisk som normaliserte verdier mot laveste NE i alle
karene og Log2 transformert. De vertikale linjene viser omradet verdiene ligger innenfor. Kar 1: No.50=17, Na,.
40:5. Kar 2: N0_20:18, N21_40:2, N81-91:3- Kar 3: No.zozlo, N21.40:1, N81-9l:3- Kar 4: NO-ZO: 5, N21.40:1.

Tenacibaculum spp. shedder og naiv fisk
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Figur 18: Mengde Tenacibaculum spp. pa gjellene i sheddere og naive fisk som normaliserte verdier mot laveste
NE i alle karene og Log2 transformert. De vertikale linjene viser omradet verdiene ligger innenfor. Kar 1: No.

2079, Na1.40=1, Ng1.go=1. Kar 2: Ng20=8, N21.40=6, Ng1.80=5, Ng1.01=2. Kar 3: Ng0=4, Ng1.91=2. Kar 4: Ng.= 3,
N31.40=5.
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De fleste fiskene i alle karene ble ogsa sjekket for Ichthyobodo spp. hvor det til tider ble
registrert noen fa svakt positive individer i kar 1 og 3. | kar 2 og 4 derimot ble det observert
en gkning i lgpet av forsgket, spesielt i kar 2 hvor densiteten gkte frem til forsgket ble
avsluttet. Prevalensen i den siste perioden far avslutning var 100 % og laveste Ct-verdi var
13,9 i kar 2. | kar 4 var det en betydelig gkning i mengde Ichthyobodo spp. fra starten av
forsgket og til dag 21 til 40 tilsvarende som i kar 2, men i den siste perioden av forsgket og
frem til avslutning var densiteten betydelig lavere i kar 4 enn i kar 2 (Ct > 16), og prevalensen
var 82 % (se figur 19).

Ichthyobodo spp. kar 2S og 4K
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Figur 19: Mengde Ichthyobodo spp. pa gjellene i alle fiskegruppene i kar 2 og 4 som normaliserte verdier mot
laveste NE i karene og Log2 transformert. De vertikale linjene viser omradet verdiene ligger innenfor. Kar 2: N,.
20=13, N21.40=11, Ne1.60=5, Ng1.90=7. Kar 4: No.2=2, N21.40=5, Na1.60=5, N61.80=6, Ng1.90=6.

Tilsvarende som med Ichthyobodo spp. ble mange fisk sjekket for Paramoeba spp. i alle
karene og kun fa individer var positive med unntak av kar 4. Ingen av fiskene som ble
preovetatt fra kar 4 som var positive for dag 40, men deretter var det en gradvis gkning frem
mot avslutning (se figur 20). Enkelte fisk hadde Ct-verdier under 10, og prevalensen var 96 %

den siste perioden for avslutning.
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Paramoeba sp. kar 4
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Figur 20: Mengde Paramoeba spp. pa gjellene i alle fiskegruppene i kar 4 som normaliserte verdier mot

gjennonsnittet ved O-prgveuttaket og Log2 transformert. De vertikale linjene viser omradet verdiene ligger
innenfor.

Gjellene fra 0-proveuttaket og fra en del fisk fra kar 1 til 4 ble ogsa sjekket for ‘Ca. B.
cysticola’. Det ble funnet svakt positive fisk blant bade felt- og naive fisk ved O-
preveuttakene. | karene ved 8 °C ble det ikke sett noen gkning i mengde verken i feltfisken
eller sheddere/naive fisk. | karene ved 16 °C ble det mot slutten av forsgket sett en kraftig
gkning i mengde ‘Ca. B. cysticola’ med Ct-verdier pa under 20.
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Histopatologi

De histologiske funnene var felles for bade feltfisk og ubehandlede fisk, og for begge
temperaturgruppene. | tillegg var det ingen forskjell pa om fiskene var svimere som var
avlivet eller om de var tilsynelatende frisk fisk tatt ut i forbindelse med prgveuttak. Generelt
var det mye gjelle-patologi i alle karene, og det ble observert mest hyperplasi, hypertrofi,
degenerasjon og lifting av epitelceller. Det var ogsa tilstedeveerelse av Tenacibaculum-
lignende bakterier og kokkoide bakterier pa gjellene til enkelte fisk. I nyrene ble det funnet
langt flere leukocytter enn erytrocytter i blodkarene i tillegg til en mulig gkning av
melanomakrofager i det haematopoetiske vevet. Det ble funnet epikarditt i én feltfisk ved 16

°C som ble tatt ut like etter oppstart av forsgket, ellers ble det ikke observert endringer i

verken hjerte eller hud (se figur 21 til 26).

