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1. BAGGRUND OG FORMAL

Projektet adresserer tre veterinaere problemstillinger som i dag har stor betydning for akvakulturopdraets-

erhverveti Danmark

Hudlidelser hosegnbuegrreder.

En lang reekke danskiskeopdraet somopdraetterregnbuegrred Qncorhynchus mykig®r gennem deé

seneste &i blevet ramt af erfor Danmarkhidtil ukendt sygdomstilstand, hvor en forholdsvis stor del af an-
lzeggets fisk rammes afvorlige hudforandringer. Hudforandringer giver anledningttiiskene ikke kan

saelges til eks. levende eksport, fiskesger og til de slagterier, hvor fisken forarbejdes med henblik pa videre-
salg med skind pa. De danske dambrugere kalder ofte tilstafd@rNJ ¢ NDRS LJX SGGSNE St S
lidelsen er kendetegnet ved afgraensede rade hudforandringer, der oftest sidder pa fiskens side og bug.

Med baggrund i en medlemsundersggeltdevdet i 2015estimeret,at over30 % afdanske regnbuegrred-
opdraetsanleeg har oplevet problemer med hudlidelserg at hudlidelsesproblemerne for alvor startede i
arene20102012.1 dzZRF2 N} YRNAYISNI A NB Iy o dzSDANBRSNE RSNJ agl N
rede im b p 1 R 3IMMIDISon et al 1985) Europa blev forandringer svarende til de rade pletbartset fra

Sy Sy1Stid 20aSNBI A2y fdsteapy set® SoibfitdnnienC 20@3ckkyeh daShar | £ ™
problemetdesveerrevaeretstigendei store dele aEuropaVed projektets opstartvaii NE I 3Sy GAf RS
L SGGSNE A1 1S T beitaigrofeld liiar fofsidR at pavigetilSanders &R shitsom, atpavise

et evt. agens, klarleegge smitteveje med henblik péaine forebygge, bekeempe og evt. behandle de rade

hudforandringer

Vandkvalitet og mikropartikler

Vandkvaliteten i recirkulerede anlaeg afhaenger af en reekke driftsforhold higseafbelastning og det rela-

tive vandskifte (rhfriskvand pr kg foder tildelt) og anleeggets rensekomponenter er definerende starrelser.
En hgj grad af vandgenanvendelse farer til foragede koncentrationer af affaldsprodukter, herunder kolloid-
partikler, der kke kan fiernes med tromlefiltre pa traditionel vis.

| RASrecirkukret akvakultur systeme$ NJ € F y3d K2 @SRLI NI Sy | F LI NGA{E SN
mikropartikler kan forekomme i et antal pa over 5.000/ml. Affaldsstoffer seimg\Rsalte samt oplasog
partikuleert organisk materiale fremmer bakteriel vaekst i vandfasen, og tilstedeveerelsen af tilgeengelige
overfladearealer pa mikropartiklerne skaber gode betingelser for mikrobiel kolonisation og succession. Den
mikrobielle vandkvalitet er vanskeligatrdere med geengse analyser, men forelgbige undersggelser har

vist at variationen og dynamikken i bakteriel aktivitet i akvakulturvand er vaesentlig starre end de traditio-
nelle kemiske maleparametre. Betydningen af svingende mikrobiologisk vandkvabtetteset ubeskre-

vet, endskent det ma formodes at veere en betydende parameter for savel fiskenes som anleeggets
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performance. Deffiorhgjedefiskedgdelighedsom undertiden observeres pécirkulerede anleeg kan mu-
ligvis tilskrives forhold mellem vandkvalitetjkropartikler og fiskenes immurepertoire, herunder sving-
ninger i disseMed nye analysemetoder til bestemmelse af vandkvalitet i RAS gnskedetet projektat

undersgge betydningen af vandkvalitet (eks. mikropartiklers antal og starrelsesfordbalkigriel aktivitet)

og evt. svingninger i denne pa fiskenes immunforsvespons og performance.

Infektion medBonamia ostreag Limfjorden.

Bonamia ostreaer en parasit, der inficerer gsters. Iseer fladgst@strea eduli®€r modtagelig, og parasit-
infektionen kan hos denne gstersart forarsage sygdom og i sidste ende dgd hos veerten.

Bonamia ostreainfektion er fundet i en lang reekke europeaeiske lande, Canada og USA ateleaiEu-
ropa haft stor negativ betydning for desuropzeiske fladasters, bade i opdreet og i de vilde bestaviie.
offentlige screeningsprogrammer har man gennem mange ar kunnetatigstersbestanden i Limfjorden
har veeret fri for Bonamiinfektionen og Limfjorden hasaledes mange ar kunnet oprethde den meget

eftertragtede Elyodkendte sygdomshstatus forparasitten Dette sendrede sigesveerreda parasitten

blevet fundet ifladgsterspraverindsamlet fra tre lokaliteter i Limfjorden i november 2014. Der blev ikke pa

daveerende tidspunkt observereizdelighed i gstersbestanden.

DenBonamia ostreadrie status i Limfjorden er nu opgivey wryddelseaf Bonamia ostreaer ikke reali-

stisk da parasitten ser ud til at have har etableret sig i dele af Limfjordens vilde bestand af fladgsters. Kon-

sekvenserndor Limfjordens bestande af fladgsters (bade opdreet og vilde gsters) var ved projektet start

stadiguafklaet. Projektetformal har veeret gennerfortsat og @getovervagning aBonamia ostreaéinfek-
tionen iudvalgte omrader Limfijorden,sammenholdt med data om fangster af vilde fladgsters og erfarin-
ger fra opdreaet, at kunne perspektivere parasitten nuveereagdremtidigebetydning for fladgsters i Lim-

fiorden.

Projektetstre konkrete formal:

1 At kunne radgive fiskeopdraettere om hvordan man forebygger og evt. behandler tilstanden, hvor

opdreettede regnbuegrreder rammes af alvorlige hudlidelser, og dermed mindske omkostnghger o

tab i forbindelse med ekstra sortering, mistede eksportmuligheder og kassation.

1 At kunne radgive dambrugere og virksomheder, der driver, udvikler og byggearf®a@ om vand-
kvalitet og mikropartiklers betydning for opdreet af fisk.

1 Atkunne radgive danskestersopdreettere i Limfjorden om betydningenBdnamia ostreaéor

deres nuveaerende og kommende produktionsmuligheder af europaeisk flade€tstreé edulis



2. ORGANISERING

Projektet er gennemfart i periodganuar2016 til september 208 med etsamletbudget pa ca3,6 mio.
kr. Projektet er stattetgennem ordningerreelles indsatser pa akvakultur EHREkuddetfra EHFEidgar
100 % af de budgetterede udgiftait 3.599.913r., hvoraf 75 % midlekommerfra EU, den Europeaeiske

Hav og Fiskerifond, og 25 % nationale midilemmerfra Miljg- og Fadevareministeriet.

Projektet er gennemfart et samarbejde rellem Dansk AkvakultupTUAqua,DTUVet(nu en del af DTU
Aqua) ogKUSUNDmed hjeelp fra praktisererafiskedyrleeger, Aquapri dtere grred- og skaldyrsopdreet-
tere.

DTUVet / KU SUNDar hatt det fagligeansvar for arbejdspakke 1

DTUAqguahar haft detfaglige ansvar for arbejdspakke 2.

DTU Vetharhaft detfaglige ansvar for arbejdspakke 3

3. RESUME AAMRBEJDSPAKKER (AP)

| forbindelse med projelet, er der udfart spgrgeskemaundersgge)sar lang reekkeragvetagninger pa

dambrug smitteforsgg pa DTOg en lang reekke analyser pa DTWKbgl forbindelse med de praktiske
prgvetagninger og spgrgeskemaundersggelsemdet pavist atradpletsyge RMS)i gjeblikketer den hyp-

pigste og mest problematiske hudlidelse i danske grredopdéehnem en lang reekkendersggelseer

det blevetpavist at RMSmed overvejende sandsynlighstlyldesbakterienMidichlorialike organism
(MLO)Detervistawa { dzR@A1f SNJ aA3 YS3IASH tIy3az2yYid | yRSNI F2
kendes halvanden maned efter eksponering for MLO. Laesionerne udvikler sig herefter stadig voldsommere
over den naeste maneds tid, far ophelingsfasen begynder. Ved lavt siylitiein denne periode vare
mangemaneder, og enkelte fisk udvikler aldrig visuelle symptomer.

| danske dambrug er dgirimeertregnbuegrredder udviser RM3nenvi hargennemlaboratorieforsagg

pavist, at baekgrredgalmo truttd ogsa emodtagelig forsygdommendog kun i ringe grad.

Vi har gennemfart en lang reekkarnunologiske undersggelseg herigennensandsynliggjort, airsagen

til regnbuegrredensiudlzesioneved RMS$kyldes erkraftiginflammatoriskreaktionfra fiskens immunsy-

stems side; iseerobserverer vi mange B celler agtistofferi laesionerneDermed kunne immunmodule-

rende stoffer i foderet teenkes at resultere i mildere R ptomer.Sygdommerbehandles normalt ikke

med antibiotikai danske fiskeopdréemen undersggelser under laboratorieforhold halette projektpa-

vistat flere antibiotikatyper kan have en positiv effekt og minddk&le maengden af ML-Bakterier og

reducere meengden af synlige hudforandring®MS angrebne fisk
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Underlaboratorieforhold er detist at regnbuegrredeider har veeret smittet med ML®akterier oggen-
nemgaet klinisk udbrud af RMS med synlige hudforandringer uiétkikler nye hudforandringer ved gen
smitte. Dette forhold bekrzeftes ogsa albservationer fra edang raekke fiskeopdreettere, og denne viden
kanforebyggelsesmaessigtive meget vigtigda dette tyder pa at fiskendvikleren eller anden form for

immunitet modMLGObakterien

Udover de velkendte krav til fiskenes opveekstbetingelser som kontrolleres ved at male ilt, CO2, pH, ammo-
nium og nitrit, kan vandets indhold af organisk materiale ogsa pavirke vandkvaliteten.

Isaer kan mikropartikler (< 28m) og bakterier ophobes i vandf&asi recirkulerede anlseg med lang op-
holdstid.| dette projekt undersggte vi omfanget af mikropartikler og bakteriel aktivitet i vandprever fra
danske modeldambrug. Der blev ogsa udfart forsgg med regnbuegrreder der blev udsat for kontrollerede
miljger medforskellige typer af vandkvalite

Resultaterne viste, anere end95 % af alle partikler var mellem1® pm og udgjorde i starrelsesordenen

fra 60.000 til 700.00@ntalpartikler/ml (gns. 50.000+ 190.000/ml). Der var stor forskel fra dambrug til
dambrug og selv inden for samme dambrug blev der malt stor variation mé#eeanlaeg. Der var en klar
positiv sammenhaeng mellem partikelantallet, den bakterielle aktivitet i vandet og partikuleert COD og BI5.
Forsgdhvor regnbuegrreder blev eksponeret for inerte polystyren mikropartikler viste blandt andet, at par-
tiklerne blev tilbageholdt i geelleepitelet og i visse tilfeelde farte til en aktivering af et immungen.

