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Abstrakt (max250)

Amgbisk gjellesykdom (AGD), forarsaket av amgben Paramoeba perurans, er et gkende problem i
oppdrett av atlantisk laks. Real-time PCR ble brukt for a identifisere om amgben var tilsted i fauna, miljg
og villfisk. Over 1200 prgver ble samlet inn fra anlegg med AGD pa laks eller anlegg med AGD-historie.
Det ble ogsa tatt ut makrell i fiordarm uten oppdrettsaktivitet og ved en aktiv oppdrettslokalitet i ytre
kystomrade. | et laboratorieforsgk ble det undersgkt hvorvidt amgben har affinitet for fettfilm. Nar det
er hgyt smittepress pa en lokalitet med AGD-syk laks sa kan arvestoff fra amgben finnes i vannet,
biofilm, plankton, noen begroingsorganismer, rensefisk og villfisk. Hverken begroingsorganismer,
lakselus, biofilm eller sediment ser ut til a vaere langtidsoppholdssteder for amgben og slik medvirke til
introduksjon av amgben hos laks. Positiv vandrende villfisk, som sei og makrell, kan bidra til
introduksjon og spredning av amgben. Positiv stasjonzer villfisk, som paddetorsk og leppefisk, kan bidra
til introduksjon av amgben hos laks. Berggylt og rognkjeks, brukt som rensefisk i merd, var positive for
amgbe om varen etter at laks var blitt negativ giennom vinteren. Dette indikerer at amgben kan
overleve lenger hos disse artene og at de kan bidra til reintroduksjon av amgbe. | laboratorieforsgket var
det ingen funn av amgbe i fetthinnen pa vannoverflaten. Utbrudd pa et anlegg gir hgyt smittepress i
miljget. Mulige tiltak for & redusere utvikling av sykdommen bgr derfor vurderes. Det er ogsa viktig a
undersgke smittestatus pa villfanget rensefisk fgr bruk, og a utvise aktsomhet ved gjenbruk av rensefisk.
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FORORD

NTNU i Alesund, PatoGen og Mgreforsking Alesund har et gnske om & bidra til 3 forst
smittespredning og slik redusere tap og gke velferd i norsk lakseoppdrett. Vi har hatt flere
prosjekter som omhandler ulike patogener. Med denne rapporten sa gnsker vi a formidle den
kunnskapen som vi har ervervet om oppholdssteder for amgben, Paramoeba perurans, i
tilknytning til marint lakseoppdrett i Norge. Se gjerne ogsa artikkelen som vi fikk publisert i
Journal of fish diseases med tittel: «PCR survey for Paramoeba perurans in fauna,
environmental samples and fish associated with marine farming sites for Atlantic salmon
(Salmo salar L.)» (Hellebg et al., 2016).

Det er mange som har bidratt inn i prosjektet og vi vil benytte anledningen til a takke de
positive driftslederne og rgkterne som gjorde dette prosjektet mulig. Tusen takk for dyktig
tilrettelegging! Takk ogsa til selskapene som lot oss fa opprette kontakt med anleggene og som
stilte personell, utstyr og tid til radighet. Takk ogsa til fiskehelsetjenesten Fiske-Liv (na
Akerbla), styringsgruppen og ansvarlig hos FHF. Til sist en takk til Turid Standal Fylling, Anne-
Mari Simonnes, Kristine Kvangarsnes, Pierrick Stévant, Margrete Emblemsvag, Janne Kristin
Stangeland, Sunniva Wannebo Kui, Mari Viken Kjgnstad og Stein Eric Solevag for sta-pa-viljen
og det gode humgret pa de lange prgveuttakene.

Finansiering:

Mgre og Romsdal fylkeskommune finansierte forprosjektet «Tiltak mot spredning av
virussykdommer i sjgbasert oppdrett i Mgre og Romsdal» (108/2008) og FHF finansierte
prosjektet «Undersgking av potensielle reservoarer for patogene virus — fokus pa NSAV og
PMCV i marine akvakulturanlegg for atlantisk laks» (900721). Disse to prosjektene ledet frem
til dette prosjektet som har blitt finansiert av FHF (901003). Takk!

Styringsgruppen bestod av:
Bjarne Reinert (Lergy), Olav Breck (Marine Harvest), Arne Guttvik (Salmar).
Takk til alle for gode bidrag i prosjektet!

Ansvarlig hos FHF:
Merete Bjgrgan Schrgder
Takk for hurtig respons og klar tale!

Prosjektgruppen bestod av:

Anne Stene (NTNU i Alesund, tidligere Hggskolen i Alesund), Vidar Aspehaug (PatoGen Analyse
AS) og Audny Hellebg (Mgreforsking Alesund AS, prosjektleder).

Audny Hellebg
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OPPSUMMERING

Amgbegjellesykdom (AGD) er et gkende problem i sjgbasert lakseoppdrett globalt. | Norge ble
sykdommen pavist i 2006 og den har siden 2012 gitt store tap. Karakteristiske tegn pa
sykdommen er lyse slimete flekker pa gjelleoverflaten. Etter hvert som forandringene blir mer
uttalt, oppholder fisken seg naermere vannoverflaten og svimer. Sykdommen er forarsaket av
amgben Paramoeba perurans. Fgrst trodde man Neoparamoba pemaquidensis var agens for
AGD, og studier viste at denne amgben var tilstede i pavekstorganismer pa merder og biofilm i
Tasmania. Kun et mindre miljgstudium for P. perurans har tidligere veaert publisert.

Formalet med prosjektet har veert a identifisere reservoar eller oppholdssteder for P. perurans.
Det ble tatt ut prgver fra fauna, miljg og villfisk assosiert med oppdrettsanlegg der laksen
hadde AGD eller hadde hatt AGD. Det ble gjennomfgrt fire pr@veuttak i prosjektperioden.
Totalt ble over 1200 prgver av begroingsorganismer, biofilm, sediment, vann, plankton, villfisk,
rensefisk og laks undersgkt for tilstedevaerelse av P. perurans-arvestoff med Real-Time (RT)-
PCR.

Det ble funnet arvestoff fra amgben hos enkeltindivider av pavekstorganismer pa anlegg med
AGD-utbrudd. De PCR-positive organismene filtrerer eller spiser partikler fra vann. Under

utbrudd var ogsa prgver av plankton, sjgvann og biofilm positive, noe som tyder pa at det var
hgy konsentrasjon av amgber pa lokaliteten. Alle prgver av sediment og lakselus var negative.

Om varen var rensefisk i merd PCR-positiv for amgben pa to anlegg. Pa disse anleggene hadde
laksen hatt AGD den foregaende hgsten, men i Igpet av vinteren ved lav sjgtemperatur, var
ikke laksen lenger PCR-positiv. Pa det ene anlegget var berggylt brukt som rensefisk, og pa det
andre rognkjeks. Dette indikerer at berggylt og rognkjeks kan bare amgben lenger enn laks og
slik potensielt bidra til reinfeksjon av laks. Villfisk (sei, paddetorsk, grgnngylt, berggylt,
bergnebb) fra lokaliteten med AGD-utbrudd var PCR positive for amgben. To av artene,
paddetorsk og grgnngylt, hadde sveert lave Ct-verdier som indikerer store mengder amgber.
Makrell fisket i en fjordarm uten oppdrettsaktivitet var ogsa positiv for amgben.

