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Sammendrag

Norske laksefisk kan vaere infisert med tre arter diplomonade flagellater som hgrer til slekten
Spironucleus. Alle artene forekommer i tarmen pa de naturlige vertene, men en art,
Spironucleus salmonicida kan invadere blodkarsystemet, og kan da forarsake sykdommen
systemisk spironucleose. Denne rapporten oppsummerer kunnskapen var om laksefiskenes
Spironucleus arter, med hovedfokus pa S. salmonicida.

Spironucleus salmonicida taler ikke temperaturer over ca. 15°C, og synes a ha en nordlig
utbredelse. Flagellater kan smitte fisk i smoltanlegg, hvis villfisken i vannkilden(e) er baerere
og desinfeksjonen av inntaksvannet svikter. Smittebserende smolt/postsmolt satt i sjg kan
utvikle spironucleose, og kan da starte et utbrudd. Parasitten forarsaker tap bade i form av
sykdom og dgdelighet, og ved a forarsake byller i fisken. Disse byllene kan ogsa opptre i
muskulaturen, sa smittede fiskegrupper ma enten kasseres eller sa ma alle filéter undersgkes
manuelt for lesjoner.

Det foreligger ingen brukbar kjemoterapi. For & unnga sykdom ma en unnga a fa smitten inn i
smoltproduksjonen. Derfor er forebygging ved effektiv og palitelig desinfeksjon av vannet
meget viktig.



Summary

Norwegian salmonids host three species of diplomonad flagellates in the genus Spironucleus.
All these are found in the intestine of their natural hosts, but one species, Spironucleus
salmonicida can invade the blood vascular system and then cause disease - systemic
spironucleosis. This report summarizes the available knowledge on S. salmonicida, but with
some reference to other species.

Spironucleus salmonicida cannot survive at temperatures above c. 15°C and is known to
occur only in the northern parts of Norway. The flagellate can infect salmon in smolt-
production facilities, if the wild fish in the water source(s) harbour S. salmonicida infections
and the inlet water filtering and disinfection is inadequate. Smolt/postsmolt salmon being
carriers of infections can develop spironucleosis after transfer to netpens in the sea, and
initiate outbreaks.

The parasite may cause losses through disease and mortality, but also by causing boils in the
tissues of the salmon, including the musculature. Affected fish may have to be discarded
entirely or individually examined for muscle lesions.

There is no chemotherapy available. Prevention can be achieved by adequate prophylactic
measures in smolt production, avoiding entry of the parasite with the inlet water.



Contents

271 ={ U oY o USRI 6
HVA €5 SPITONUCIEUS? ..ottt ee e ee ettt ee e e e e ee e e bt teaeeeaeeesbasseaeeeasaesnsens 7
Hvordan identifiseres flagellat@ne?............euviiiiiii e ee e e e 8
Hvordan smitter flagellatene? ..... ...t ee e e e e et aeee e e e e eae 9
OVETIBVEISE 1 VANN ittt et et e s st e s n e st e saneeesnnee s 11
TEMPEIAtUITOIEIANSE ..cei e it ee et e e et ee e e e e ee ettt aeeeeeeeeeeatbessaeaeeseassasssseaeaeeeeeansens 13
VErter O VEItTSPIEIEIANSE . ..viiiiieciieeeeeceee ettt etee e ette e e et e e e e etae e e e baeeeeabaeeesnsaeeesnnsaeaeenn 13
GEOgrafisSk UTDIrEEISE ... ettt e e et ae e e et baee e e raeeas 15
TilhOldSStEAEN T fISKEN ..eeueie ittt e ettt et b st st eabe e 16
MIETADONISIME. ..ttt s bt st e e s bt e s sebe e bae et e saneee e 17
Parasitt-vertsforhold: Spironucleus arter som lever i tarmen .........ccceeeecveeeeccieeececieee e, 18
Parasitt-vertsforhold Spironucleus salmonicida: 1aKs .............ccccouveeiieieieciiiiieie e, 18
o YT R 1= 1 0 0T [0} =1 Y o o TR PR UTRR 18
KOIONISEIING @V DIOd ... .cceiiiiceee e et ee e e 19
FaS@ 2-BlOTfaSE ..ottt ettt ettt et st b shb et 20
Parasitter 1 BIOd .. ..ot et s 20
IMIMIUNTEET Lo e e s e 20
FASE 3 VEVSTASE ..ttt ettt ettt ettt ettt st bbb 21
Sykdom — spironucleose forarsaket av S. saIMonicida ................cccvveeeccieeeieiieeeecieee e, 21
KEINTKK e ettt sttt e te et e et et e st e et e e seestee seeeenteenteenneaneennes 21
Makroskopiske SyKAOMSTEEN ........euiiiiiiiiiee et ae e 21