Forsgg med overflytning af seettefisk fra gennemstramgsanlaeg til RAS vand med forskelligt niveauer af
mikropartikler viste en opregulering af lysozym aktiviteten og antallet af monocytter og granulocytter som
en immunologisk respons. Der var en tydelig respons over tid men dette kunne ikke knyttes tilirekd-
kvaliteten.

Et langvarigt forsgg med regnbuegrreder i RAS med 4 forskellige typer vandkvalitet viste tydelige forandrin-
ger i immunforsvaret (antistoffet immunoglobulin) som funktion af tiden frem for en effekt af vandrensnin-
gen og den deraf fglgemdvandkvalitet. Den registrerede dgdelighed ved bade tilvaennede og akut over-

farte fisk viste ikke klare tegn pa at dedeligheden skulle veere knyttet til vandkvaliteten.

Bonamia ostreaer en parasit, naermere bestemt en protozo, der inficerer gsters. Specielt fladgsters,
Ostrea edulisden naturligt forekommende gstersart i Limfjorden, er modtagelig, og parasitinfektionen kan
hos denne gstersart forarsage sygdom og i sidste ende dgdabdsry. Via offentlige screeningsprogram-
mer har man siden 2000 og dermed igennem mange ar kunnet vise, at gstersbestanden i Limfjorden har

veeret fri forBonamiainfektionen, og Limfjorden har haft Efdpdkendt sygdomsfistatus for parasitten, ind
7



til 2015 hvor man matte opgive denne status efter fund af parasitten i fladegtesser indsamlet fra to
(zonerne 5 og 13) af tre lokaliteter i Limfjorden i november 2014 i forbindelse med den ordinzere overvag-
ning af omradet og uden observation af dadelighed i sttestanden. Det offentlige screeningsprogram

har veeret koncentreret omkring opdraetsanlaeg samt omrader med starre vilde gstersbestande, hvorfor der
igennem perioden 2006Q015 primeert har veeret udtaget prgver fra Nissum Bredning (zef)e dmradet
omkringVeng (zone %) og omradet ved Nykabing Mors (zone 13), hvor diverse gstersanleeg (Dansk Skal-
dyrcenter, Limfijordskompagniet) har/havde til huse. En udvidet prgvetagning t&fte projektforetaget

i 20162018, hvor det blev undersggt, om parasitten hawdedt sig i LimfjordenBonamiablev fundet i

meget lav preevalens (1 af 40 o@f60) i hhv. zonerne 4 og 2 i Nissum Bredning i 2017 prgvetagninger. Der
er ikke set gget dgdelighed i bestandene i Limfjorden, tveertimod er der set en forggelse i bestanden i Lag-
stgr Bredning (zonerne 330) i den mere gstlige del af Limfjorden, og fiske&n for sidste kvartal af 2018

er sat betragteligt op i forhold til de foregaende ar. Erfaringer fra andre lande har vistBahamiafarst

kommet ind i en gstersbestand i et omrade, har det veeret sveert at fa den udryddet igen. Man har dog vist,
at diverse foranstaltninger, herunder lavere teethed i bestanden, kun genudleegning af gsters i en vaekstsae-
son, undga at returnere undermalere til et omrade, lade vaere med at nedseette gsters fra omrader med
risiko for sygdom i omrader fri for sygdom, undga at udsassters for stress, destruere gstersbatches der

er inficerede sa hurtigt som muligt, kan medvirke til at holde sygdommen nede. En fortsat monitering af
Bonamiai omradet kan vise sig at vaere en fordel, da man sa vil kunne szette ind med fgrneevntévikag,

parasitten konstateres i en population/batch.

4. SAMMENFATNING HERBERIKONKLUSIONER ERFPEKTIVE-
RING

Projektet har adresseret triorskellige veterinaermaesagroblemstillinger indenfor danshkvakultur.

1. Hudlidelser.

Da projektet bleypabegyndtyar viden om hudlidelser hos regnbuegrred i Danmark meget begreenset. Pro-
blemer var stigendéhos opdraetternasaer med tilstandepder blev dgbt radpletsygenen ingen vidsteig-

tig hvad tilstanden skyldtesg fiskeopdraetterne nangledefagligradgivning Tilstandenvar forholdsvis ny i
Europaog ce praktiserende fiskedyrleegate danskdiskesygdonm®rskereog andre radgivere kunriaun

hjeelpe sporadiskatilstandenselvpa international plan ikke var klart velbeskreveette projekt har sam-

men medsidelabendeorskning andre steder i Europa tilvejebragtny viden pa omradetForskerne har

vist atder er tale om en smitsom sygdafiRMS)som med meget stosandsynlighed skyldes en lhake

kaldet MLO. Denne viden er nyttig for opdreetterder nu bedre kan treeffemitteforebyggende
8



foranstaltningerDTU har som det farste sted i verd@et opsat en palideligeg reproducerbasmittemo-
delfor RMS hvormedyderligere forskning i sygdommen lettere kan udbygges og intensiveres. DTU har
sammen med Ket pa de immunologiske reaktioner som fisken udviser under-&i8iddet og med
baggrund i disseesultater,tyder det pa at fiskekan opbygge eimmunsvar, som Vkunne foebyggegen-
udbrud.Denne viderkan vise sig ataerevigtig i forbindelse med evt. praktisk styg af smitte og dermed
hvornar de synlige forandringeptraeder ifiskeopdraettene og i sidste ende méaske at kunne udvikle en
brugbar vaccineBehandlingsmaesdifpar DTU vistat det tyder pa at antibiotika hagn viseffekt. Denne
viden skal afprgvesnder praktiske forhold pa opdraetsanleeggeReojektets resultater medfarer des-
veerre ikke at hudlidelsesproblemstillingehos fiskeopdraetterner Igst, men den opnaede viden vil danne

grundlag for yderligere forskninmg omradet i de kommende ar.

2. Vandkvalitet og mikropartikler

En stor del af den danske fiskeopdraetsproduktion er gennem de senedts d0omlagtil at forega i an-
laeg(RAS RecirkuleretAquacultureSystem),der ggergracen af genbrug af vandeDette har nogle aben-

lyse miljgmaessige forhold, menedfarer ogsa at opdraetsvandets indhold af mikropartikler og bakterier
stiger relativt megetDen praeaebetydningfor fiskenes helse og velfeerdf disse aendrede opdreetsforhold
er pA mange mader stadig ukendt.

Dette projekthar vist, at der er meget store forskelle i dambrugsvasd®thold af mikropartikler og bak-
terier, og at den blotte tilstedeveerelse af inerte mikropartikler kan medfgre en immunologisk respons.
Derer ogsa fundet forgget immunaktivitet ved forsgg i RAS vand, om end den direkte sammenhaeng med
mikropartiklerog béterier ikke var entydig. Nye undersggelsdar kan knytte en eller flere velegnede bio
marker(er) til vurdeingen afog i hvilken udstraekning mikropartikler og bakterier pavirker fiskenes immun-
respons er saledes fortsat vigtige. Ddétkunne ggre det muligt atefinere krav/kriterier og asikrebedre
opdraetdbetingelserogvurdere behovet for og evt. effekten afanderledes driftspraksis og vandbehand-

ling.

3. Bonamiai fladgsters

Opdreet d ogfiskeri efterden europeeiske fladgsterd.imfijordenblevramt af stor usikkerhed, da man
2014isolerede parasitteiBonamia ostreaégsters hentet op fraimfjorden.Parasitters tilstedeveerelse
hara A RSy wmidngngeargindgagbmrade i Europamedfartnedgang i bade de naturlige bestand
ogvanskeliggjortentabelproduktion af fladgsters€En af konsekvenserrad fundet vay at detofficielle
danske overvagningsprograior Bonamia ophgrte i 20199 en del af projektetaktiviteter vari en ar-
reekkeat bibeholde @ vis overvagning for at bestemme parasitt@w. spredningog sammenholde med

oplysningerom evt. stigende dgdeligheder i opdraet og de vilde bestande.



Resultatvar atBonamiaunder projektperioderfor farstegangblevfundet ifladasters i Nissum Bredning.
Men badepraevalensaf inficerede fadgsters badeNissum Bredningg i de andre omradetvor parasitten
tidligere er fundet er stadig pa et relativt lavt niveag oplysninger fra opdreettere daestandsteellinger
tyder ikke paat parasittens tilstedeveerelse har afggrende negativ betydninflddsgsters Limfijorden.
Det er for nuveerende ikke muligt at forklatesorfor parasitinfektionenikke har faet samme negative be-
tydning for den europzeiske fladgstesm er set mange andre steder i Eurppen maske skyldes det et
relativt lavere saltindholdgleengerevarend@erioder med réativt koldtvand i dele af arefForstadigat
falge udviklingen ogt komme naermere en forklaringer det overvejesogsa i de kommende ar at opret-
holde eller ligefrem udbygge overvagningen af parasittg sammenholde med bestandsopggrelsarne

Limfjorden
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BILAG.: HUDLIDELSER HOS RFREHWRREDER

Tekst af Jacob Gunther Schriidltiels Jargen Olskhouise vorGersdorff JargensénNiels Henrik Hen-
rikser?
IDTU Veterineerinstituttet/ DTU Aqua Fisk@ SkaldyrsygdomméKUSUND?Dansk Akvakultur

Deltagerei arbejdspakken.
DTU Vet, KU SUND, Dansk Akvakultur, Aqyanpitiserende fiskedyrlseegeamt en reekkelambrug.

1.1. Indsamle viden om hudlidelser og deres gkonomiske konsekvenser hos fisk og den
forskning der er foretaget herom.

Der er beskrevet tre hudlidelser med ukendt aetiologi hos regnbuegrreder i opdreaet: Jordbadizysm,ge

(pa engelsk Puffy Skin DiseaB&Shog radpletsyge (péngelsk Red Mark Syndrome, RMS).

Af disse eRMSden mest almindelige pa danske grreddambrug, og det er derfor ogsaydgiom der

samlet set er den mest problematiske af disggdomme og derfor den, vi har fokuseret pa i dette projekt

Hvor flgjlssyge forekommer, er den dog et stort problem, da den i hgjere grad medfgrer nedsaet sedelyst og
@gget dgdelighed.