Figur 21: Nekrotiske gjeller med bakterieinfeksjon fra feltfisk i kar 1 avlivet ved avslutning 21. januar 2014. De
hele pilene viser omrader med hypertrofe, nekrotiske celler pa sekundaerlameller. Den stiplede pilen viser en
klynge med kokkoide bakterier.
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Figur 22: Sekunderlameller med nekrose og lifting fra en shedder i kar 3 avlivet ved uttak 14. januar 2014. Den
hele pilen viser en av flere hypertrofe, nekrotiske celler. Den stiplede pilen viser et omrade med lifting av
epitelceller fra pillarcecllene.

Figur 23: Hypertrofi pa sekundaerlameller fra feltfisk i kar 3 som ble avlivet pd grunn av apatisk adferd 26.
oktober 2013. De hypertrofe cellene antas & veere kloridceller, i sa fall er det bade hyperplasi og hypertrofi av
kloridceller.
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Figur 24: Shedder fra kar 2 kraftig infisert med Tenacibaculum-lignende bakterier pa gjellene. Fisken ble avlivet
pa gunn av apatisk adferd 11. november 2013. A) Béade primar- og sekundarlamellene er borte, og strukturene
kan kun kjennes igjen pa grunn av de store mengdene med stavformede bakterier. B) Gjelle fra samme fisken
som er kraftig nekrotisert pa grunn av bakterieinfeksjon.

v

Figur 25 Ichthyobodo-lignende parasitt pa gjellen til en shedder som ble avlivet ved uttak 14. januar 2014 fra kar
2. Pilen viser en av parasittene som er festet til en nekrotisk celle pa sekundaerlamellen.
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Figur 26: Epikarditt hos feltfisk som ble avlivet 26. oktober 2013 pa grunn av apatisk adferd.
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Diskusjon
Utvikling av Paranucleospora theridion

| felt er det observert at infeksjon med P. theridion gir problemer ved temperaturer pa over 10
°C (Matthews et al., 2013, Nylund et al., 2011, Staveland, 2010, Steinum et al., 2010, Sveen
et al., 2012). Dette er ogsa vist for andre fiske-mikrosporidier som Glugea stephani (McVicar,
1975, Olson, 1981) og Loma salmonae (Sanchez et al., 2000, Shaw et al., 2000) hvor
infeksjon stopper opp ved lave temperaturer, og blusser opp igjen nar temperaturen stiger. |
forsgk A er det et klart skille i mengde P. theridion mellom karene ved 8 og 16 °C. Det er
spesielt tydelig pa feltfiskene hvor fisk fra kar ved 16 °C hadde langt hgyere nivaer av P.
theridion enn fisk som gikk ved 8 °C. Blant sheddere og ubehandlede fisk er trenden litt mer
uklar, men mot slutten av forsgket ble det likevel et skille med en lignende tendens som hos
feltfisken i forhold til gjennomsnittet ved O-prgveuttaket. Resultatene i dette forsgket statter
opp under de dataene som er observert i felt hvor det er en positiv korrelasjon mellom
temperaturer over 10 °C og mengde P. theridion (Matthews et al., 2013, Nylund et al., 2011,
Staveland, 2010, Steinum et al., 2010, Sveen et al., 2012).