Positive pregver for P. perurans ble sekvensert pa 18S rRNA genet. Vi lyktes med a fa sekvenser
fra amgbe i prever fra laks, paddetorsk, rognkjeks og granngylt. Alle sekvensene var like, noe
som betyr at innenfor dette sekvenserte omradet er genmaterialet til amgben identisk.

Fettfilm pa vannoverflaten kan bli transportert raskt med veer og vind. Pa bakgrunn av tidligere
forskning ble det derfor undersgkt i laboratoriet om P. perurans hadde affinitet for fettfilm. Vi
fant ingen indikasjoner pa dette.

Resultatene indikerer at pavekstorganismer pa merd ikke er langtidsreservoar for P. perurans
siden de bare var PCR-positive da det var mye amgbe i vannet. Sjgvann og plankton kan bidra
til smitteoverfgring i likhet med positiv villfisk (sei og makrell) som forflytter seg mellom
anlegg. Villfisk (som paddetorsk og leppefisk) er forholdsvis stasjonaere men vil kunne bidra til
smittespredning i neeromradet, og kanskje ogsa introdusere amgben til nyutsatt laks. Vare
resultater viser ogsa at ved lave temperaturer kan rognkjeks og leppefisk vaere smittet med
amgben lenger enn laks. Utbrudd pa et anlegg gir hgyt smittepress i miljget. Mulige tiltak for a
redusere utvikling av sykdommen bgr derfor vurderes. Undersgkelse av smittestatus pa
villfanget rensefisk bgr vurderes samt at det bgr utvises aktsomhet ved gjenbruk av rensefisk.



SUMMARY

Amoebic gill disease (AGD) in sea-based salmon farming is a growing problem globally. The
disease was detected in Norway in 2006, and has since 2012 resulted in large losses.
Characteristics of the disease are bright, slimy spots on the gill surface. As changes become
more pronounced, the fish become lethargic and congregate near the water surface. The
disease is caused by the amoeba Paramoeba perurans. Initially the amoeba Neoparamoba
pemaquidensis was believed to be the etiological agent, and studies showed this amoeba to be
present in fouling organisms and biofilm on cages in Tasmania. Only a preliminary
environmental study for P. perurans have previously been published.

The purpose of the project was to identify reservoir or residing places for P. perurans. Samples
from fauna, environment and wild fish associated with salmon farms with AGD or with a
history of AGD were collected. Four samplings were completed during the project period. A
total of more than 1200 samples of fouling organisms, biofilms, sediment, water, plankton,
wild fish, cleaning fish and salmon were examined for the presence of genetic material of P.
perurans by Real-Time (RT) PCR.

At salmon farm with AGD outbreak, genetic material from the amoeba was found in some
individual fouling organisms. The PCR positive organisms either filter water or feed on particles
from the water. Also, samples of plankton, seawater and biofilm were positive, which indicates
that there was a high concentration of amoeba in the surroundings during outbreak. All
samples of sediment and sea lice were negative.

At two farms in the spring, cleaner fish in the cage was found PCR positive. At these farms, the
salmon had AGD the preceding autumn, but during the winter with low sea temperature, the
salmon was no longer PCR positive. At one farm, ballan wrasse were used as cleaner fish, and
at the second farm they used lumpfish. This indicate that ballan wrasse and lumpfish may carry
amoeba longer than salmon and be able to reinfect salmon. Wild fish (pollock, tadpole fish,
corkwing, ballan and goldsinny wrasse) sampled during AGD outbreak were also PCR positive
for amoeba. Two of the species, tadpole fish and corkwing wrasse, had very low Ct values,
indicating large amounts of amoebae. Mackerel in fjord without farming activity was positive
for amoeba.

The PCR positive P. perurans samples were sequenced in the 18S rRNA gene. Sequences were
obtained from the fish samples of salmon, toad cod, lumpfish and corkwing. The sequences
were identical, indicating that within the sequenced area, the genetic material of the amoeba
was identical among the species.

Liquid fat on water surface can be transported quickly over distances due to weather
conditions. Previous research has shown pathogenic viruses to reside in the fat. The fat affinity
of P. perurans was therefore examined in the laboratory. There was found no indication of fat
affinity for the amoeba.

The results indicate that fouling organisms associated to farms are not long term reservoir for
P. perurans since they were PCR positive only when there was high amount of amoeba in the
surroundings. Seawater and plankton may contribute to spread of amoeba as positive wild fish
(pollock and mackerel) which move between farms. Wild fish (like tadpole fish and wrasse) is
mainly stationary but may contribute to the spread of infection in the vicinity, and introduce
amoeba to smolt recently transferred to sea. Our results also show that lumpfish and wrasses
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can be infected with the amoeba longer than salmon at low temperatures. An AGD-outbreak
impose high infection pressure in the environment. Actions to reduce development of the
disease should be considered when infection of salmon is proved. It may be important to know
the infection status of wild cleaner fish and to be cautious when reusing cleaner fish.

11



1 INNLEDNING

1.1 Bakgrunn for prosjektet

Amgbisk gjellesykdom (AGD) i atlantisk laks (Salmo salar, senere i rapporten brukes laks) er et
gkende problem for akvakulturnzeringen globalt (Palmer et al., 1997; Bustos et al., 2011,
Nowak, 2012; Mouton et al., 2014; Rodger, 2014). AGD hos laks gir lyse, slimete flekker pa
gjelleoverflaten. Nar forandringene blir verre vil laksen fa respirasjonsvansker, svime og
oppholde seg naer vannoverflaten (Rodger & McArdle, 1996; Munday et al., 2001). AGD ble
forst beskrevet hos sglvlaks (Oncorhynchus kisutch) i oppdrett i USA i 1988 og senere 0gsa i
oppdrettet laks og regnbuegrret (O. mykiss) i Tasmania (Kent et al., 1988; Munday et al.,
1990). Siden da er AGD funnet pa flere oppdrettete arter, inkludert kveite (Scophthalmus
maximus), ayu (Plecoglosus altivelis), havabbor (Dicentrarchus labrax), sharpsnout seabream
(Diplodus puntazzo), olive flounder (Paralichthys olivaceus), Chinook salmon (Onchorhynchus
tshawytscha),berggylt (Labrus bergylta) og rognkjeks (Cyclopterus lumpus) (Kim et al., 2005;
Young et al., 2008; Crosbie et al., 2010; Karlsbakk et al., 2013).