Den samlede internationale litteratur pa omradet blev ved indledningrajektet indsamlet og gennem-

gaet.| Europa bredte RMS sig farst i Storbritannien, hvorfor hovedparten af forskningen, far naerveerende
projekt, var gennemfart af CEFAS (Weymouth, UK) og University of Stirling (Stirling, Scotland). Mgder med
forskere fra Stling, samt et studiebesgg hos CEFAS var med til at give baggrundsviden omkring RMS, samt
identificere mulige udfordringer og omrader, hvor der manglede viden om sygdommen.

Der er gennemfart en spagrgeskemaundersggelse hos Dansk Akvakakaopdreetsmedmmermed

henblik pa at evaluere status for sygdomsudbredsdaent den gkonmiske betydning for erhvervet.

1.2 Analyse og beskrivelse af sygdomsudbrud over tid fra farste symptomer til afheling
samt diagnostiskudredning.

Da det tidligti projektetkunne konstateresat RMSer den af de tre typer hudforandringer, der udger det
stgrste problem for det danske grredopdraet, blev forskningen centreret omkring denne sygdom.
Opgave haromhandlet 1) udviklingen og etableringen af en stabil RMS smittemdldetskrevet i punkt
1.3),som kunne bruges tiliagnostisk udredning dgpntrollerede smitteforsgg; samt 2ggelmaessigan-
laegdesag og preveudtagninger palt 7 dambrug bergrt af RMS (og et enkelt med flgjlssyasd henblik
pa sammenligning af resuli@t fra felten og under eksperimentelle forhold

Dambrugsundersggelser.

Vaevsprgver blev pa dambrugene udtaget fra fisk m&tSsymptomer(3 fisk) fiskuden RMS symptomer
fra damme med RMS (2 fisk) figk fra en dam, hvor der aldrig har veelainstateretRMS, (2 fisk). Prg-
verne blev undersggt for falgende:

9 BakterienMidichlorialike organism (MLO) ved metoden polymerase keedereaktion
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1 Virus ved udsaning af veevsmateriale pa 3 forskellige cgdielin

1 Bakteriergeneaelt ved udpladning pa 3 forskellige typer agar.

9 Histologiske forandringer
Ved de virologiskundersggelser pa cellekulturer blev der ikke pavist viipigverne
De bakteriologiske undersggelser viste ingen tydelige tendenser, og der blev oftest obsenterdilan-
dingsfloraeller ingen vaekgpa agapladerne.For de fleste for nuveerende beskrevne bakterielle fisite-
geners vedkommende vil tydelige patologiskeaihdringer resultere i mere eller mindre renkultur af én
type bakterie ved udpladning pa agar.
De histologiske forandringer i hudvataget fra lsesionervar forenelige med beskrivelser i damernatio-
nalevidenskabelige litteratuom RMS.
DNA fra baktgen MLOblev fundet i samtlige hudprgver fra RN&sioner, dog med undtagelse af et en-
kelt dambrug. Der kan veere flere mulige arsager til dettetisédsnteresultat. Det ene er, at undersggelser
pa DTU viser, at MLO forsvinder i labet af ophelingsfastarten af denndaseser laesionerne stadig
voldsomme ud, men kan indeholde meget lidt MLO. Det er muligt at laesionerne i dette tilfaelde var i et tid-
ligt ophelingsstadium. En anden forklaring er rent teknisk, og kan skyldes fejl under opbevaring eller be-
handling af prave. Endelig kan en forklaring veere, at-Rgh®nde laesioner kan veere forarsaget af andet
end MLODer planlaeggesfter projektafslutningerendnu en prgvetagning pa dette dambrug for en afkla-
ring af disse uklarheder.
Alle praver fra fisk udeRMS symptomer var negative for MLO pa neer tocfidén ene en fisk fra en dam
hvor andre fisk i dammen havd&Ssymptomer og den anden fra en dam uden RMS. Fra eksperimenter
pa DTU ved vi, at vi i visse tilfaelde ser subkliniske infektioner med Mt @ar sandsynligvis tilfaeldet med
den ene prgveDen positive pragve fra en dam, hvor der gjensynligt ikke var RMS, er sveerere at forklare.
Udover krydskontaminering af pravearken forklaring veereat der i denne dam rent faktisk kom udbrud
af RMS kort efter vores besgag at der derfor ogsa var tale om en subklinisk infektida praverne farst

blev processeret flere maneder efter prgvetagning, var det ikke muligt, at fa vished om dette.

Vi har ¢ableret en RMS smittemodel ved sakaldt kohabitering. Etableringen af smittemodellen er beskre-
vet i afsnit 1.3. Smittemodellen har givet mulighed for at studere RMS under forskalhgelleredefor-
hold. Feelles er dog, at alle undersggelser har veeraaridferskvand ved 12 °C. Herunder er beskrevet de
med smittemodellen udfgrte forsgg.
De specifikke forsgg er:

1) Identifikation af smitteagens

2) Test af forskellige metoder til smitteorfersel

3) Undersggelse af mulige smitteveje og veev egnet til Mia@nostik

4) Effekt af fiskestarrelse pa udvikling af RS ptomer.
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5) Hvorvidt beekerred ogsa kan fa RMS

6) Kan MLO findes i protozoer, og kan disse dermed antages at veere transportvektorer? Forsgg med
fokus pa fiskedraeber.

7) Kan RMSmittede fisk opnd immunitet, @hvis ja; hvor leenge de er beskyttede

8) In situ hybridiseringjl pavisning af MLO i vaevssnit

9) Medicinsk behandling af fisk med RMS: Test af tre forskellige typer antibjsélkasnit 1.7)

1) Identifikation af smitteagens

RMS har veeret kendt soéstrawberry diseaséA ! { | & A R §fsonetaplA8GNGIS af det
relativt lange tidsperspektislev der dengangaldrig identificeret en sygdomsageri3a sygdommeom-

kring artusindeskiftebleverkendt i EuropgVernerJeffreys et al 2008Jaldt mistanken farst p&. psychr-
ophilumsom agengFerguson et al 2006)Nogle ar senerd_{oyd et aR008), blev der fundet DNA fra en ny
type Rickettsialignende bakterie i RMlgesioner fra regnbuegrred®mtrent samtidigblev en helt nyfamilie

af bakterier beskrevet, og senere navngivétichloriaceae Den farsbeskrevne bakterie herfrealdesMi-
dichloria mitochondrjiog findes i skovflatgfSassera et al 200G)NA fra denne bakterie viste sig at veere
meget lig det, mn havde beskrevet i forbindelse med RMS fra regnbuegrreder. Denne bakterie er derfor
siden blevet kaldRickettsialike organism (RLO) ellstidichlorialike organism (MLO) i fleeng. Hear vi

valgt atkalde den MLO. Siden da er MDA blevefundet flere gange i forbindelse med RMS pa andre
laboratorierbade i og udenfor Europ@.g.Sandoval et al 2016, Sasani et al 2016, Galeotti et al)20fEnh

en direkte arsagssammenhaeng har ikke kurvie¢s om end der har vaeret indikationer pa en kdatéon
mellem MLO og svaerhedsgraden af Ris#Sioner (Lloyd et al 2011Broblemerne med at identificere en
sikker sygdomsagenisar dels skyldtes at bakterien ikke kan isoleres og dyrkes, og dels at der ikke var etab-
leret stabile smittemodeller for sygdomen. Der har derfor ikkadligerekunnet udfgres kontrollerede for-
sag med RMS. | afsnit 1.3 er beskretebrledes vinu pa DTUhar etablereten stabil smittemodel. Denne
smittemodel brugte vi til at falge en gruppe af kohabitanter under et smitteforBemver franaivefisk ud-

sat for smitte fra RM®amte fisk blev udtaget pa forskellige tidspunkter og undersgagt for virus ved inokule-
ring pa cellekulturer og for bakterier ved podning pa agarplader. Herudover blev der taget praver til histo-
logi for atverificere at de histopatologiske forandringer stemte overens medateRMSbeskrevne. Ende-

lig blev der udtaget hudprever til specifik MLO gPCR diagnostik, samt til 16S rDN&meretion sequen-
cing (NGS), som er en metode, hvorved DNA fra tilneermes¢sdie bakterien prgven sekvenseres. Sidst-

naevnte analyse viste, at der ikke kunne erkendes MLO DNA i kontrolfisk, der ikke havde veeret udsat for

158N S1aAaGSNBNI Sy ARG F2NIBANNBYRS y2YSy 1t GdzNJ 2 Y1 NR Y =
Europa ikke betegner samme sygdom som i Nordamerika. Farst for fa ar siden fandt man ud af at den Nordamerikan-
a1S € aiNI g0 S NNBknied RVS ! MarShar siddn Miadeddét enne forvirring ved at kalde den Nordame-
NAlFyalsS 22NRoOonNNEEHASND AWwANI o (REISMNBog 8Bl deh feBlkierskende betegnelse),
YSya YIFy 1FfRSNI RSY 9 dzNR-watehskid 6 SBRBRRABNBEASE P2 NI ¢ 61 NIY
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smitte fra fisk med RMS. Den viste desudgrMLO var til stedeRMSlaesionerne i stadigt starre grad i

lgbet af smitteforlabet, indtil laesionerne begyndgtopK St S 23 a[ hQSy F2NEGJI yRG®
analyser detekteret DNA fra flere hundrede typer af bakterier. Ved at sammenholde disse resultater med
RMSlaesionerne, kunne ydavise, at kun MLO keeglerede positivi med RMS. Dette viste dermed, at det

med stor sandsynlighed er MLO, der forarsager RMfat det tyder paat der ikke er andre bakterier, der

er medarsag til RMS. Der tilbagedtdogstadig den teoretiskenulighed, at en virus eller pasivarden

primeere ellemedvirkende arsag, og at MIf@ks.er endobiont i en parasifNyereundersggelser taler dog

imod dette: Dels har vi gjensynligt ikke parasitter i vores smittemodel (se afsnit 1.2, punkt 1.7), og dels er
antibiotika et effektivt middel mod RMS (se afsnit 1.7), og da antibioikealtikke pavirker vinsinfektio-

ner, erdet mindre sandsynligt, at en virus er arsag til udvikling af RMS.