P. theridion infiserer bade laks og lakselus, og det er derfor antatt at hyperparasitten stort sett
forekommer langs kysten hvor begge vertene er tilgjengelig (Staveland, 2010). | de fleste
tilfeller er P. theridion funnet pa fisk langs kysten av Norge og Skottland (Freeman et al.,
2003, Freeman & Sommerville, 2009, Matthews et al., 2013, Miller et al., 2013, Nylund et al.,
2011, Nylund et al., 2010, Staveland, 2010, Steinum et al., 2010), men det er ogsa funnet
salmonider i ferskvann som var positive for P. theridion etter opphold i sjgvann (Staveland,
2010). L. salmonae er vist a opptre i ferskvann og brakkvann uten at det er betydelige
forskjeller under infeksjon (Becker & Speare, 2007). | forsgk A ble saliniteten holdt ved 25 %o
for & forhindre sarskader pa fisken. Ettersom P. theridion blir registrert i omrader som til tider
er utsatt for brakkvann, for eksempel fjorder, og at det ble observert en gkning i mengde P.
theridion ved 16 °C, er det mulig at saliniteten ikke har pavirket oppformering av
mikrosporidien i fisken. | fremtidige studier derimot, kunne det veert interessant a finne ut om

salinitet kan ha en effekt pa infeksjon med P. theridion.
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Spredning av Paranucleospora theridion

P. theridion har en livssyklus som inkluderer sporedannelse i bade laks og lakselus, men det
er fortsatt uvisst hvordan sporer fra lusen frigis til vannmassene (Freeman & Sommerville,
2009, Nylund et al., 2010). Det er ikke kjent om P. theridion kan smitte fra laks til laks, men
Sveen et al. (2012) har vist at laks kan bli infisert med P. theridion far paslag med lus. | dette
tilfellet ble det antatt at sporer var frigitt fra lus og transportert med vannstrammer, og slik
infiserte laksen. | forsgk B ble sporer av P. theridion samlet inn fra naturlig infisert lakselus,
og naiv atlantisk laks ble eksponert for disse i 10 timer. Mikrosporidier smitter vertsceller ved
at poltuben i sporene vrenges ut med en sa stor kraft at den penetrerer vertcellens membran,
slik at sporoplasma blir overfert direkte til cellens cytoplasma eller nukleoplasma (Cali &
Takvorian, 1999, Rodriguez-Tovar et al., 2003). Denne germineringsprosessen blir farst
igangsatt av en aktivering av sporen fgr poltuben blir trigget til utskyting. Bade aktivering og
utskyting av poltuben er vist & vare avhengig av en rekke ulike faktorer som fysiske og
kjemiske stimuli, og varierer mellom ulike mikrosporidier (Keohane & Weiss, 1999).
Germinering hos L. salmonae og G. stephani kan for eksempel aktiveres ved inkubering i
henholdsvis 1,5 og 3 % hydrogenperoksid (Amigé et al., 1996, Shaw et al., 2000). Til tross
for gjentatte forsgk med bade kjemiske, fysiske og biologiske stimuli, har man enda ikke fatt
germinering av P. theridion sporer in vitro (pers. kom. Steffen Blindheim). Det er
giennomfart vellykkede eksperimentelle smitter med flere mikrosporidier pa fisk, blant annet
Nucleospora salmonis og L. salmonae pa salmonider, og G. stephani pa flatfisk (Baxa-
Antonio et al., 1992, Becker & Speare, 2004, Hedrick et al., 1991, McVicar, 1975, Olson,
1981, Shaw et al., 1998, Wongtavatchai et al., 1995), men disse brukte i.p-smitte, féring med
infisert vev og kohabitantsmitte, og badsmitte av fisk med mikrosporidier har ikke vert
vellykket (Figueras et al., 1992, McVicar, 1975). Smitteforsgket med P. theridion i forsgk B
var ikke vellykket, og det ble kun registrert en kortvarig gkning i densitet med P. theridion pa
gjellene like etter smitte. Sporene som ble brukt til badsmitten var samlet inn fra bade tungt
infiserte lus og noen lus med lettere infeksjoner av P. theridion. Dette burde gi en stor andel
modne sporer (Jkland, 2012), men det kan veere mulig at P. theridion sporer trenger lengre
modning i lusen eller bli utsatt for ukjente faktorer for & bli aktivert og infektive for laksen.
Tidligere smitteforsgk med P. theridion sporer fra lus og autoinfektive sporer fra nyren til
infisert laks, har vist at de er infektive og kan gi paranucleosporose hos laks nar de injiseres
intravengst (pers. kom. A. Nylund).
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Det er vist at sporer fra blant annet L. salmonae og G. stephani er svert stabile ved ulike
temperaturer og saliniteter (Amigo et al., 1996, Shaw et al., 2000), men dette er fortsatt ukjent
for P. theridion. Ved et tilsvarende eksperiment som forsgk B, ble sporer oppbevart ved 4 °C i
1-3 uker fgr badsmitte av laks ble gjennomfart. | dette tilfellet ble ikke fisken infisert med P.
theridion (pers. kom. Steffen Blindheim). Derfor ble sporene i forsgk B oppbevart ved samme
temperatur som vanntemperaturen de ble hentet fra (11 °C) frem til smitten ble gjennomfart,
mens selve smitten foregikk i bad ved 8 og 16 °C. Variasjonene i temperatur kan ha inaktivert
sporene eller aktivert germinering for tidlig. Smitten ble gjennomfart ved 30 %o, 0g to dager
etter smitte ble saliniteten satt ned til 25 %o pa grunn av sardannelser pa fisken. Som nevnt er
flere mikrosporidier avhengig av ytre stimuli for utskytning av poltuben (Keohane & Weiss,
1999) og det kan hende at det manglet slike forhold under badsmitten slik at utskyting av
poltuben ikke ble trigget. | tillegg ma det ogsa tas til betraktning at laks i felt sannsynligvis
blir utsatt for sporer over lengre perioder enn det vi hadde mulighet til & gjennomfare i dette
smitteforsgket, og at P. theridion kan vaere avhengig av en lengre eksponeringsperiode for &