Agenset for AGD var fgrst antatt a veere Neoparamoeba pemaquidensis basert pa morfologisk
og molekylzer karakterisering (Dykova et al., 2000; Wong et al., 2004), men det var diskutert
om det var blandet etiologi for AGD (Dykova et al., 2005). |1 2007 ble Neoparamoeba perurans
identifisert som etiologisk agent for AGD (Young et al., 2007) og i 2012 ble Koch’s postulater
oppfylt (Crosbie et al., 2012). Neoparamoeba perurans og Paramoeba perurans er synonyme
navn (Feehan et al., 2013) og i denne rapporten vil P. perurans bli brukt. P. perurans er
bekreftet som etiologisk agens for AGD i laks, Chinook salmon, regnbuegrret, kveite og
berggylt (Young et al., 2008; Karlsbakk et al., 2013).

Det var fgrst i 2006 at AGD ble dokumentert i norsk oppdrettslaks (Steinum et al., 2008). Den
gang ble fire geografisk adskilte anlegg diagnostisert samtidig og Steinum et al. (2008) foreslo
at det matte finnes reservoar for amgben i det marine miljget. Hgy sjgtemperatur og salinitet
har tidligere blitt identifisert som viktige miljgpreferanser for AGD-utbrudd (Clark & Nowalk,
1999). Fa studier har fokusert pa introduksjon og transmisjon av P. perurans. Neoparamoeba
pemaquidensis, som man tidligere trodde forarsaket AGD, er funnet i begroingsorganismer,
biofilm, sjgvann, sediment og marine invertebrater, enten ved immunfluorescens antistoff test
eller ved dyrking (Tan et al., 2002; Crosbie et al., 2003; Douglas-Helders et al., 2003; Crosbie et
al., 2005; Dykova et al., 2005). | et PCR forstudium der potensielle reservoar ble undersgkt, ble
22 organismer, 27 sedimentprgver og 20 lakselus (Lepeophtheirus salmonis) testet ved PCR
(Nowak et al., 2010). | dette studiet ble bare ryggskjoldet til lakselusa funnet PCR-positiv for P.
perurans.

Malet med dette studiet var a identifisere reservoarer eller oppholdssteder for P. perurans i
det marine miljg og foresla tiltak for a hindre spredning av P. perurans og utbrudd av AGD. Det
ble samlet inn prgver pa og neer anlegg med AGD eller AGD-historikk som alle ble analysert ved
Real-time PCR.
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1.2 Prosjektets omfang

Prosjektstart: august 2014. | tillegg ble det sikret prgver fra et anlegg i mai 2014 som ogsa gikk
inn i prgvematerialet (innspill 34-2014 til FHF).
Prosjektslutt: november 2016

De fire arbeidspakkene i prosjektet:
. Arbeidspakke 1:
Analysere prgvematerialet fra anleggene i FHF-prosjekt 900721 og fra FHF-innspill
34-2014.

. Arbeidspakke 2:
Prgveuttak pa eller nzer anlegg med AGD-sykdom pa laks eller historikk.

. Arbeidspakke 3:
| laboratoriet - undersgke fettavsiv fra AGD-laks for tilstedeveaerelse og fettaffinitet
for P. perurans.

. Arbeidspakke 4:
Rapportering og vitenskapelig publisering

1.3 Prosjektorganisering

Prosjektgruppen: Anne Stene, Vidar Aspehaug og Audny Hellebg (prosjektleder).
Styringsgruppen: Olav Breck (Marine Harvest), Arne Guttvik (Salmar) og Bjarne Reinert (Lergy).
Ansvarlig hos FHF: Merete Bjgrgan Schrgder

1.4 Prosjektets effektmal

@nsket effektmal med prosjektet er & identifisere P. perurans i det marine miljg og slik bidra til
kunnskap for a redusere spredning av amgbe og forekomst av AGD. Dersom man kjenner
introduksjonsveier for amgben sa kan man sette inn tiltak for a forhindre spredning.
Sykdommen gir betydelige pkonomiske tap for akvakulturnzeringen og ny kunnskap kan bidra
til redusert tap og bedre fiskevelferd. Eksempel pa slike tiltak kan vaere behandling tidlig i
sykdomsforlgpet og vise varsomhet ved import og gjenbruk av rensefisk.

1.5 Prosjektets resultatmal

e Innhente prgvemateriale

e Analysere prgvematerialet ved Real-Time PCR

e Systematisering av prgvesvar, rapportering og publisering

e Undersgke fettlekkasje fra AGD-d@d laks og vurdere fettaffinitet for amgben
e Sekvensering av positive prgver

e Anbefaling av tiltak
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2 MATERIALE OG METODE

2.1 Valg av forskningsmetode

For a bekrefte eller avkrefte tilstedevaerelse av arvestoff fra amgben P. perurans ble
analysemetoden Real-Time (RT)-PCR benyttet. PatoGen Analyse AS (Larsgardsveien 4, 6009
Alesund) utfgrte alle analysene. PatoGen er akkreditert etter den internasjonale standarden
ISO17025 for a utfgre slike analyser for pavisning av fiskepatogene agens. Videre i rapporten
blir Real-Time (RT)-PCR omtalt som PCR.

2.2 Gjennomfg@ring av prosjektet

2.2.1 Prgveuttakssteder

Det ble samlet prgver fra tre steder (Tabell 2.1). Pa anlegg 2 ble prgver samlet inn to ganger
(under og etter utbrudd). Lokalitetene ble valgt ut pa bakgrunn av regelmessig screening for
tilstedeveerelse av amgbearvestoff.

2.2.2 Prgvetakingen

For @ minimere risikoen for kontaminering, ble prgver vurdert som hgyrisiko (mest sannsynlig
positiv) arbeidet med til sist (eks. laks). Pinsetter ble satt i glass med 10% klorin i minimum 1
min dersom det ble behov for a gjenbruke utstyret.

e Begroingsorganismer blir her definert som de fastsittende og bevegelige marine
dyrene som ble samlet for hand pa merder, tauverk og konstruksjoner eller i
strandsonen. Pa holmen (2. prgveuttak) ble prgvene samlet inn fra strandkanten til
nedre strandsone, og dykkere samlet bunndyr pa 15m dyp. Malet var a samle 20
individer av hver organisme pa de tre fgrste prgveuttakene. Pa det fjerde prgveuttaket
forspkte vi a finne 60 av hver av de organismene som var positive pa det tredje
prgveuttaket. Pa grunn av varierende mengde individ tilstede ble ikke alltid gnsket
antall prgver oppnadd. Fra hver organisme ble en vevsbit p&d 2 mm3fiksert i rgr
forhandsfylt med RNAlater® (Qiagen, 76104). Vevet var enten (1) gjeller, (2) munn, (3)
polypper eller (4) fordgyelsessystemet eller tarmer etter denne
prioriteringsrekkefglgen og utfra hvilken organisme en tok prgve av. Fra noen arter ble
flere vevsbiter tatt ut (feks. krakebolle — her ble det tatt prgve fra tarm, gonade og
radial nerve). Rgrene med vevsbiter ble lagret i 24t ved 4°C fgr de ble fryst ned pa -
20°C og oppbevart der frem til analyse.