2) Test af brskellige metodetil smitteovefarsel
Viforsggteat smitte SPF fisk ved tre forskellige metoder:

1 Injektion af veevshomogenat fra RM&nte fisk.

1 Indirekte kohabitering; dvs smite gennem vand

9 Direkte kohabitering
ViobserveredeRMS symptomer i fiskler blev forsggt smittet med alle tre metodérerificeret med histo-
logi og MLO gPCRyedinjektion ogindirekte smittevar det dog ikke alle fisk, der fik RMS symptorfer
forsggene blev afsluttet efter ca. 4 maneddiv.6 maneder, og nogle fik farsymptomersent i smittefor-
lgbet.
Ved direkte kohabitering derimod, var det langt hovedparten af fiskene, der fik RiiEdy var udviklin-
gen af symptomer meget konsisteffigur 2): Symptomerne startede i det sma (hvidlige/uklare, svagt hae-
vede hudomrader af varierende starrejse figurlA) efter ca. 50 dage. Hudforandringerne udviklede sig
over den naeste maned til haeste omrader af varierende stgrrelse og med varierende grad af blgdning,
men nzesten altid med tab af skaghidten afde bergrte omrade(figur 1B). Herefter begyndte ophelings-
fasen. Skeellene regenererede altid i laesioner, med mindre disse blev sekundeefieing.eks. afFlavo-
bacterium psychrophilunBkeellene var typisk ferst fuldt regenererede efter omtrent 3 maneder, hvilket
betyder at hele forlgbet fra fisken far de farste R{®ptomer til hudog skeelgen er helet ofte tager %

maneder ved 12 °C.
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Figurl: RMS i tidligt stadie (ARRMS i fremskredet stadie (B) ca. 12 uger efter kohabiteringsstart. Dette
billede er fra et forsgg med kinfektion af RMS og fiskedraeber. Fiskedraeber er en stor, encellet ciliat, der
penetrerer overhuden pa fisken, og udvikler sig lige under denne indtil den forlader veerten igen for at
formere sig. Fiskedraeber kan pa dette billede ses som sma hvide pletter til venstre fod&®bi@en. Bil-
ledet til hgjre (C) viseRMS i fremskredet stdd i kohabitanter i forsggkar pad DTU

lesion scol
Short descripti

Days post-start
Degree-days post-start

Figur2: Typisk eksempel pa udvikling af RMS symptomer overRiduren er et udsnit af en poster, der blev pree
senteret pa en international konference (Schmidt et al 2017), og desuden vandt 1. preemie i posterkonkurrer
blandt mere end 200 deltagere.

Pa dambrugene ses ofte kun fa (typisk)lleesioner pa hver Risittede fisk. Under eksperimentelle for-

hold bestemmer dels forholdet melleantal seederfisk og kohabitanter, og dels antallet af laesioner i see-
derfiskene, antallet af lzesioner i kohabitanterne. Det antages at disse to faktorer samlet korrelerer med
maengde af MLO i karretog dermed smittetrykket pa hver kohabitant. | tilfaelde hvor smittetrykket er

seerligt hgijt, kan der veere s& mange laesioner, at disse naesten bliver konfluente. | sddanne tilfeelde er fiske-
nes velfeerd tydeligt pavirkede, og de har meget begset foderindtag.

| figur 3 er vist eksempler pa hvordan RM$imptomerne ser udhihv.en fisk udsat for hgijt smittetryk

(everst) og middelsvaert smittetryk (i midten). Fisken i midten udviser de klassiske symptomer, som ogsa
ses pa dambrugene: F4, men store, haevede omrader med meget blgdning og resorption af skeellene. Ved
hgjt smittetryk erder mindre haevelse og blagdning, men stadig udpraeget resorption af skeellene og sent i

smitteforlgbetsveert hudgdem
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Figur3: Eksempler pa udvikling af RMS symptonieegnbuegrreder. @verste raekke et eksempel pa en
fisk med meget sveer infektion. Fra venstre mod hgijre ses fisken fgr symptomer, efter 80 dage, og efter
100 dage. | midterste raekke et eksempel pa en middelsveer infektion (fra venstre: Fgr symptomer; efter
70 dage; efter 110 dage). Nederst fisk fehdambrug, der udviklede nye symptomer efter opheliaftid-
ligere symptomer. Venstre billede er ved ankomst til akvarieanlaeg pa DTU, i midten efter 50 dage, til

hgjre efter 80 dage.

3) Undersggelse af mulige smitteveje og veev egnet til MLO diagnostik
Ved at undersgge forskellige organer og hudomrader pa édligk tidspunkter under et kohabiteringsfor-
s@g, paviste vi, aLO typisk farst kan pavises senere end 3 uger efter smitte (ved 12¥@&te ogsaat

der herefterkan pavisemere MLO i overfladen (huden og geellerne), end i de indre organer {igur
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Figur4: Detektion af MLO4gntal detekterede 16S rDNA kopier i pravieviakse) ved gPCH forskellig tid
(dage efter start, Xakse) i forskellige organer og veev i lgbet af et smitteforlgb ved direkte kohabitering.

Resultater er vist som medianen af 4 undersggte fisk til hvert tidspunkt.
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4) Effekt af fiskestarrelse pa udviklingRi1Ssymptomer.

| den videnskabelige litteratur kan man leese at RMS kun rammer fisk over 100g. Samtale med danske dam-
brugere har indikeretat RMS kan ramme fisk ned til omkring 50g. Vi ville gerne efterprgve dette eksperi-
mentelt pa sma fisk under 50g. Meia vi ikke kunne saette sma fisk sammen med vores-&htede fisk,

som pa davaerende tidspunkt var over 200g, matte vi benytte os af indirekte kohabjtievimgseederfisk

og kohabitanter gik i forskellige kar, men hvor vandet blev pumpet fra karret setkesfisk til karret med
kohabitanter Dete betad, at ikke alle fisk fik RM&mptomer og at de flestdisk udviklede symptomenet

sent i forhold tilved direkte kohabitering. Fiskene var mellem 6 og 95g (gennemsnit 42g) ved forsggsstart.
Dafiskene var vokset en ddbr der opstod RMSymptomer, var de mindste fisk med symptomer lige un-
der 70g. Ved at plotte alléskenes starrelse mod deres RM@ikling kunne vi imidlertid pavise, at de

starre fisk ikke i hgjere grad udviklede RMS, enchitere. Det er derfor sandsynligt, at hovedforklaringen

pa at RMS observeres i relativt store fiskdenforholdsvislange inkubationstid, iszer ved lavt smittetryk.

5) Hvorvidt beekerred ogsa kan fa RMS

RMSer gjensynligt en meget artsspecifik sygdomsggdommener kun rapporteret fra regnbuegrredog

er MLODNAI Nordamerika ogsa detekteret i andre arfea sleegtenOncorhynchugMiller et al 2014Bass

et al 2017)Vignskede at undersggem vores hjemmehgrende baekgrré8almo trutta som ogsa op-
drzettes pa enkeltelanskedambrug) var modtagelige for MLO/RMS. Vi brugte derfor baekgrred i et direkte
kohabiteringsforsgg med regnbuegrreder. Det viste sig, at beekarred godt kunne figRbtle sympto-

mer (se figui5), og at MLO kunne pavisedisse ved gPCRlodsatregnbuegrreden opstod disse sympto-
mer dog tidligere, og der var bade feerre fisk med symptootgieerre symptomer i de bergrte fiskhg hud-

forandringerneudviklede sig ikke voldsomt, fgr de hurtigt forsvandt igen.

Figur5: Baekgrred med to mildaudforandringer fra kohabitering med RM&mte regnbuegrrederHud-

forandringernekan ses omkring sidelinjen midt pa fisken undggfinnen(pile).
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6) Kan MLO findes i protozoer, og kan disse dermed antages at veere transportvektorer? Forsgg med fokus
pa fiskedraeber.

En PhBstuderende fra Italien (Chiara Pasqualetti), hvis fphijekt gar ud pa at undersgge samspillet mel-

lem MLO og tiater, kontaktede os efter at have hgrt om vores smittemodel med RMS, og sammen beslut-

tede vi at dels 1) undersgge hvilke protozoer vi havde i vores smittemodel, samt om der kunne findes intra-

celluleere bakterier i disse, og 2) simultant at smitte fisk iR&8MIS og fiskedraebelchthyophthirius multifi-

liis) for at se om fiskedraeber kunne veere vektor for MLO, og dermed potentiel smitteoverfgrer d68MS

figur 1B). Interessant i denne sammenhaeng er det, atrg/ligundersggelse afilde stillehavslakir mikro-

parasitter (inkl. visse bakterier) viste en svagt positiv korrelation mellem forekomsten af fiskedraeber og

MLO (Bass et al 2017).

Undersggelserne viste, at vi havde megepfatozaarter i vores smittemodel. Dette var ikke sgerra-

skende, da fiskene bade har veeret igennem leengerevarende saltbehandling; farseederfiskenes ved-

kommendeg formalinbehandling.

Forsggene med fiskedraeber og RMS i kombination gav desveerre ingen entydige resultater. Men resulta-

terne var alligeve$a interessante, at Chiara kommer tilbage til DTU og udfarer et nyt forsgg i starten af

2019.

7) Kan RMSmittede fisk opna immunitet, og hvis ja; hvor leenge de er beskyttede.

De fleste grredopdrzettere producerer fisk i portionsstarrelse. Fiskene saetgédyalisk inden man even-
tuelt vil se udbrud af RMS i samme hold igen. | et enkelt tilfeelde har vi ved et dambrugsbesgag faet forevist
en dam, hvor fiskene havde RMS for anden gang. Holdet havde haft RMS et ar tidligere i stgrs26@ 100
g, og var nu omlng 2000 g. Under dambrugsforhold er det ikke muligt at pavise, om det virkelig er de
samme fisk, der igen har RM@mptomer, eller det eventuelt er nogle fisk fra samme hold, der ikke havde
RMS i farste omgang. En enkelt af de RB8te fisk, vi henteder& et andetdambrug til DTU forbindelse
med udvikling af vores smittemodeldviklede en ny laesion efter opheling af de oprindelige laesioner (se
figur 3 nederst). Vi besluttede derfor at efterprgve dette eksperimentelt ved at gensmitte tidligere RMS
smittede fisk. Disse fisk kom fra et fejlslagent antibiotikaforsgg (se senere afsnit), og vi kunne pa denne
madec foretageto undersggelser pa samme hold figkensmitteforsgget blev initieret 6 maneder efter
initiel smitte. Forsgget blev udfart ved kohabitering af smittede seederfisk med aktiv RMS, nafisk 88F
tidligere smittede og ophelede kohabitanter. Det viste, at mens naive SPF fisk tilsat sanfikdk&s
symptomer som ventet, fik ingen af de tidligere smittede fisk symptomer. Allerede smittede fisk er altsa
beskyttede mod gensmitte i mindst 6 maneder. Vi har netop igangsat gensmitte 12 maneddgifter

smitte, men resultaterne fra dette forglger ferst om flere maneder.