infisere laksen.

Flere av de vellykkede smitteforsgkene med blant annet L. salmonae og N. salmonis ble
gjennomfgrt ved kohabitering hvor mikrosporidieinfeksjonen sannsynligvis ble spredt fra fisk
til fisk, bade ved direkte kontakt og ved vannbaren smitte. Shedderene ble i disse tilfellene
infisert ved intraperitonalt, intramuskulart eller oralt (Baxa-Antonio et al., 1992, Becker &
Speare, 2004, Shaw et al., 1998). Det er ogsa foreslatt at enkelte mikrosporidier kan
akkumuleres i transportverter, som for eksempel sma copepoder, far de infiserer fisken oralt
eller ved direkte kontakt (Figueras et al., 1992, Stunkard & Lux, 1965). Ettersom det utfgres
grundig filtrering og vannbehandling ved ILAB er dette er derimot lite sannsynlig i forsgk A,
hvor det mot slutten av forsgket ble observert en gkning i mengde P. theridion i sheddere og
ubehandlede fisk i karene ved 16 °C. | felt er det sett at laks kan infiseres ved «badsmitte»
uten direkte kontakt med lakselus (Sveen et al., 2012). | forsgk A minket antall lus raskere i
karene ved 16 °C enn i karene ved 8 °C og det kan ikke utelukkes at lusen dede som fglge av
infeksjon med P. theridion. @kningen i mengde P. theridion hos sheddere og naiv fisk kan
veere forarsaket av sporer frigitt fra de fa gjenvearende lusene, eller ved smitte med sporer

frigitt fra feltfiskene. Denne observasjonen bar fglges opp i nye studier.
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Kohabitantsmitte med SAV