e Biofilmprgver ble tatt fra anleggsbat, tau og konstruksjoner med ESwab kit med Liquid
Amies medium (480C; Copan). Det ble tatt 3 parallelle prgver naer hverandre fra hvert
sted. Biofilmprgver fra glatte overflater ble fgrst tatt med ett skalpellblad og overfgrt
til svaberen, som sa ble overfgrt til mediet. Pa ujevne overflater (f.eks. tau) ble
svaberen brukt direkte. Prgvene ble oppbevart ved 4°C fgr de innen 2 dager ble renset
for nukleinsyrer.

e Sjgvann ble hentet med en vannhenter (Niskin 5I; KC-Danmark AS) pa Om, 5m og 15m
dybde. Sjgvannet ble oppbevart pa is inntil ett dggn frem til videre analyse. Pa
laboratoriet ble vannet filtrert giennom 0,45 um filter (GN-6, Pall). Filteret ble s3 lagt i
en petriskal og tilsatt 2 ml QlAzol® fgr inkubering i 10-15 min ved romtemperatur.
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Filteret ble skrapt med ett skalpellblad og 820 ul av veesken med avskrap ble overfgrt
til et nytt rgr. En liten bit av filteret ble skaret ut og lagt i vaesken og alt ble lagret ved -
20°C frem til analyse. Vann ble ikke hentet fra fgrste prgveuttak.

e Plankton ble tatt ved horisontalt trekk pa 20 cm dyp bade med 20 um og 100 um
maskestg@rrelse (Fybikon A/S). To trekk ble utfgrt for hver maskestgrrelse. Planktonet
ble overfgrt til 50ml rgr og oppbevart pa is frem til laboratoriet hvor det ble filtrert
gjennom 0,45 um filter (GN-6, PALL) og behandlet videre som vannprgvene.

e Sedimentprgve ble tatt med en van Veen grab (250cm2, KC-Denmark AS) nzert inntil og
dersom mulig nedstrgms for anlegget. Tre parallelle sedimentprgver ble tatt pa hvert
preveuttak, overfgrt til transportbeholder og holdt pa is frem til laboratoriet. | avtrekk
ble 2 mm? av topplaget inkubert med 750 pl QIAzol® i 10-15 min for deretter & bli
lagret ved -20°C frem til analyse.

e Fisk ble avlivet med en dgdelig dose bedgvelsesmiddel (Benzoak Vet, ACD
Pharmaceuticals AS). Fra hver fisk, ble gjelleprgver pa 2 mm?3 tatt fra andre gjellebue
(venstreside, i benden mellom gvre og midtre del) og overfgrt til rgr forhandsfylt med
RNAlater®. Rgrene ble lagret 24 t ved 4°C fgr de ble fryst og lagret ved -20°C frem til
analyse. Gjellene ble scoret fra 0 til 5 etter Taylor et al. (2009).

o Vill fisk. En dag f@r prgveuttak ble teiner eller ruser satt ut 200 m fra
prgvetakingsstedet. Sei ble fanget med hav etter at fiskefor ble kastet i sjgen
utenfor merdene.

o Rensefisk fra merd. Hvis mulig ble teiner satt i merd fgr prgveuttak. | tillegg ble
rensefisk samlet fra dgdfiskhaven.

o Laks. Prevalensen av P. perurans i anleggene pa prgveuttak ble regnet ut fra
analyser av 20 tilfeldige laks. Laksen ble fanget som seien. Prgveuttakene og
besgk av fiskehelsetjeneste var koordinert for @ minimere tap av laks.

o Torsk i merd. Pa fgrste prgveuttak ble tre torsk fanget i merd med hav.

o Lakselus ble fjernet fra laksen med et skalpellblad og overfgrt til 50ml rgr med sjgvann.
Etter 30 minutter ble lusa overfgrt til rér med RNAlater® og lagret i 24 t ved 4°C, sa
fryst ved -20°C og oppbevart fryst frem til analyse.

2.2.3 Amgbe og affinitet for fettfilm

Fettvev (abdominal og pylorus) og gjeller ble skaret ut fra seks dgde fisker («ferske») fra
oppdrettsanlegg med AGD diagnose. Vev fra to fisker ble lagt i samme begerglass, tilsatt sterilt
sjgvann og oppbevart ved +5 og +12 °C. Etter ett dggn og tre dggn ble det tatt ut 70 ul prgve
fra fettet pa toppen av vannsgylen og vann under overflatefettet. Prgvene ble tilsatt 750 pl
Qiazol® og inkubert i 10-15 min for deretter a lagres ved -20°C frem til analyse.

2.2.4 Makrell

I midten/slutten av september 2015 ble 35 makrell fisket i 1) Sykkylvsfjorden, en arm av
Storfjorden uten oppdrett av laks, og 2) utenfor et anlegg pa Sunnmgrskysten (Tabell 2.2).
Makrellen ble avlivet med slag mot hode/nakke. Hodene ble skaret av bak sidefinnen, lagt i
plastikkposer, oppbevart i isoporboks med kjpleelement og transportert til laboratoriet. Ved
mottak av makrellen neste dag ble gjelleprgver tatt ut som beskrevet tidligere for fisk.
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Anlegg 1
1. prgveuttak

Holme?
2. prgveuttak

Tabell 2.1 Informasjon om de tre prgveuttaksstedene og de fire prgveuttakene i prosjektet.

Anlegg 2

3. prgveuttak

4. prgveuttak

Fylke Mgre & Romsdal Mgre & Romsdal Sogn & Fjordane
Pa naboanleggene:
Smolt satt ut i sjg Hgst 2012 1< Juli 2014 Var 2014
2% Juni 2014
Tidspunkt prgveuttak Mai 2014 September 2014 November 2014 Mai 2015
. P3 naboanleggene:
Snittvekt laks 7 kg 0.25 - 0.35 kg 1kg 4 kg
Ja, AGD diagnose
pa laks November
.2013 b_ade pa Laks pa
histologi® og PCR naboanleggene:
Tidligere P. perurans (28/29 positive Ct 1: Ja (se Anlegg 1') Nei Ja, AGD-utbrudd
historikk hos laks 14.6-31.9) 2 Nei (nyetabert november 2014
Feb 2014: 0/10 ’ anlegg)
PCR-positive
April 2014: 0/4
PCR-positive

Analyser pa rensefisk

for prgvetaking

Ja, pa berggylte:
Feb 2014: 8/10
positive
Ct17-28
Aprl 2014:7/20
positive
Ct 22-36

Tilleggsinformasjon

Laksen ble
utslaktet pa
tidspunktet for
prgveuttak og
anlegget ble
brakklagt frem til
juli

Det ble ogsa
gjennom fgrt dykk
for a samle
bunnlevende dyr
ved holmen

Anlegget var
lokalisert i et
omrade der P.
perurans ikke
tidligere hadde
veert pavist ved
PCR (og AGD ved

Laks pa
naboanleggene ble
samtidig infisert

histologi). med P. perurans Anlegget hadde Samlet prgver
. sent i august 2014 AGD-utbrudd fra de
Laks pa anlegget (bekreftet bade a laks artene/grupper
Bakgrunn for testet positivt for P . sfupp
. med PCR og (bekreftet bade av arter som
prgvetaking P. perurans ved . . s
. histologi). med PCR og testet positivt
PCR i november . .
2013 og var sa histologi fra 3.
g Det hadde ikke veert positiv) prgveuttak

negative pa de to
etterfglgende
testingene.