18



8) In situ hybridisering til pavisning af MLO i vaevssnit

Vi ved fra gPGRietoden, at MLGbakterienhovedsageligkan pavises i huden (se 1.2., puBktDet er

imidlertid sveerereat vurdere hvor i huderyILObakterienkan findes. Vi har derfor forsggt at pavise bakte-
rieninsituA @n@daayiid OSR K2rnpNRIRAZASNBEVIAROY+SERYREWWEz KBz
der en fluorescerende probe kunne ses i et mikroskop. Vi brugte en generisk probe, der bitel¢lette

bakterier. Desvaerre paviste vi ikke noget, der, med overbevisning, kunne tolkes som MLO med denne me-

tode.

1.3 Udvikling af smittemodel.
En vigtig forudsaetninfpr at studere RMS er, at kunne udfgre kontrollerede forsgg. Altsa at man har en

smittemodel. Optimalt set vil man benytte sig af isoleret smitteagens (altsa her bakterien MLO), som over-
fares til naive fisk, hvorefter disse udvikler sygdommen. Dette er intidli&kke muligt for RMS. Vores ene-

ste alternativ har derfor veeret at saette RM®ittede fisk fra et dambrug sammen med raske, sygdomsfrie
(Specific Pathogen Fre8PF) fisk. Denne metode kaldes kohabiteludfordringenmed denne metode er,

at man dermedpotentielt tager andre sygdomsagens fra dambruget med ind i akvariefaciliteterne. Sadanne
vil udggre et betydeligt problem for smitteforsgg. Det var derfor vigtigt at finde et dambrug medrRanS
samtidig meda andre sygdomme. Et sadant blev udpegetnarbejde med Dansk Akvakultur og ca. 200

fisk med RMSymptomerblevfra dambruget overfgrt tibTU. Tre af disse fisk blev her testet grundigt for

fiskepatogene vira, bakterier og parasitter.

Virusdiagnostikken foregik ved at vaevshomogenat fra forskellige organer blev podet pa forskellige fiskecel-
lelinjer (RTG, BE og EPC). Baktediagnostikkendregik ved podning pa forskellige typer agarplader

(CHAB, TYA og BA). Parasitdiagnostikken foregik ved stereglapkroskopundersggelser af geeller, finner

0g hudskrab.

Der blev ikke diagnosticeret fiskepatogene vira. Der blev diagnostiEeEredbactetim psychrophilum
(bakterien, der er arsag til sygdommen yngeldgdelighedssyndrom), men ikke andre fiskepatogene bakte-
rier. Eneste fiskepatogene parasitter, der blev fundet pa de undersggte fisk, var flagidtateyrobodo ne-

cator, der populeert kaldes Coatblandt dambrugere.

En uge efter ankomst blev fiskene kohabiteret med vores egne sygdomsf+esISRIF at fa overfart RMS.
Vi var interesseret i at fa overfart MLO sa rent som muligt. Vi kunnauikliddelbart gare noget ved
F.psychrophilugpnmen vi fosggte at begraense ektoparasitfaunaen ved at behandle halvdelen af dambrugs

fiskene med formalin inden kohabitering med rene SPF fisk opdraettede pé&sBTiguro).
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Figur6: Zg fra raske fisk bliver indkabt fra en aegproducent, og grunéigtdesinficeret pa DTU, far de
laegges i kleekkebakker i et rum, hvor der tages omfattende forholdsregler, saledes at smitte undgas. Her
kleekker de og giver ophav til de SH#Bk, der manedesenere bruges som kohabitanter i vores RigiSit-
temodel og-smitteforsag. Det er ngdvendigt at indkabe og opdrzette flere hold fisk om aret, for kontinu-
erligt at sikre ensartet starrelse pa kohabitanterne.

Kohabiteringen medfgrte som ventet, og pa trodaf forholdsreglerne, og den relativt gode sygdomsstatus

i dambrugsfiskene en hel del sygdomsudfordringer. Det blev desuden konstateret, at der ikke var forskel
pa sygdomsproblemerne i karrene, hvor seederfiskene var formalinbehandlede, og dem, hiviee dari

Efter et par uger slof. psychrophilurigennem, og adskillige fisk matadlives Et par stykker fik desuden
svampeinfektion. Efter et par uger kom de resterende fisk sig, men nu blev der observeret ret sveer infek-
tion med parasitterichthyophthiius multifilis ogsa kaldet fiskedraeber. Denparasit maoprindeligthave
veeret til stede i fiskene fra dambruget, maltsai sa lille antal, at vi ikke detekterede den i farste scree-
ning. Det lykkedes ved saltbehandling at fa udryddet denne parasivfes faciliteter uden at miste vores
RMS.

Siden har vi sdledes ikke observeret hverken svamp eller fiskedraeber. Vi har ogsa senere faet undersggt
forekomsten af protozoer i vores smittemodwy Ichthyoboddblevved denne lejlighed ikkieindet og

denne parasit maerfor formodes at veere udryddatndersaltbehandlingen mod fiskedraeber. Det lykke-
des desveerre ikke at bekeempe psychrophilunDenne bakterie findes i dag pterstedelen aflanske or-
reddambrug. Da agens for RMS med al sandsynlighed er en bakterie (MLO)kkarantibiotikabehandle
vores fisk folF. psychrophilumden ogsa at miste ML@er findesdesudeningen kommerciel vaccine mod

F. psychrophilumHeldigvis eF. psychrophiluriseer dgdelig for mindre fisk, og da vi oftest benytter store
fisk over 100 gvores forsgg, giver denne bakterie sjaeldent store problemer. Der har dog veeret undtagel-
ser herfor(se f.eks. afsnit 1.7)

Vi hargennemde ®neste30 maneder smittet cirka 20 kohorter af raske fisk watmodellen (omkring

400 individueltPITmaerkede fisk), hvor raske fisk (kohabitanter) efterfalgende fungerer som smitteoverfa-

rere (seeders) til nye kohabitanter. Hertil kommer de fisk, der har indgaet direkte i forsgg. Pa trods af
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mindre problemer medr. psychrophilumer smittemodellen pa nuvaende tidspunkt stabil og giver forud-
sigelige, og reproducerbare RM$mptomer i kohabitanternd.et enkelt tilfaelde er sygdommen tidligere
blevet overfgrt eksperimentelt, men en stabil smitte blev ikke etableret (Vede#reys et al 2008). Dette
er slales farste gang en sadan Ri&I8ittemodel er blevet etableret, og den har affgdt en del interesse fra

bl.a. fiskefoderfirmaer og udenlandske forskere, der gerne vil bruge modellen til forsgg.

1.4 Vurdere immunologiske reaktioner ved sygdomsudbrud
Tilstedewerelsen af immunrelevante proteiner i hud fra RMS kohabitanter blev undersggt ved hjeelp af im-

munhistokemi og udtryk af immungener ved gPCR henover hele den patologiske periode fra tidlige kliniske
tegn til opheling af laesioner. Omrader i huden med leesiamgeomrader uden leesioner blev sammenlignet

i smittede fisk og disse blev desuden sammenlignet med hud frarkkerede fisk. Maengden af MLO DNA
blev desuden korreleret til genekspressionsanalyserne. Ved genekspressionsanalyserne sas det, at en bred
vifte af immungener, bl.a. {12 som anses for at inducere inflammation og tiltreekke leukocytter, blev opre-
guleret i laesionerne, hvilket indikerer at omradet er inflammatorisk. Specielt blev déyfaassocierede
cytokiner opreguleret og de Treg, Th17 o@ Hssocierede cytokiner nedreguleret. Dog sas, tilsvarende de
immunhistokemiske analyser, at de tre gener for immunglobulinerne IgD, IgM og IgT blev opreguleret og
det samlede billede fra expressionsanalyserne indikerede at vi havde et inflammatorilgrigride re-

spons med produktion af immunglobuliner. Ved immunhistokemi undersggtes forekomsten af IgD, IgT, IgM,
MHCII og CD8 og resultatet viste, at alle cellemarkarerne var til stede i hgjere grad i omrader med laesion,

end omrader uden. Af disse havde IgEh hgjeste opregulering og IgT den laveste.

Fra dette studie har vi faet et indblik i, hvorledes regnbuegrred immunsystem reagerer i huden, nar den er

udsat for RMS. Resultaterne vil blive publiceret i en videnskabelig artikel i naermeste fremtid.

1.5 Indsamling af historiske data og databehandling af disse.
Igennem projektperioden er der indsamlet ddta en reekkedanske dambrug og fiskeslagtetibade ifor-

bindelse med dambrugsbesage ved udtagning afiskemateriale pshudlidelsesamte anleegog efterfal-
gende i forbindelse mecen stgrre mellemsundersggelse hos DMange forskelligéaktorer er forsggt be-
lyst. Eksbetydning af vandforgming og anleegstypdiskestarrelseved udbrud, vandtemperaturer nar
symptomerne opstar ogvt. forsvinderigen antallet af ramte hold og ramte fisk i de enkelte haldt. be-
handlingsforsgg og gkonomiske effektResultaterne eformidlet til fiskeopdreetterne og andre medlem-
mer af Dansk Akvakultur viaformationsmgder, hjemmeside og elektronisk pdata medlemsundersggel-
seni 2018kan der konkluderes falgende:

1 43 % af opdraetsanleeg, der har svamgilever problemer med hudlideds.

{1 Der ses ofte flere forskellige former for hudforandringer pa samme anlzeg
1 RMSudggrlangt det stgrste proble.
1

Flgjlssyg®g jordbaersyge ses kun pa anleeg hvor der ogsa er problemeRM&]
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Hudlidelser forekommer pa de fleste typer anleeg (bade traditionelle, model 1, model 3 og havbrug)
og vandforsyningefé-, bore-, dreen eller havvandgr tilsyneladende ikke afgarende
2/3 af de anleeg som har problemer med hudlidelser, mener at problemstigegnde.
Det er udelukkende anleeg med regnbuegrred og/eller guldgided har angivet at de har proble-
mer med hudlidelserRMS jordbaersyge ofjgjlssygé.
RMSopstar hele aret rundt
Jordbeersyge opstar primaert sommayg efterar.
Flgjlssyg®pstar primaertom sommeen ved hgjerevandtemperaturer
Hudforandringer kan bade ses i enkelte hold, men ogsa mere udbredt p& anleegget.
Ofte rammes < 25 % af fiskene i de enkelte hold.
Lidelser ses primeert hos fisk > 100 g/stk.
Der er ingen klar sammenhaeng mellem fodringsintensitet og hudlidelserne. Bade anleeg med inten-
siv og anlaeg med restriktiv fodring oplever problemer mells.RMSog/eller jordbaersyge.
Lang overvejende (> 95 %) af de anleeg, der oplever problemermmetdelser,angiver at hudli-
delserne opstar uafhaengigt af stresdaterede situationer, sdsom sortering, flytning, vaccination
m.m.
Over 90 % af fisk med RMS helbredes, mens det kun er ca. 2/3 med jordbaersyge.
RMS helbredes primeert ved hgjere vandtemperatuneens det er lige modsat for jordbaersyge.
Der kan forekomme genudbrud i det enkelte hold fisk selvom det sker relativt sjeeldent
Flgjlssygdelbredes oftest ved lavere temperatur (<12°C)
Kun f& har afprgvet antibiotika, men de som har prgvet har ditevet nogen vaesentlig effekt.
Flere har afprgvet foder med ekstra vitamin/mineral®mtrent halvdelen har tilkendegivet at eks-
tra vitaminer og/eller mineralehar eller maske har en positiv effekt.
De fleste reklamationer forekommer i forbindelse mekbport af levende fisk.
De fleste opdraettere foretager sig enten intet eller sorter&ir problemet opstar. Kun fa kasserer
fisk
Det er meget varierende fra anleeg til anleeg hvad tabet er og evt. ekstra arbejdstimer