Et av malene med studiet var a se om mengde P. theridion kan pavirke utvikling av PD etter
SAV-smitte. Miller et al. (2013) observerte immunsuppresjon hos salmonider som var infisert
med P. theridion. Tilsvarende er ogsa observert ved eksperimentell smitte med mikrosporidier
hvor infeksjonen har fart til cellulzer immunrespons og lave hematokrittnivaer (Figueras et al.,
1992, Hedrick et al., 1991). For & se om P. theridion kan vare en medvirkende faktor for
utvikling av PD hos SAV-smittet laks, ble det valgt & bruke vaksinert laks. Dette ble blant
annet gjort for & simulere forholdene til oppdrettslaks pa Vestlandet hvor det meste av laksen
er vaksinert mot SAV. Tidligere har det veert gjennomfart flere smitteforsgk hvor fisken ble
smittet med SAV selv om den var PD-vaksinert (Karlsen et al., 2012, pers. obs. Are Nylund),
og dette er ogsa hovedregelen for all fisk som far PD pa Vestlandet. Fisken som ble brukt i
forsgk A var vaksinert 9. til 19. juli 2013, 2 maneder fer utsett og mer enn 3 maneder far
kohabitantsmitten med SAV. Ifglge produsenten far laksen begynnende immunitet fra 500
dagngrader til 12 maneder etter vaksinering, sa laksen skulle veare godt immunisert nar SAV-
sheddere ble tilsatt i karene. Alle shedderene som ble injisert med SAV, var positiv for SAV
kort tid etter smitte, og det er vist at SAV frigis fra sheddere ved 4 til 13 dager etter smitte ved
12 °C (Andersen et al., 2010). Selv om det var en del dgdelighet blant sheddere de to farste
gangene etter at de ble injisert med SAV og tilsatt i karene med feltfisken, er det mulig at
fiskene hadde begynt & frigi virus i karet for de dede. Etter tredje tilsetning av sheddere
overlevde de fleste av disse. Mesteparten av de ubehandlede fiskene som ble tilsatt i karene
11. desember 2013 ble infisert med SAV, og det er derfor klart at feltfiskene ble eksponert for
SAV uten a bli smittet. | likhet med virus er mikrosporidier intracellulare parasitter (Cali &
Takvorian, 1999), og det er mulig at en mikrosporidieinfeksjon vil stimulere produksjonen av
interferon og Mx-proteiner, og dermed gjore verten mer motstandsdyktig mot andre
infeksjoner (Robertsen, 2006, Robertsen et al., 2003). | dette forsgket ble det ikke observert
forskjeller i infeksjonssuksessen til SAV hos feltfisk, med unntak av 3 positive fisk ved 8 °C
4. desember 2013, og det er dermed sannsynlig at vaksinen har fungert og hindret utvikling av

viruset i fisken og dermed utvikling av sykdom i dette tilfellet.
Arsak til dedelighet

Som nevnt innledningsvis var et av malene med studiet & se etter en eventuell sammenheng

mellom P. theridion og SAV, og eventuell dgdelighet i forbindelse med disse patogenene.
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Imidlertid opplevde vi stor dedelighet hos feltfisk allerede i akklimatiseringsfasen far selve
forsgket ble igangsatt. Videre var det uventet dgdelighet blant shedderene som ble injisert
med SAV og EMEM. Mot slutten av forsgket opplevde vi ny dgdelighet blant feltfisk og

sheddere som ikke kan relateres til SAV-smitten.

Fellesnevner ved dgdelighet hos bade feltfisk og sheddere er at de ved histologisk
undersgkelse hadde betydelig gjellepatologi. Patologien var ikke forenelig med patologien
man finner ved infeksjon av P. theridion (Matthews et al., 2013, Nylund et al., 2011, Nylund
et al., 2010). Det ble heller ikke observert patologiske endringer i noen andre vev som kan
relateres til SAV (Andersen et al., 2010, Christie et al., 2007, McLoughlin et al., 2002,
Taksdal et al., 2007).

Feltfisken som ble brukt i forsgk A var sjgsatt omtrent en maned feor inntak til
forsgksfasilitetene. Smolten hadde dermed nylig gjennomgatt betydelige osmoregulatoriske
endringer i forbindelse med smoltifisering, og kunne derfor fortsatt vaere sarbar for stress og
handtering. Nar fisken ble hentet fra felt ble den utsatt for bade handtering og stress i tillegg
til at de ble overfart til kar med lavere temperatur enn temperaturen i felt. Det er vist at stress
kan ha betydelige konsekvenser for salmonider ved at blant annet immunforsvaret kan
pavirkes og svekkes, spesielt hvis stress foregar over lengre tid (Barton et al., 1986, Fast et al.,
2008, Maule et al., 1989, Wiik et al., 1989). Dagdfiskene ble sjekket for flere patogener, men
det ble kun funnet P. theridion, Tenacibaculum spp og Vibrio spp. (resultater ikke vist).
Arsaken til dedeligheten ble ikke identifisert, men dersom immunforsvaret ble svekket i
forbindelse med handteringen, kan fisken ha fatt problemer med den eksisterende infeksjonen
av P. theridion, Tenacibaculum spp. eller eventuelle andre patogener som ikke ble identifisert,
men som kan ha forarsaket gjellepatologien som ble observert ved histologi. Disse patogenene
kan i sa tilfelle ha fulgt med fisken fra felt, eller infeksjon kan ha skjedd etter inntak til

forsgksfasilitetene mens fisken var svekket pa grunn av stress.