Rensefisken pa
anlegget var
positive pa disse
testene (se over).

laks i omradet siden
mai 2014 da Anlegg
1 ble brakklagt.

2 Histologi utfgrt av Veterinarinstituttet.

® Holmen 1& mellom to infiserte anlegg.

¢ Dette naboanlegget er det samme som Anlegg 1 (1. prgveuttak) og var lokalisert 2,8 km unna holmen.
d Dette naboanlegget 14 0,15 km unna holmen.
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Tabell 2.2 Informasjon om de to prgveuttaksstedene for makrell i prosjektet

Nzermeste oppdrettsanlegg for laks i
Fangst- si9
Sted Fylke Dato metode avstand | PCR status laks
. Mgre og .
Sykkylvsfjorden Romsdal 17.09.2015 stang 7 km PCR negativ
4/19 PCR positive (10/9-
Sunnmgrskysten Mare og 23.09.2015 hekle 1km 15),
¥ Romsdal e (Ct: 19,4 21,3, 24,4 og
36,4)

2.2.5 Real-Time RT-PCR

70 ul cellesupernatant og fettavsiv ble tilsatt 750 pl QlAzol® (Qiagen, 79306) og inkubert i 10
min ved romtemperatur. Prgvene ble sa oppbevart ved -20°C frem til rensing av RNA og
utfgring av Real-Time RT-PCR i henhold til PatoGen Analyses metoder.

RNA ble renset fra prgver pa RNAlater og Real-Time RT-PCR ble utfgrt i henhold til PatoGen
Analyses akkrediterte metode for SAV pavisning og den lisensierte metoden for pavisning av
PMCV.

2.2.6 Sekvensering

Positive prgver ved Real-Time RT-PCR ble sekvensert. Forskjellige primere for P. perurans ble
undersgkt ved PCR for a vurdere hvilke som skulle brukes i sekvensering. Primerne som gav
best PCR-produkt for ulike typer prgver ble valgt til sekvensering. Det var primere for 18S rRNA
genet med annealingstemperatur pa 54°C som ble valgt ut:

Primersekvens 5’: ACCTGGTTGATCCTGCCAG (Erib1F, (Barta et al., 1997))

Primersekvens 3’: CAAGAATTTCACCTCTGACAATGA (NeoEKR2, (Karlsbakk et al., 2013))
Sekvenseringsprodukt ble sendt til Sekvenslaboratoriet i Bergen for analysering. Sekvenser ble
undersgkt med spkemotoren BLAST (National Center for Biotechnology Information). 18S
sekvensene av P. perurans ble sammenlignet med Vector NTI Advance (Invitrogen).
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3 RESULTAT

3.1 Anlegg 1 - 1. prgveuttak — Mai 2014

Prgveuttaket ble giennomfgrt pa et anlegg der rensefisk (her: berggylt) var PCR-positiv for P.
perurans etter at laks var blitt negativ (Tabell 2.1). Totalt ble 288 prgver samlet inn. Av disse
ble 19 ulike begroingsorganismer, plankton, biofilm og sedimentprgver analysert. Alle disse var
PCR negative for P. perurans (Tabell 3.1, 3.2 og 3.3). Torsk i merd og rognkjeksyngel utenfor
merd testet ogsa negativt for P. perurans (Tabell 3.2).

3.2 Holme - 2. prgveuttak — September 2014

Organismer ble samlet fra en holme lokalisert mellom to anlegg som samtidig fikk pavist AGD
pa laks. Av de 241 prgvene derav 25 ulike organismer (inkludert bunndyr) sa var ingen PCR-
positive for amgben (Tabell 3.1). Av de 42 fiskene fanget i teine naer holmen sa var alle PCR-
negative (Tabell 3.2). Vann, plankton og sedimentprgver var ogsa negative for P. perurans ved
PCR (Tabell 3.3).

3.3 Anlegg 2 - 3. prgveuttak — November 2014

Laks pa anlegget hadde AGD-utbrudd under prgveuttaket. Alle gjelleprgver fra laks var PCR-
positiv med Ct-verdier fra 11,7-23,2 (Tabell 3.2) og gjellescore fra 2,5-4. Begroingsorganismer
som mosdyr, sjgpung, siganemoner og noen hydroider, blaskjell og nakensnegler var ogsa PCR
positiv for amgben (Tabell 3.1). Ikke alle individ fra samme klasse eller art var positive og ingen
av dem hadde Ct-verdier under 22.

Tre rensefisk i merd (her: rognkjeks) var PCR positive med en Ct-verdi pa 13,4-19 (Tabell 3.2).
De hadde noe lysere farge pa gjellene men ikke slimflekker pa gjellefilamentene. PCR-positiv
sei hadde hgye Ct-verdier (> 22). Fem arter (ulke, paddetorsk, berggylt, grenngylt og bergnebb)
ble tatt i teine. Berggylten hadde lysere farge pa gjellene og slimflekker noe som ofte er
assosiert med P. perurans infeksjon pa laks og berggylten var ogsa PCR positiv med Ct-verdi pa
20,7. Grgnngylten og paddetorsken hadde Ct-verdier pa henholdsvis 15,1 og 16,1 men ingen av
dem hadde visuelle endringer pa gjellene. Ti lakselus ble tatt fra laks og alle var negative for P.
perurans (data ikke vist).

Alle vann og planktonprgver og noen biofilmprgver var PCR positive for P. perurans (Tabell
3.3). Vannprgvene viste Ct-verdier pa >22. Planktonprgvene samlet med 25 um maskestgrrelse
viste lavere Ct-verdier (mer amgbe) enn planktonprgver fra maskestgrrelse 100 um. P.
perurans ble ogsa funnet i 4 av 26 biofilmprgver med Ct-verdier fra >26 og bare i en av tre
parallelle prgver (data ikke vist). Amgben ble ikke pavist ved PCR i sediment (Tabell 3.3).

