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Et betydelig problem for produksgon av atlantsk laks | Norge har siden midten ay
1950-tallet vaert forekomst av glellesykdommer (GD). Hovedvekten av disse tifellene
har ert lokalisert ti Vestiandet.

En rekke med forskjelige patogener er knyttet til gjelleproblemer hos laks, og de
siste to drene har flere anlegg hatt betydelige tap assosiert med tistedevasrelse av
ampben, Paramosba perurans,

Flere ay disse anleqgene har fitt diagnosen amabisk gjellebetennelse (AGD
amoebic gil disease)

. perurans forekommer i oppdrett av laksefisk i de fleste lakseproduserende land og
ble forst pavist | Norge | 2006 mens betydelige tap knyttet tl denne parasitten har |
hovedsak vert registrert hosten 2013 og 2014 (>50 tilfeller | dret), T

Totalt
tillegg til laksefisk har amaben veert pavist pd flere marine arter som berggylte, 6291 000 kr
radnebb/blistdl, rognkjeks, sel og makrell, Det kan ikke utelukkes at alle disse
srtene kan veers viknge for spredning av parasitten mellom oppdrettspopulasioner,

pram dat Lam aacl vsare af dar fnralinnar fare
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4 Genotype og fenotype
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Definisjon:
Genotype: hvilke gener / genvarianter en organisme beerer pa

Fenotype*:
i) Karakterene til en organisme, resultat av samspill genotype + miljo
ii) en gruppe individer som deler samme fenotype

Her: amgabelinjer eller kloner som likner hverandre, og som skiller seg litt fra
andre kloner pga ett eller flere observerbare karaktertrekk

*Kilde: Henderson’s Dictionary of biological terms
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Mal (WP1)

Isolering, kloning og dyrking av P.perurans fra laks og
andre fiskeverter

Fenotypisk karakterisering av P.perurans og deres
symbionter

- Morfologisk (mikroskop/EM)

- Effekt pa lakseceller vha cellekultur

- Effekt av ulike saliniteter og temperaturer

Bakterier og symbiontens betydning for virulens
Dannelse av hvilestadier /cyster = BN
Testing av ulike nedfrysningsmetoder



Fenotypisk karakterisering
-innledende studier
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Fem utvalgte isolater:

Navn Arstall Opprinnelse Fiskeart isolert fra
ES301013C2 2013 Sotra Laks
S$t251113B2 2013 Sotra Laks

L290914B2 2014 Sogn & Fjordane Laks
4k220114E9 2014 Os Laks
LB270814F3 2014 Austevoll Leppefisk
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4 Eksperimentelt oppsett
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Fem isolater av Paramoeba perurans

15°C i malt gjaer buljong

Isolatene studert over 14 dager (en ompodingsperiode)
- Uttak etter 2 timer, 1-4 dager, 8, 11 og 14 dager

24 bronners brett (24 stk, 3 brett ved 8 tidspunkt)

- TRIZOL (triplikate brenner): for RNA nivaer
- Morfologi (triplikate brgnner: mikroskop)

- Ulike fiksativ (SEM, Karnovsky, formalin)

- Celletelling (CASY eller tellekammer)

- Cytospin
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Vekstkurve for de ulike
n amgbeisolatene
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RNA-nivaer
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Isolat 1 (fra laks pa Sotra 2013)
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Isolat 2 (ogs4 fra laks pa Sotra 2013) %@
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Isolat 3 (fra laks Sogn & Fjordane
2014)
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Isolat 4 (fra laks, Os 2014)
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Isolat 5 (fra leppefisk, Austevoll 2014 ‘&
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W Opprundede stadier sett for alle
= isolat
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Opprundede amgber kunne ses for alle isolat i lgpet av de
14 dagene

Noen var granulerte med lysere omrader:
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Laks smittet med ulike kloner av
P. perurans

Disse fem klonene (og andre) skal na benyttes i
smitteforsgk med laks hgsten 2015

Har de ulike klonene ulik virulens hos laksen?

Kan de ulike veksthastighetene gjenspeiles i dynamikken i
smitteforlgpet?

Gitt ngyaktig like dyrkningsbetingelser

Badsmitte og kohabitering (tilsetting av usmittet fisk)
Real-time RT-PCR, histologi og vannprgver
Sekvensering av ulike kloner




Nedfrysning av amgber
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RT-Gill Co-culture Poly/monoculture

Control Temperature Nutrition Physical
N Pre- cooling Pre- heating Low nutrition Dehydration Increased Pre-
one (a°c) (20-35°C) salinity salinity (starvation) (partial) pressure treatment
[ Detachment =>Centrifugation = Pellet

Freezing

I RPN | | Controlled freezing | Controlled freezing I

| Wash = Centrifugation = Pellet

Wash = Centrifugation = Pellet

Resusp.
&
Culture

Thawing

Freeze
medium

Wash

Figur: S.Nylund
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= Oppsummering
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Fem kloner fra laks og leppefisk undersokt
Fenotypiske forskjeller pavist, bla utseende pa flytere
Ulikt vekstforlgp og tidspunkt for pavisning av flytere

Hoyeste RNA niva for adherente amgber sammenfalt med
tidspunkt for dannelse av flytere, og nar gkning i RNA
nivaer i supernatanten kunne ses

Kulturene nar en platafase
”Beitende” amgber kunne ses i vannfilm for alle isolat
De fem klonene skal benyttes i smitteforsgk host 2015
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Irjlstrilabort iet Malt og gjar medium:
- ogsa amgber blir det de spiser!
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