Laksen som ble brukt som sheddere i forsgk A var ogsa nylig smoltifisert og ble utsatt for
stress ved handtering og injeksjon av SAV eller EMEM. Shedderene som ble tilsatt 25.
oktober 2013 ble i tillegg injisert i lgpet av en periode hvor temperaturen ble hevet og senket
til de gnskede temperaturene for forsgket. Det er derfor tenkelig at shedderene var, pa lik linje
med feltfiskene, ekstra sarbare og mottakelig for infeksjoner. Dersom shedderene var av

darlig kvalitet, kan det vaere mulig at de hadde lavere toleranse for stress og handtering. |
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motsetning til feltfisken, var shedderene uvaksinert. VVaksinering aktiverer immunforsvaret og
kan derfor gjare fisken mer motstandsdyktig for andre patogener enn det som de blir vaksinert
mot. Det er for eksempel vist kryssbeskyttelse for noen bakterier ved vaksinering
(Gudmundsdéttir & Gudmundsdottir, 1997, Hoel et al., 1998). Det kan veere mulig at
feltfiskene var mer motstandsdyktige mot patogener enn shedderene ettersom de var
vaksinert, og dette kan muligens forklare hvorfor dgdeligheten stanset opp blant feltfisk, mens
den fortsatte blant shedderene. Tenacibaculum spp. er bakterier som gjerne assosieres med
hudsar, men er ogsa funnet i bakterielle infeksjoner pa gjellene til fisk og assosieres med
dedelighet (Handlinger et al., 1997, Olsen et al., 2011, Powell et al., 2004). Det ble funnet en
del Tenacibaculum spp. pa gjellene til shedderene, i starre grad enn pa feltfiskene, og ved
histologi ble det sett at Tenacibaculum-lignende bakterier ga betydelige skader pa gjellene til
en shedder. Med slike skader pa gjellene, vil fisken far respirasjonsproblemer som kan fare til
dedelighet.

Mot slutten av forsgket ble det observert en ny gkning i dgdelighet blant hovedsakelig
feltfiskene ved 16 °C og sheddere og naive fisk ved 8 °C i kar 2. | forbindelse med dette ble
det pavist gjellepatogenene Paramoeba perurans (resultater fra sekvensering ikke vist) i kar 4
og Ichthyobodo spp. i kar 2 og 4. Begge parasittene farer til skader pa gjellene og er assosiert
med dedelighet (Crosbie et al., 2012, Steinum et al., 2008, Todal et al., 2004).
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Konklusjon og fremtidsperspektiver

| dette forsgket er det vist at det er en positiv korrelasjon mellom temperaturer over 10 °C og
mengde P. theridion hos laks, og at dette stemmer overens med de data som er observert i felt.
Videre er det vist at det kan veere mulig at P. theridion overfares fra fisk til fisk uten at lus er
tilstede, og dette bar undersgkes i senere studier. Det vil ogsa veere viktig a finne ut hvordan
sporene aktiveres og hvordan sporene frigis fra lusen med henblikk pa fremtidige

smitteforsgk.

Ettersom SAV-smitten av feltfisk ikke var vellykket kan det vaere interessant a se om det var
infeksjonen med P. theridion eller vaksinen som var den viktigste arsaken til dette. Et
smitteforsgk med bade vaksinerte og uvaksinerte laks infisert med P. theridion vil kanskije gi

et klarere bilde av et eventuelt samspill mellom P. theridion og SAV.

Forsgk A var preget av uventet dgdelighet av grunner det var vanskelig a fastsla, men kan ha
veert forarsaket av kraftig infeksjon med P. theridion i kombinasjon med betydelig stress. Ved
et eventuelt nytt forsgk ber fiskegrupper velges med sterre omhu og det kan gjerne

gjennomfares tiltak for en mer skansom transport og mindre stress for fisken.
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