0 ForRMSer det 35 % af de anleeg, s@nramt, der har angivet at de har tab.

0 Tabet er pa enkelt anleeg angivet til 200.000 kr om areRMIS som det starst angivne tab

blandt besvarelserne
o Ligeledes angiver et anlaeg arligt tab2##.000 ki forbindelse med flgjlssyge
o Ekstra arbejde pa d@ggene er typisk 50 timer pr at éhkelt anlaeg har opgivet 1000 eks-

tra timer.
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Slagterier og eksportgrer har angivet forskelligener for tabh som skyldes ggetrbejdskraft i forbindelse
med sortering, gget meengde kasserede efledklassificerede fisk, gget antal reklamationer og mistede
kundekontrakter & enkelt slagteri har angivet et gget tab péindst 500.000 krom aretpéa grund af hud-

forandringer

1.6 Prektiske tiltag pa dambrug
Under projektperioden er der indhentet erfaringer fra en lang reekke awlaegraktiske tiltag pa anlaeg

med udbrud af RMS. Flere anleeg har afprgvet forskellige fodertyper eks med @gget maengde vitaminer,
mens nogle anleeg har forsgdg sned intern smittestyring.

Det har veeretmegetafggrende, at forskerne i lgbet af projektet har kunnet orientere fiskeopdraetterne
samt de praktiserende dyrleeger om, at RMS er en smitsom sygdom, som primaert overfares fra fisk til fisk,
men som ogsa kamstte via vandet. Dette har medfart, at det individuelle dambrug og havbrug bedre har
kunnet lave smitteforebyggende tiltag, herunder aktiv stillingtagen til risiko ved indkgb af fisk m.m..

RMS medfgrer sa vidt man ved ikke umiddelbart nedsat vaekst/fodesatering og kun meget sjeeldent

gget dgdelighed hos de ramte fisk. Det problematiske er derimod, at RMS ofte optreeder i en fiskestarrel
hvor fisken enten skal videreseelges til andre opdraettere/fiskesger eller pa slagtetidspunktet. Pa dette tids-
punkt erhudforandringerne ugnsket udelukkende af kosmetiske grunde. Forbrugerne og lystfiskerne gn-
sker ikke et produktsom udseendemaessigt tydeligt afviger fra et normalt produkt. Hudlidelserne har ingen
fadevaresikkerhedsmaessig betydning. Konkrete tiltag pa anleeggene kan veere malrettet flere forskellige

strategier.

Hindre smitte til anlaegget.

Da RMS er en bakteriel syad og RMS farst er konstateret i DK efter artusindskiftet ma det antages, at
bakterien har veeret fravaerende pa alle danske anlaeg frem perioden-20010. Hvordan bakterien er

blevet introduceret til danske anlaeg, vides ikke men det formodes at vaerestan via import af aeg/fisk

eller gennem smittede vildfisk (dette projekt har vist at baekgrred ogsa kan rammes af RMS). | gjeblikket er
der stadig en lang reekke anlaeg, der ikke har set RMS symptomer i deres fisk, og disse anleeg ma formodes
stadig at veererf for MLGbakterien.Hvisat man fortsat gnsker at holde sit anleeg fri for REiSdet altsa

vigtigt at sikreat al indkgb kommer fra andre RMi$ anlaeg. Dette udfordres i hgj grad af at der for nu-
veerende ikke findes et sikkeiltagnostiskscreeningprogram og der findes saledes ingefficielt registe-

rede RMSsygdomsfrie anlaeg, som vi kender det fra andre smitsomme sygdomme, IPN, BKD, VHS m.m..
Man kan dog altid ved indkgb af fisk forhgre sig om anleeggebman gnsker at kagbe fravt. er kendt

inficeret. En anden smittekilde er indlgbsvandet hvis dette kommer-feso&ller lignendehvor der kan

veere smitte der stammer fra andre akvakulturanleeg eller smitte fra vildfisk. Det er vist i laboratoriet at

23



MLObakterien kan overfares via vand der Igli@meter, men for nuvaerende ved vi ikke over hvilke lsen-

gere afstande smitten vil kunne overfgres.

Styre smitten intern pa anlaegget

Da RMS er pavist at kunne smitte bade via vand og direkte fra fisk til fisk, kan denne viden forsgges anvendt
til at undgéd smitte i dele af sit anleeg eller evt. at styre smitten pa anlaegget. P& mange anleeg ses der farst
symptomer i en fiskestgrrelse pa avk00 g.. Her er fisken ofte mindsti2 mdr. gammel. Under laborato-
rieforhold er det vist, at inkubationstiden (fra smitte til udbrud af synlige plettar) veerehelt ned til 6

uger (12 °Gog at mindre fisk ogséa kan inficeres og udvise hudforandringéndre fiskestarrelse (70

g/fisk). Denne viden har under forsdgeseret forsggt anvendil bevidst at udseette fisk i 50 g starrelsen

for smitte i et recirkuleret anleeg. Resultatet var i det pageeldende foeteajle eller i hvert fald store dele

af fiskene blev inficeret og udviste RM$mptomer allerede under 100 g. | det pageeldende forsgg blev fi-
skenedogangrebet af RMS i en sadan gratlder opstod dgdelighed grundet sekundaere infektioner. Un-

der projektperioden blev det forsggt at gentafpes@getmed smitte af mindre fisk, men pa trods af hvad

der blev formodet at veere et starre smittepres, udviste disse fisk farst&MPtomer pa et meget senere
tidspunkt. Forsgget har saledes vt styring af smitte er en svaer gvelse og at der kreever meenyifar
metoden sikkert kan anvendeNoget lignende sas pa et andet dambrug som ogsa blev fulgt Ilsbende gen-
nem projektperioden. Fra starten af projektedar problemet stort pa anlaegget, og typisk startede proble-
merne i seettefisk mellem 50 og 100 gramillket var en af grundene til at fglge fisk pa anleegget fra aeqg til
udvikling af sygdom). | lgbet af den periode anlaegget blev fulgt, viste det sig dog at problemerne generelt
pa anleegget blev vaesentligt mindre, selvom enkelthold godt kunne udsnkietydedig maengde foran-

dringer. Dette betad ogsa at de hold af ynglr blev fulgt gennenperioden,ikke udviklede sygdom far til
allersidst hvor enkelte fisk begyndte at vise pletter. Derudover begyndte der igen pa hele anleegget generelt
at veere et stgrre prolem. Denne fluktuation foregik hen over 1,5 til 2 ar. Der er derfor sandsynligvis en na-
turlig fluktuation pa anleeggene der afhaenger af flere faktorer som indvirker pa smittetrykket og den efter-
folgende udvikling af laesioner.

For nuvaerende antages dett fisk der gar i kildebore- og dreenvand ikke smittes via vandet. Derfor burde

det veere muligt at holdé.eks.yngel frie for sygdommen. Model 3 anlaeg baseret péetand burde ogsa

kunne holdes smittefriforudsat der ikke indkgbes inficerede seettefisk

Laboratorieforsgg ograktiskeerfaringer fraopdraetsanleeg tyder paat der kun undtagelsesvis optraeder
genudbrud i fiskeholchvor RMSnfektionen er overstaet og hudforandringerne er ophelet. Dette medfa-

rer at man maske pa sigt bevidst kan styre infehén sa den kun rammer i fiskesterrelsger ikke er

salgs eller slagteklare. Nyt forskningsprojekt vil forsgge at belyse dette i de kommende ar.
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Behandling af RMS ramte hold.

Praktiske antibiotikaforsgg pa anlaeg har ikke vaeret gennemfart da dissévieatet laboratorieforsgget

som farst blev gennemfgrt i slutningen af projektet. Laborigtorsggethar dog nu vist lovende effekterf
antibiotika, og der vil i den kommende periode blive testet under praktiske forhold. Udfordringen bliver at
koordinere en evt. antibiotikeffekt med tilbageholdelsestider, miljgtilladelser og slagtetidspunkter.

Flere anlaeg har i samarbejde med foderfihbriter gennemfart forsgg med forskellige fodersammensaet-
ning herunder forskelligt indhold af vitaminer. Disse forsgg er ikke gennemfart som konkret aktivitet i dette
projekt, men via gennem spgrgeskemaundersggelsen kan det konkludesekedte anlaegsejerenener,

at der er en vis positiv effekt af tilsaetning af ekstra vitamin/mineraler.

1.7. Medicinsk behandling af fisk med RMS: Test af tre forskellige typer antibiotika
Antibiotika har i flere lande veeret benyttet til behandling af Rig&'sonlig kommunikigon). Det mest an-

vendtelsegamiddel er oxytetracyklinder jf. praktiske erfaringer fra blandt andet Frankrig®igrbritannien
skulle have relativgodbehandlingsffekt. Dette har dog aldrig veeret eftervist eksperimentelt. Problemet
med antibiotika er blandt andetat disse ikke ma gives profylaktisk, og at der efterfglgende er en karantze-
neperiode(tilbageholdelsestid)far fiskenema szelges.

Da RMS ikke er en dgdelig sygdom, og fiskene som regel heler lsesionerne op ved egehekraits. ef-
fektiv antibiotikabehandlindangt fra altid veere aktueDog udvikler infektionen sig ofte ganske langsomt
gennem populationen i en dam, og i disse situationer vil antibiotikabehandlimgekvaere en fordelDet er
som udgangspunkkke gnskveerdjt at bruge oxytetracyklin grundet den relativt starre risiko for udvikling
af resistens sammenlignet med andre typer antibiotika. Vi testede derfor effektesltafe typer antibio-

tika pa eksperimentelt RM&mittede regnbuegrreder. De tre typer var eatyacyklin, oxolinsyre og florfe-

nikol.