3.4 Anlegg 2 - 4. prgveuttak — Mai 2015

Det ble samlet prgver fra Anlegg 2 pa nytt etter at laksen var PCR-negativ for amgben. Na var
fokus pa a samle de organismene som var positive i forrige prgveuttak. Det ble samlet 238
prgver fra 12 arter. Alle prgvene var negative, med unntak av en rensefisk (her: rognkjeks) i
merd (Tabell 3.1, 3.2 og 3.3). Lakselus (31 stk) tatt fra laks var ogsa negative.
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Tabell 3.1 Pavisning av P. perurans ved PCR i begroingsorganismer og bunndyr. Familienavn, latinsk navn (kursiv),
artsnavn, familie, rekke, klasse eller fylum (uthevet) er oppgitt. Brgken viser hvor mange positive prgver det er av totalt

antall prgver. For positive prgver er nedre og gvre Ct-verdi oppgitt. (Ct=threshold cycle, ND=not detected)

Anlegg 1 Holme Anlegg 2
1. prgveuttak 2. prgveuttak 3. prgveuttak 4. prgveuttak
+/no Ct +/no Ct +/no Ct +/no Ct
Annelida (leddormer) 0/16 ND | 0/12 ND 0/1 ND
Polychaeta (flerbgrstemark) 0/16 ND 0/12 ND 0/1 ND
Arthropoda (leddyr) 0/49 ND | 0/38 ND 0/14 ND 0/1 ND
Malacostraca (storkreps)
Amphipoda (tanglopper) 0/20 ND 0/5 ND
Cancer pagurus (taskekrabbe) 0/5 ND
Caprella spp. (spgkelseskreps) 0/9 ND
Carcinus maenas (strandkrabbe) 0/24 ND
Idotea spp. (isopod) 0/6 ND 0/1 ND
Munida sp. (langfingerkreps) 0/1 ND
Paguriodea (eremittkreps) 0/1 ND 0/3 ND
Maxillopoda
Semibalanus balanoides (rur) 0/20 ND 0/2 ND
Pycnogonida (sjgedderkopp) 0/2 ND 0/2 ND
Bryozoa (mosdyr) 0/5 ND 0/10 ND 3/10 27.1- 0/20 ND
Chordata (ryggstrengdyr) 0/44 ND | 0/25 ND 2/19 24.2 - 0/56 ND
Ascidiacea (sjppung)
Botryllus spp. (kolonisekkedyr) 0/20 ND
Ciona sp. (sjpung) 0/24 ND | 0/25 ND | 2/19 242-294 | 0/56 ND
Cnidaria (nesledyr) 0/21 0/8 ND 10/51 23.4 - 0/74 ND
Anthozoa (koralldyr)
Alconyium sp.(dgdmannshand) 0/8 ND
Actiniaria (sjganemoner/sjgroser) 2/26 23.4-28.7 | 0/37 ND
Hydrozoa (hydroider)
Hydroides spp. 0/34 ND
Obelia geniculata (bjellehydroide) 3/5 26-28.4 0/3 ND
Tubularia spp. 0/20 ND 5/18  25.2-29.8
Scyphozoa (stormaneter) 0/1 ND 0/2 ND
Ctenophora (ribbemanet) 0/21 ND
Echinodermata (pigghuder) 0/29 ND | 0/48 ND 0/1 ND
Asteroidea (sjgstjerner) 0/1 ND
Asterias rubens (korstroll) 0/2 ND
Crossaster papposus (piggsolstjerne) 0/3 ND
Crinoidea (sjgliljer)
Antedon sp. (fjeerstjerner) 0/2 ND
Echinoidea (krakebolle) 0/29 ND 0/29 ND
Ophiuroidea (slangestjerner) 0/12 ND
Mollusca (blgtdyr) 0/71 ND 0/90 ND 5/49 22.1- 0/49 ND
Bivalvia (muslinger)
Anomia ephippium (sadelskjell) 0/20 ND
Hiatella arctica (steinboreskjell) 0/20 ND 0/6 ND 0/4 ND
Mytilus edulis (blaskjell) 0/21 ND 4/36 22.1- 0/49 ND
Pecten spp. (kamskjell) 0/31 ND
Gastropoda (snegler)
Gibbula spp. (kjeglesnegl) 0/10 ND
Littorina spp. (strandsnegl) 0/6 ND 0/10 ND
Nassarius sp. (nettsnegl) 0/3 ND
Nucella spp. (purpursnegle) 0/4 ND 0/10 ND
Nudibranchia (nakensnegler) 1/9 31.6
Patella spp. (albuesnegle) 0/15 ND
Trivia spp. (kaffebgnne)
Valvata spp. (fjieergjellesnegle) 0/5 ND
Nemertea (slimormer) 0/15 ND 0/1 ND
Porifera (svamp) 0/17 ND 0/9 ND
Totalt antall prgver 288 241 145 200
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Tabell 3.2 Pavisning av P. perurans ved PCR i fiskeprgver. Prgver fra fisk er delt i ulike grupper i forhold til hvor de
ble fanget. Familienavn, latinsknavn (kursiv) og artsnavn er oppgitt. For hver gruppe og prgveuttakingssted er
totalt antall fisk oppgitt. Brgken viser hvor mange positive prgver det er av totalt antall prgver. For positive prgver
er nedre og gvre Ct-verdi oppgitt. (Ct=threshold cycle, ND=not detected)

Anlegg 1 Holme Anlegg 2
1. prgveuttak 2. 3. prgveuttak 4. prgveuttak
+/no Ct +/no Ct | +/no Ct +/no  Ct

Fisk i anlegg 0/23 ND - 23/23 11.7-23.2 1/31 25
Laksefamilien (prevalens referanse)

Salmo salar (Atlantisk laks) 0/20 ND 20/20 11.7-23.2 0/20 ND
Rognkjeks og ringbukfamilien

Cyclopterus lumpus (rognkjeks) 0/0 - 3/3 13.4-19 1/11 25
Torskefamilien

Gadus morhua (Atlantic torsk) 0/3 ND
Fisk utenfor anlegg 0/12 ND - 3/13 22-34.2 0/16 ND
Rognkjeks og ringbukfamilien

Cyclopterus lumpus (rognkjeks) 0/12 ND
Torskefamilien

Pollachius virens (sei) 3/13 22-34.2 0/16 ND
Villfisk fra teine 200m fra anlegg 0/0 - 0/42 ND | 8/23 15.1-353 | 0/11 ND
Ulkefamilien

Myoxocephalus Scorpius (ulke) 0/1 ND
Torskefamilien

Gadhus morhua (torsk) 0/5 ND

Raniceps raninus (paddetorsk) 1/1 16.1
Leppefiskfamilien

Ctenolabrus rupestris (bergnebb) 0/20 ND | 5/19 23.2-35.3 0/8 ND

Labrus bergylta (berggylt) 0/1 ND 1/1 20.7°

Labrus bimaculatus (rgdnebb) 0/2 ND

Symphodus melops (grénngylt) 0/15 ND 1/1 15.1
Tangsprellfamilien

Phois gunnellus (tangsprell) 0/1 ND 0/1 ND
Totalt antall prgver 38 42 59 58

@ patologiske endringer ofte assosiert med P. perurans infeksjon

Tabell 3.3 Pavisning av P. perurans ved PCR i prgver fra vann, plankton, biofilm og sediment. Brgken viser hvor
mange positive prgver det er av totalt antall prgver. For positive prgver er nedre og gvre Ct-verdi oppgitt.
(Ct=threshold cycle, ND=not detected)

Anlegg 1 Holme Anlegg 2
1. prgveuttak 2. prgveuttak 3. pr@veuttak 4. prgveuttak
Sample Dybde IVI'engde Ct Mengde Ct IV!engde Ct
filtrert filtrert filtrert
Vann Om - 11 ND 71 26 3,51 ND
5m - 11 ND 451 22 351 ND
15m - 11 ND 351 24.4 351 ND
Pore- Mengde Mengde Mengde Mengde
stgrrelse filtrert ct filtrert a filtrert a filtrert a
Plankton 20 um - - 44000 | 19-20.7 | 44000I ND
100 pm 62800 | ND 62 800 | ND 628001 25.7-31.6 | 628001I ND
Dybde +/no Ct +/no Ct +/no Ct
Biofilm 0-0.1m 0/24 ND - 4/26 26.2-34.8 0/18 ND
Dybde Ct Dybde Ct Dybde Ct Dybde Ct
Sediment 50 m ND 15m ND 120 m ND 120 m ND

20



3.5 Sekvensering

Alle prgver som var PCR-positive for P. perurans ble 18S rRNA sekvensert. Sekvenserings-
resultatet viste at det bare var de PCR-positive prgvene som hadde hatt Ct-verdi <19 som gav
treff for amgben ved BLAST-sgk. De PCR-positive pr@gvene med sa lave Ct-verdier var laks,
paddetorsk, rognkjeks og grenngylt. 18S sekvensene fra disse var like (data ikke vist), noe som
betyr at genmaterialet fra amgben var identisk hos de ulike artene. De PCR-positive prgvene
med hgyere Ct-verdi fikk treff pa eget 18S gen.

3.6 Amgbe og affinitet for fettfilm

Gjeller og fettvev fra seks dgde fisker fra anlegg med AGD ble fordelt i tre grupper. Gjellevevet
fra alle fiskene var positive for P. perurans. Etter ett dggns inkubasjon ble fettavsivet pa
toppen av vannsgylen og vann analysert. Hverken fettavsivet eller vannet var positive for P.
perurans (Tabell 3.4). Siden P. perurans ikke ble detektert ble ikke prgvene som var tatt av
etter tre dggn analysert.

Tabell 3.4 Pavisning av P. perurans ved PCR i laksegjeller, vann- og fettprgver fra fettaffinitetsforsgket i
laboratorium. Ct-verdier for P. perurans fra hver av de seks fiskene i gjelleprgvene er oppgitt. Etter ett dggns
inkubasjon ble fett fra toppen av vannsgylen og vann undersgkt ved Real-Timer RT-PCR.

C.t-verdner P. perurans Gruppe °C va?- Ct-verdier P. perurans
gjeller material
, Fett ND
Fisk 1 23,8 5
1 Vann ND
, Fett ND
Fisk 2 22,2 12
Vann ND
, Fett ND
Fisk 3 26,3 5
) Vann ND
, Fett ND
Fisk 4 26,7 12
Vann ND
Fisk 5 20,1 5 Fett ND
'S ! 3 Vann ND
Fisk 6 243 12 Fett ND
'S ! Vann ND

3.7 Makrell

Makrell fra Sykkylvsfjorden uten oppdrettsaktivitet og utenfor et anlegg pa Sunnmgrskysten
ble fisket og gjelleprgver ble fiksert og analysert. Av de 35 prgvene fra hvert sted, var det en P.
perurans PCR-positiv makrell. Denne makrellen var av de som ble fisket i Sykkylvsfjorden uten
oppdrett og Ct-verdien var pa 29,4.
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4 DISKUSJON

Fokus i prosjektet har veert pa a identifisere P. perurans uavhengig av infeksjonsstatus hos laks.
Mer enn 1200 prgver har blitt samlet inn pa eller ved anlegg med AGD eller AGD historikk og
analysert for tilstedeveerelse av P. perurans ved PCR. Flere begroingsarter og fisk ble funnet
PCR-positive for P. perurans pa anlegg med AGD utbrudd, men ikke etter at laksen var negativ.
Det var bare hos rensefisk (her: berggylt og rognkjeks) at amgben ble pavist nar laksen var
PCR-negativ. Sjgvann og mobile organismer som var PCR-positive kan spille en rolle i
introdusering og transmisjon mellom nzerliggende anlegg under AGD utbrudd.

De P. perurans-positive begroingsorganismene filtrerte vann eller spiste partikler. De var
positive nar det var hgy amgbekonsentrasjon i vannet. Ingen var positive nar vannprgvene var
negative og nar det ikke var utbrudd av AGD pa laksen i anlegget. Disse begroingsorganismene
er dermed trolig ikke langtidsreservoarer der amgben kan oppholde seg over en lengre
periode og pa denne maten infisere nye individer etter brakklegging. Rolin et al. (2016) fant
reduksjon i antall amgber i eksperimentelt forsgk med blaskjell og foreslo at skjellene beitet pa
amgben. | var studie ble ikke alle vannfiltrerende individ av samme art funnet PCR-positive
(Tabell 3.1). Det er mulig at de PCR-negative individene har fordgyd og destruert arvestoffet til
amgben.

Gjelleprgver fra sei og bergnebb var ogsa positive bare nar det var hgyt smittepress i vannet.
Disse artene hadde ikke noen kliniske tegn pa AGD og hadde Ct-verdier fra 22 til 35.
Vannprgvene hadde Ct-verdi fra 22 til 26. Det er derfor sannsynlig at analysen kan bli positiv
pa grunn av at store mengder sjgvann med amgbe fgres over gjellelamellene og at amgbene
akkumuleres her. Utenfor oppdrettsanlegg finnes det sei i store mengder og de migrerer
mellom oppdrettsanlegg (Uglem et al., 2009). Sei kan derfor veere passive baerere og bidra til
smitteoverfgring mellom anlegg nar infeksjonspresset er hgyt. Bergnebb blir, som flere andre
rensefisker, fanget i perioden juni til oktober og satt ut i merd for a fa bukt med lakselus. De
kan dermed bidra med smittespredning hvis de er baerere av infektive amgber.

Gjelleprgvene fra paddetorsk og grenngylt hadde Ct-verdier pa henholdsvis 16 og 15. Dette var
mye lavere enn de andre positive prgvene i denne studien (med unntak av laks (Ct-verdi fra 11
til 23)). Paddetorsk er vanlig bifangst under fangst av leppefisk (Havforskningsinstituttet,
2014). Begge artene er stasjonaere, rent marine og unngar de laveste temperaturene om
vinteren. De kan derfor vaere potensielle verter for amgben om vinteren. De lave Ct-verdiene
kan indikere at disse artene kan spille en rolle i introduksjon avamgben.