Det farste forsgg lykkedes desvaerre ikke. Pa trods af at vores smittemmuiedlt fungerer ganske godit,

har den ogséa nogle begraensninger. Den ene er, at vi ogsa har den fiskepatogene Balktsyishrophilum
modellen. | dette tilfeelde, hvor vi tilsatte mange mindre og naive fisk til vores smittemodeF, .ghsychr-
ophilumefter to uger igennem i en sadan grad, at vi blev ngdt til at reagere. Da vi ikke havde Hizk SPF

den rigtige starrelse til at geate forsgget med nye fisk fgr flere maneder senere, besluttede vi at be-
handle de igangveerende fisk med florfenikol (hvilket er standardbehandlingempslychrophilunefter to
ugerskohabitering Efter yderligere 10 dage gentogkaihabiteringeni habet am, at fiskene ville udvikle

laesioner alligevel. Efter de seedvanlige sma to maneder begyndte hovedparten af fiskene at fa lette RMS
lignendehudlaesioner, og vi igangsatte derfor forsgget pA samme made som beskrevet nedenfor. Men laesi-

onerne udviklede sig usdeanligt, og disse gik ofte hurtigt i sig selv igen, selv i de positive kontrolfisk. Vi
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kunne saledes ikke vise en signifikant effekt af antibiotika behandling. Vi besluttede derfor at gentage for-

s@get pa et senere tidspunkt med nye fisk.

| andet forsggmittede vi 160 fisk med RMS v&dhabitering Efter 660 graddage (m. H sbégyndte fi-

skene at udvikle tidlige hudlaesioner. Vi mistede to fisk undervejs, og fordelte derfor de resterende 158 lige-
ligt i 8 kar med 20 fisk i hvert kar (19 i to af karrenehavide 4 behandlingsgrupper: tre grupper behandlet
med hver deres antibiotikum, samt en gruppe der ikke blev behandlet, og forsgget blev udfart i duplikat
med to kar for hver behandlingstype. Vi inkluderede ligeledes et enkelt negativt kontrolkar mdde20 ik

smittede fiskFiskene vejede c220g, da antibiotikabehandlingen blev igangsat.

Type antibiotika Protokol

Oxytetracyklin 25g Terramycin ve20% blandes med 1 Kg foder (3mm pellets
Herefter coates med 20mL fiskeolie. Der udfodres 1% af fiske
veegt dagligt.

Oxolinsyre 1,25g Branzil vet00% blandes med 1 Kg foder (3mm pellets).
Herefter coates med 20mL fiskeolie. Der udfodres 1% af fiske
veegt dagligt.

Florfenikol 6,7mL Norfenicol 300mg/mL blandes med 1 Kg foder (3mm p

lets). Herefter coates med 20mL fiskeolie. Der udfodres 1% a

skenes vaegt dagligt.

Positiv kontrol 1 Kg foder (3mm pellets) coates med 20mL fiskeolie. Der udfdg

res 1% af fiskenes veegt dagligt.

Negativ kontrol 1 Kg foder (3mm pellets) coates med 20mL fiskeolie. Der udfdg

res 1% af fiskenes veegt dagligt.

Tabell: Skema over behandlingsotokoller for antibiotika.

Fiskene blev givet foder iblandet antibiotika (eller uden antibiotika) i 10 dagsisaf antibiotika og be-
handlingleengdesvarede til normabehandlingpraksisfor andre bakterielle fiskesygdomngse tabel 1)

Herefter fik fiskene normalt foder de naeste 10 dage, hvorefter forsgget blev afsluttet, og fiskene blev vur-
deret visuelt forhudforandringer samt hudpraver taget til detektering af MLO ved gPCR. Det er vigtigt at
pointere, at qPCinetoden detekterer DNAgg altsa ikke direkte siger noget om levende MLO i vaevet, kun
om DNA fra disse. Man ma altsa forvente stadig at kunne pavise sma maengder DNA fra MLO, selvom anti-

biotikummet har veeret effektivt, og bakterierne ikke leengere er i live.
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Nedenstaende figur @ur7) viser andelen af fisk ved forsggsstart-sigt, hvor der forekom tydelige hud-

leesioner, samt hvor DNA fra MLO kunne detekteres ved gPCR i hudprgverne.

80
70 -
® Fisk med RMS symptomer
ved start
Fisk med RMS symptomer
efter 20 dage
® Fisk med MLO DNA i
_ hudskrab efter 20 dage

Oxytetracyklin Oxolinsyre Florfenikol Ingen
antibiotika

)]
o

Andel fisk (%)
oo a8d88

o

Figur7: Sgjlediagrammet viser andelen (3akse) af fiskene i hver behandlingsgruppe, der havde synlige
RMS lzesioner ved forsggsstart (mgrkegreog,ved forsggets ophar (lysegrgn), sarandelen af fisk,

hvorfra DNA fra MLGbakterien kunne detekteres ved gPCBdvforsggets ophar.

Det ses af figuv, at ca. lige mange af fiskene (86%) i hver behandlingsgruppe havde visuelle tegn pa
RMS ved forsggets start. Efter 20 dage (heraf de 10 med antibiotikabehandling), var antallet af fisk med
RMSsymptomer halveret de grupper, der fik antibiotika. | gruppen, der fik normalt foder, var denne andel
derimod steget en smule. Dette skyldes, at forsgget blev startet, da fiskene havde meget tidliggRMS
tomer. Enkelte fisk udviklede derfor farst synlige symptomer eftesdgsstart. Hvad angar detekteringen

af MLO DNA ved gPCR, var det ikke alle fisk meddgM@tomer, hvorfra MLO DNA kunne detekteres.
Dette skyldes, at der i denne analyse ikke skelnes mellemi&si8nernes udviklingsstadie. Kraftige laesio-
ner ved forsggstart, kunne stadig erkendes ved forsafgutning selv om de var under afheling. Milde lze-
sioner ved forsggsstart forsvandt derimod helt. Omvendt forholdt det sig i gruppen, der ikke fik antibiotika.
Her var der enkelte fisk med subklinisk REBVILO DNAunne detekteres i flere fisk, end der kunne er-
kendes visuelle tegn pa RMS hos.

Det kan derfor konkluderes, at alle tre typer antibiotika havde god effekt pa bade laesioner og MLO. Den
lavere meengde malbar MLO DNA i gruppen, der fik oxytetracyklin, kydegp en marginalt bedre effekt

af denne type antibiotika. VVores ferste antibiotikaforsgg, der matte gentages,ogstgendenser foren

effekt af alle tre antibiotikatyper, men meeh marginalt bedre effekt af oxytetracyklin.
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1.8 Praktisk manual til forebyggelse og behandling af RMS pa dambrug
Projektet resultater har desveerre ikke medfgat der for nuveerende kan fastleeggeslamkret forebyg-

gelsesog behandlingsplan, der kan bruges pa alle anleeg.

Projektet har doggenereret megen nyiden, somden enkelte fiskeopdraetter sammen med sin praktise-
rende dyrleege kabruge til at skraeddersy gplan for forebyggelse og evt. behandling pa det enkelte fiske-
opdraet. RMS emed stor sikkerhegavist at vaere en smitsolwakteriel sygdom, hvilket abner op fepeci-
fikke forebyggelsesg behandlingstiltag.

Der mangler dog fortsat videsom gar os i stand til sikkert at kunne detektdreilke anleeg der reelt er
inficeret, og der mangler viden ogffekten af tarleegningvandbehandlingpg desinfektion.

Behandling med antibiotika ser lovende ud, men udfordrdaradie tilbageholdelsestider efter endt be-
handling.

En metode, der er under overvejelse som en mulig forebyggelse, er bevidst smitte i tidlige livsstadier. Dette
er muligt fordi RMS ikke er dgdelig, med mindre smittetrykket bliver ekstremt hgjt, hyitketerter set
under eksperimentelle forholdjeeldentunder praktiske opdraetsforhold, ag der gjensynligt ingen eller
begraenset nedsaettelser i foderindtaget. Deer observeretat regnbuegrreder kan f& RMS symptomer
ned til en starrelse pa 50 Bet er dog sandsynligt, at dette ikke er den reelle nedre gradvese smitte tid-
ligt vil fiskene potentielt vaerbeskyttedemod genudbrud af RMS indtil salg. Hvor lsenge fiskene er beskyt-
tede vides dog endnikke, men vores hidtidige forsgg viset denne periode emindst et halvt arlgang-
veerende forsgg skulle gerne klarlaegge, hvorvidt fiskene er beskyttede i et helt deftéarste smitte.
Dette er dog forsgg med store fisk over 100 denne forbindelse kan nzevnes, anetop harfaet tilsagn

om et projekt, der blandt andet skal undersgge eféekaftidlig smitte, og opbyggelsen af immunitet efter
denne. Disse forsagdfgres i perioden 2012021.

Da intracellulzere Rickettsialdmkterier ofte har brug for en transportvektor (dette kunne veere en ciliat
eller en amgbe) for at sprede sig fra den ene veert til den anden, er det muligt, at en bedre kopa-af
sitfaunaen ved vandbehandling delvist vil kunne afhjeelpe problemerne med RMS. fdr$mgtat under-
sgge dette i vores smittemodel pd DTU. Vi har undergagbzdfaunaeni vores forsggskar, og undersggt
disse for intracelluleere bakterier, men har endikke nogen klare resultater. Vi fortseetter med at forfalge
dette spor i samarbejde med en Pisiuderende fra Italien i Igbet af 2019.

Da de immunologiske undersggelser af RE¢Sionerne tyder pa en immunologisk overreaktion med hgj
produktion af antistéfer, kunne inkorporering af immunmodulerende stoffer i foderet godt forestilles at
have en gavnlig effekt. Dette er imidlertid ikke blevet undersmgtiiveerendeprojekt.

Projektets resultater er Isbende formidlet til opdraetterne gennem mgder og DanskkAkurseget tids-
skrift. Resultaterne er desuden blevet preesenteret pa en international konference for fiskesygdomme

bade i form af mundtlig preesentation, postgchmidt et al 201%)g organisering og ledelse af workshop
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samtudgivet i et internationalt videnskabeligt tidsski@chmidt et al 2018)Yderligere 3agfeellebedgmte

artikler er desuden under udarbejdelse.
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BILAG 2: VANDKVALTTBEG MIKROPARTIKLRRS

Tekst af Larslemming PedersénkKim Joao de Jesus GregetsBer Bovbjerg Pederseiibo Litisamt
Kurt Buchmanh
1DTU Aqua KU SUND

Deltagere i arbejdspakken.
DTU Aqua, Dansk Akvakultur og KU SUND

Baggrund
Vandkvaliteten i recirkulerede anlaeg afhaenger af en reekke driftsforhold, hvor iseer fodermeaengde, foder-

type, vandskifte ognleeggets rensekomponenter er betydende elementer. Partikulaert organisk materiale
skaber gode betingelser for bakteriel veekst pa mikropartikler i vandfasen {Roga® m.fl., 2018) og ber
fiernes hurtigt og effektivt (Bao m. fl, 2018).

Deseneste &rhd® SNJ On NBi DASG 2LIYnN] a2YKSR LI w!{ @FyRSis
dermed bakterieforekomst (Pedersen m.fl., 2017). Ophobningen af mikropartikler og bakterier skyldes gun-
stige betingelser ved kombination af lang opholdstid, en hgj indfodgray og det forhold, at mikropartik-

ler ikke kan fiernes med f.eks. tromlefiltre (Fernandes m.fl., 2016; Gregersen m.fl., 2018).

Hvorvidt det berigede vands indhold af mikropartikler og bakterier kan veere direkte til gene for opdreetsfi-
skene er ikke entyidt dokumenteret. Lu m.fl. (2018) har vist, at inerte mikropartikler blev tilbageholdt i
geelleepithelet hos regnbuegrreder og farte til opregulering af imnnatateret genekspression. Samtidig

har nye tyske undersggelser sat spgrgsmalstegn ved, om okgaaieriale og mikropartikler overhovedet

har direkte effekt pa fiskene ve og vel; bade kogtlangtidseksponerings forsgg har vist, at forhgjet ind-

hold af suspenderet stof hverken pavirkede malbare stressparametre, vaekst eller overlevelse for regnbue-
grreder (Becke m.fl., 2017, 2018). Vandkvaliteten er en sammensat starrelse af bade kemiske og mikrobio-

logiske faktorer, hvor god vandkvalitet ogsé er forbundet med stabile betingelser.

Der er begreenset viden om eventuelle sammenhaenge mellem forringet lonikogisk vandkvalitet og for-

hgjet fiskededelighed pa danske dambrug (Fig. 2.1)- Kgrtangtidspavirkninger som falge af forringet
vandkvalitet kan seette fisken i alarmberedskab og forage immunresponsen, som pa sigt kan sveekke fiskene
og gare dem mindreygdomsresistente. Derfor er deigtigt at forstg hvornar dette indtreeder og hvilke

former for immunrespons, der traeder i kraft. £ndringer i forbindelse med stress kan blandt andet males
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ved hjeelp af en raekke fysiologiske markgrer i fiskens blod, égeeléller i slimlaget, som er den beskyt-

tende barriere mod mikropartikler og bakterier i vandet. Ideelt skal stressmarkaren kunne varsle at fiskens

mistrives og samtidig veere let at male.

Fig. 2.1: Nar seettefisk fra gennemstrgm
anlaeg flyttes til reckulerede anlseg mg-
der de en anden vandkvalitet, som er ke
rakteriseret ved at hgjt indhold af mikro-
partikler og forgget bakteriel aktivitet i
vandet.

| arbejdspakke 2blev niveauer amikre
partiklerog bakteriel aktivitenalt pa syv
danske modeldambrugegnbuegrreders
respons p&kiftende vandkvaliteg tilste-
deveerelsen af partikler blev ogsa under
s@agt, og effekten af pereddikesyre pa ot
redersimmunrespobtev belyst under
kontrollerede betingelser

AP 2.1. Undersggelse af mikrobielandkvalitet og mikropartikler pd danske modeldam-
brug

| foraret 2017 blev niveauet af mikropartikler og bakteriel aktivitet malt pa syv forskellige danske model
dambrug. Partikelantal, partikelvolumen og partikeloverfladeareal blev malt pa friske vandmeal/brug

af partikelteellere Den bakterielle aktivitet blev malt pa de tilsvarende vandpraver ved at tilseette en kendt
maengde brintoverilte og anvende omsaetningsraten af brintoverilte som et mal for den bakterielle aktivi-
tet. Hertil blev vandets indholdf organisk materiale bestemt som kemisk og biologisk iltforbrug, hhv. COD

og B4,

Resultaterne viste, at antallet af partikle~2B0 um) var i starrelsesordenen 6.0¢t(.4-10 partikler/ml

pa de syv dambrug (Fig. 2.2). Langt hovedparten (> 95%saf plrtikler var mellem-20 um.

Der var en klar sammenhaeng mellem partikelantallet og den bakterielle aktivitet i vandet (¥8,90{ <
0,001), og tilsvarende positive sammenhaenge med partikulsert CODR.og Bl

Lidt overraskende blev der ogsa fundetheetydelig variation i vandkvalitegsarametrene i forskellige op-
dreetsenheder indenfor samme dambrug, som ikke entydigt kunne forklares ud fra driften af anlaeggene.
Generelt blev mikropartikler tilbageholdt i dykkede biofiltre, mens tromlefiltre reduceptékelvolumen

men ggede samtidigt antallet af mikropartikler.

32



Undersggelsen giver ny viden om den generelle tilstedeveerelse af et meget stort antal mikropartikler i re-
cirkulerede anlaeg. Omregnet til biologisk aktive overflader udgar mikropartikléndevserende undersg-
gelse en overflade pa 120 n¥/m3vand. Dette giver anledning til en raeekke spgrgsmal. Eksempelvis om
mikropartikler og bakterier pa disse niveauer sveekker fiskene, i sa fald under hvilke betingelser og i hvilke
maengder, og safremt det ilfaeldet, hvordan man ved eendret driftspraksis kan kontrollere eller reducere

antallet af mikropartikler.

Hele undersggelsen er publiceret soBregersen, K. J.D.J., Pedersen, P.B., Pedersen, L.F. & Dalsgaard, J.
2018.Micro particles and microbial activity in Danish recirculating rainbow trouacérhynchus mykiss

farms i tidsskriftet Aquaculture Engineering.
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Figur 2.2. Oversigt ovantallet (middelvaerdi + std. afv.) af partikler mellem 2 @0 um i vandprgver
fra forskellige anleeg pa 7 danske modeldambrug. Forskellige bogstaver angiver signifikant forskel i parti-

kelindhold i anleeg indenfor det enkelte dambrug.
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AP 2.1.BEffekt af mikropartikler pa geeller hos regnbuegrred og zebrafisk (KU)

Med henblik p& at etablere metoder til objektive analyser af partéétkter pa geeller af fisk i opdraet har

KU udarbejdet en eksperimentel model, som kan supplere DTU Aquas undezs@adelartikelforekom-

sten i felten. Modellen er blevet afprgvet i en bdgee-undersggelse af hvorledes hhv. regnbuegrgad|-

ler og zebrafisigaeller pavirkes af partikler af forskellig starrelse. Til undersagelsen anvendtes helt kugle-
runde og inerte polytyren-partikler med diametre pa hhv. 0,2 um, 1,0 pm, 20 pm, 40 um og 90 um. Fi-
skene eksponeredes i 2 timer i 200.000 partikler pr liter vand. Efterfglgende registreredes hvor partiklerne
blev opfanget i geelleapparatet, og der udtoges geelleprgver tHegspressionsanalyser. Det observeredes,

at seettefisk opfangede partikler pa 20 og 40 um i geellerne, og @rreder eksponeret for 0.2 og 40 um partik-
ler viste aktivering af et saerligt immungen (interferon gamma). Et gen, der koder for regnbuegrredens na-
turlige forsvar (SAAyenet) var til gengeeld nedreguleret hos grreder eksponeret for 1, 40 og 90 um partik-
ler. Modellen vil kunne anvendes i fremtidige studier af hvorledes partikler af forskellig starrelse, form, ke-
misk og biologisk sammensaetning kan pavirke fiskemderes helsetilstand i forskellige Rakeg, der
opererer med forskellige partikeltyper. Resultaterne er blevet publiceret som: Lu, C., Kania, P. W., Buch-
mann, K. (2018Rarticle effects on fish gills: An immunogenetic approach for rainbow trouzahchfish.

Aquaculture 484: 94.04.

AP 2.2. Undersggelse af immun respons ved overfgrsel af regnbuegrreder til forskellige typer vand
Forsgg 1. Regnbuegrreder overfart til tre forskellige typer RAS vand

Denne arbejdspakke undersggte immunologisk resparssregnbuegrreder som falge af strgssvirkning i
forbindelse med forskellige typer af organisk belastet v&aisggene blev lavet ved at etablere forskellige

typer RAS vandkvalitet, hvor regnbuegrreder blev fulgt over en lsengere periode.

Der blev laveet indledende forsgg med sma regnbuegrreder. Fiskene kom fra et traditionelt dambrug, og
blev efter 14 dages karanteene (20 ppt saltvand) atter holdt ved gennemstramning i ferskvand. Forsgget
foregik ved at overfgre 15 fisk (30,4+5,3 g) til 12 stk. 28sliplastkar med tre typer RAS vand med hhv. in-

gen, moderat eller hgjt niveau af partikler (Fig. 2.3). Forsggsbetingelserne blev skabt og kontrolleret ved at
udtage RAS vand fra et 8,5 RAS anleeg med store regnbuegrreder, der blev holdt under konstante for-

hold og tildelt 1000 g foder/dag og 1000 liter vandskifte pr. dag. Vandet herfra blev overfart hhv. i) ufilte-
NB (X A A Gfiltreret ogii) 1YLblaniRg af farnsevnte. Fiskenevbherefter direkte overflyttet til de

nye betingelser og der blev dagligt udskiftet en given maengde vand af den pageeldende vandkvalitet. Fiske-
nes reaktion pa de nye betingelser blev undersgagt ved at sammenligne overlevelse og indikationer pa im-
munresponsDer blev udtaget blodpraver til udstrygning og mikroskopering, plasma analyser samt prgver

af slimlag og geelleveev.
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Fig. 2.3. Skitse af forsggsdesign til bestemmelse af regnbuegrreders respons pa forskellige niveauer af

mikropartikler og bakteriel aktvitet.

Forsgget viste, at der efter tre dages eksponering var en signifikant forggelse/opregulering i andelen af mo-
nocytter og granulocytter (ved opteelling af ca. 200 hvide blod celler/ leukocytter) hos de grreder der blev
overfart til RAS vand med det jegte partikelindhold og mikrobiel aktivitet (Fig. 2.4.). Efter yderligere 3%

uge var niveauerne i alle grupper signifikant forgget, og der var ikke lzengere forskel pa behandlingsgrup-
perne. Tilsvarende blev der malt en signifikant foraget lysozym alktivtle grupper 27 dage efter over-
flytningen til den nye vandkvalitet i forhold til niveauerne efter 3 dage. Begge reswliaterat fiskene

blev pavirketog at dette mest udtalt ved overfarsel til ufiltreret RAS vand. Resultaterne efter 27 dage, samt
det forhold at der blev registreret dgdelighed i alle grupper, indikerer imidlertid, at forsggsopstillingen med
relativt sma kar maske ikke var optimal til formalet, idet fiskene pafgrtes stress ud over tilstedeveerelsen af

mikropartikler.
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