En makrell av trettifem undersgkte ble funnet positiv for amgben med Ct-verdi pa 29,4.
Makrellen ble fanget i fjordarm uten oppdrettsaktivitet, og de naermeste anleggene i
naerliggende fjord var negative for amgben pa tidspunktet. Det ble ogsa undersgkt 35 makrell
utenfor anlegg med AGD, ingen av disse ble funnet PCR-positive. Store mengder makrell gar
inn i fiordene pa sensommer/hgst, og dersom makrellen er baerer avamgben kan de spille en
rolle i introduksjon av amgbe. Makrellen kan vaere en nyttig vektor siden den trives best i
temperaturer over 6-7°C. De siste 7 arene har makrellens utbredelsesomrade ekspandert og
Norge har i dag en stor makrellbestand og utbredelse. Den aller sterkeste arsklassen for
nordgstatlantisk makrell var i 2006, som ogsa var det fgrste aret P. perurans ble oppdaget i
Norge.
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To ganger i dette studiet har rensefisk i merd vaert PCR-positiv nar laks pa anlegg var negativ.
Laksen hadde veert positiv fgr vinteren, men ble negativ ved lave sjgtemperaturer. | det ene
tilfellet (i forkant av fgrste prgveuttak) var det berggylt og i det andre tilfellet (siste
prgveuttak) rognkjeks. Det var ogsa en villfanget berggylt pa tredje prgveuttak som var PCR-
positiv og som ogsa hadde kliniske tegn forenelig med AGD. Det har tidligere vaert vist at bade
berggylt og rognkjeks kan utvikle AGD (Karlsbakk et al., 2013; Oldham et al., 2016). Disse
artene er mye brukt til kontroll av lakselus. Muligheten for at positiv rensefisk i merd kan
reinfisere laks pa anlegg, eller bidra til spredning av amgben dersom rensefisk blir gjenbrukt,
bgr undersgkes neermere. Paddetorsk, granngylt, berggylt, rognkjeks, bergnebb er alle aktuelle
som reservoar for amgben. Det bgr derfor gjgres et stgrre studium pa flere av artene for 3
konstatere om amgben kan overfgres til laks. Fgrst da er det mulig a identifisere hvilken rolle
disse artene spiller i spredning av AGD.

Prgver av plankton og vann fra ulike dybder var PCR-positive nar laksen i oppdrettsanlegget
hadde AGD-utbrudd. Disse resultatene sier noe om risikoen for horisontal smittespredning av
amgber mellom anlegg med vannstrgmmen. Mikroorganismer som gir sykdom i norsk
oppdrett er primaert overfgrt til naive populasjoner med vannkontakt, spesielt i perioder med
hgyt infeksjonspress (Stene et al., 2014). | dag starter de fleste lakseoppdrettere behandling
mot AGD basert pa gjellescore etter Taylor et al. (2009). Derfor blir behandling fgrst iverksatt
nar laksen allerede har hatt mulighet til a spre amgben i vannmassene.

I henhold til Wright et al. (2015) sa oppholder amgben seg i de gvre vannmasser i anlegg. | vart
studium ble vann fra Om, 5m og 15m dyp analysert, og amgben ble pavist pa alle dybdene
under AGD-utbrudd. Fettet som lekker fra dgdfisk og som legger seg som en fettfilm pa
vannoverflaten kan inneholde patogene laksevirus (Stene et al., 2016). Det var ikke hold for at
amgben sgkte mot eller fantes i fetthinnen, og det var mer amgbe pa 5 og 15m dyp enn ved
overflaten. Et studium for a se pa fordeling av P. perurans i vannsgylen samt
spredningspotensial fra anlegg under AGD-utbrudd vil kunne gi mer kunnskap om dette.

En utfordring i dette studiet har veert mangfoldet av organismer og at mange av prgvene har
vaert negative. Det er mulig at sensitiviteten pa analysen for noen prgver har veert lavere enn
forventet pa grunn av f.eks. PCR inhibitorer. Hemming av PCR kan omgas pa flere mater
(Bessetti, 2007). Rensemetoden for nukleinsyrer, valg av polymerase og additiver skulle helst
vaert optimalisert for alle prgvene. | dette studiet var det ikke praktisk mulig a optimalisere
metoden for hver art og vevstype, men vi hadde innledende testrunder der vi vurderte ulike
rensemetoder. Videre har vi brukt velkjente kommersielle kit med effektive all-round
polymeraser. Vi spiket (inkluderte en endogen positiv kontroll for & kunne oppdage PCR
hemming) men pa grunn av varierende resultat (f.eks. negativ PCR pa spiking men positiv PCR
pa amgbe) sa vi bort fra resultatene av spikingen og verifiserte heller tilstedevaerelse av
nukleinsyrer. Prgvestgrrelse og valg av vev kan ogsa ha pavirket resultatet. Til tross for
utfordringene fikk vi positive prgver, noe som indikerer at deteksjonsmetoden fungerte godt.

Patogene laksevirus er blitt funnet i fett pa overflate som lekker fra dgdfisk (Stene et al., 2016).
Det ble derfor undersgkt hvorvidt P. perurans hadde affinitet for fetthinne pa overflaten i et
laboratorieforsgk. Noen affinitet for fett for amgben ble ikke funnet siden amgben ikke ble
pavist i fettavsivet. Gjelleprgvene fra laks viste at amgbe var tilstede, men snitt av Ct-verdiene
var pa 23,9, noe som betyr at det ikke var veldig mye amgbe pa gjellene. Det ble heller ikke
pavist amgbe i vannet. Vannkvaliteten i begerglassene var trolig suboptimal for P. perurans,
som trives pa laksegjeller med god vanngjennomstrgmming.
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5 KONKLUSJON

Vare resultater indikerer at begroingsorganismer ikke er et langtidsreservoar for P. perurans.
Sjgvann og plankton kan transportere amgben vekk fra et anlegg og bidra til smittespredning i
naeromradet. Noen villfisk er sveert mobile (sei og makrell) og kan dermed bidra til transport av
amgber mellom anlegg og introduksjon av amgben. Resultatene indikerer at noen stasjonaere
fiskearter, inkludert arter som benyttes som rensefisk, kan ha betydning for introduksjon av
amgben og reinfisering av oppdrettslaks. Noen marine fiskearter, bade rensefisk og villfisk,
trenger videre undersgkelser for a finne ut om, og i sa fall hvordan, de bidrar i spredning av
AGD. Da prosjektet startet opp var det ikke pavisning av amgbe pa laks ved real-time RT-PCR
om vinteren. De to siste arene har PatoGen hatt pavisning av amgben pa laks gjennom hele
aret i enkelte deler av landet. Likevel har ikke de to siste arene veert preget av flere AGD-
utbrudd. Dette kan ha sammenheng med salinitet- og temperaturforhold. Det er flere
reservoar i dag for amgben, i og med at laksen selv ogsa er blitt et reservoar. | videre arbeid
bgr man se naermere pa hvilke faktorer det er som trigger et AGD-utbrudd.
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