[ T o] oF=] o] Lo} - TSP 23
Infeksjoner i OPPArETEEL SJBIBYI ....ueeeie et e e e e e ar e aeaeae s 24
Y g Vi d=ty o g =Te [ o 1] o= SR PUUP 24
(o] 01 o ] | PSPV P PRPRPRPTPR 25
DESINTEKSJON eeeieie ittt ettt ee e e e ettt ae e e e eeeeetasbeaeeeaeee e sasaeaeaeeeaeenranneaeaaaeaann 26
LG T=T0 01 1 (=T = 26
RETEIANSEI ..ttt et ettt st e e bt e st e bt st eabe e bt eabt e et e et e e beesbaeseaeeas 27



Bakgrunn

Alt i 1681, ved noen av de fgrste mikroskop-observasjonene gjort av Antonie van
Leeuwenhoek, ble det sett flagellater i menneskelig avfgring. Disse var ganske sikkert arten
som i dag heter Giardia intestinalis1, en representant for noen flagellater som er dobbelte,
dvs. kan tolkes som en sammensmelting av to individer i ett. Derav navnet pa gruppen,
Diplomonada (dobbeltflagellater) eller Diplozoa (dobbeltdyr).

Siden ble lignende flagellater funnet i rattent vann, og i tarmen pa dyr. Den fgrste som fant
diplomonader i fisk var trolig Seligo?, som pa 1880 tallet fant flagellater i tarmen pa regnlaue,
en liten karpefisk. | 1920-22 ble den fgrste arten fra laksefisk beskrevet®#, en art som nd kalles
Spironucleus salmonis. Denne har en rekke ganger fgrt til tarmbetennelse, sykdom og d@d hos
oppdrettede laksefisk i Europa og i Nord Amerika, saerlig ved hgy temperatur. Den har ogsa
forarsaket sykdom hos regnbueaure i oppdrett i Norge >’. Denne sykdommen innebzerer
enorme mengder flagellater inne i tarmen, som blir blgdende og g¢delagt (katarralsk enteritt).

| 1989 ble det for f@rste gang observert en sykdom pa oppdrettslaks i sjpoppdrett, der slike
flagellater ble funnet i byller med dgdt vey, i lever og nyre®. Byllene inneholdt store mengder
flagellater, identifisert som Hexamita salmonis, et tidligere navn pa Spironucleus salmonis.
Parasitten ble ogsa pavist i blod og dermed i de fleste vev, og i tarmen. Disse sykdomstilfellene
var altsd i sjgoppdrett ogi kaldt vann (6°C) i Finnmark, og parasitten forekom systemisk («over
alt») i fisken. Siden har en hatt en rekke utbrudd med sykdommen, som na kalles systemisk
spironucleose. Patogenet er her en egen art beskrevet i 20062 og navngitt som Spironucleus
salmonicida, og altsa ikke Spironucleus salmonis som en fgrst trodde. Mellom 1997 og 2006
ble denne arten ogsa feilaktig identifisert som Spironucleus barkhanus, en art fra laksefisk som
vi na vet ikke forarsaker sykdom.

Parasitten S. salmonicida forarsaker ikke bare tap ved a forarsake sykdom. Parasitten kan ogsa
danne byller fylt med puss og flagellater i selve filéten Dette medfgrer at all fisk ma sjekkes
individuelt og manuelt og fisk med slike byller gar enten til avskjaer eller kassering (se under,
Figur 7), noe som gir store gkonomiske tap.

Etter flere sykdomstilfeller med S. salmonicida i 2022 ble et FHF finansiert prosjekt startet, med

formalet a skaffe mere kunnskap om parasitten som forarsaker sykdommen systemisk
spironucleose hos laksefisk.

Her er det laget en oppsummering av var kunnskap om Spironucleus salmonicida, men de to
andre flagellatene som kan forekomme i laksefisk i Norge, Spironucleus barkhanus og
Spironucleus salmonis, omtales ogsa.

Denne oppsummeringen utgjgr AP 1.1 «Norsk Kunnskapsoppsummering» om S. salmonicida i
«SpiroFri» prosjektet. Rapporten inneholder i begrenset grad resultater fra selve prosjektet,
som publiseres separat.



Figur 1. Spironucleus salmonicida utseende. Sammenstilling av frittsvgmmende
flagellater fra kultur, som viser noe av variasjonen i form og stgrrelse. Det bakre
«handtaket» kan mangle helt. Alle bildene har samme forstgrrelse; skalastaven ftil
hgyre er 20 um lang.

Hva er Spironucleus?

Da en fgrst oppdaget flagellater i blod og vev hos oppdrettslaks ble disse identifisert som en
art i slekten Hexamita. Den slekten hadde da arter som bade var frittlevende, eller symbionter
i skjell, fisk, amfibier, krypdyr, fugl eller pattedyr. Det viste seg senere at disse ikke utgjorde en
gruppe beslektede arter, og en har na flere slekter. Artene i slekten Spironucleus lever som
symbionter i vertebrater, mens de fleste Hexamita artene er frittlevende i oksygenfattig vann
eller i tarmen pa evertebrater (insekter, igler, skjell).

Arter i slektene Hexamita og Spironucleus ligner hverandre i mikroskopet, de har 6 fremre og
to bakre flageller. Indre oppbygning er noe forskjellig, et viktig trekk hos slekten Spironucleus
er at kjernene (der er to) fremst er snodd rundt hverandre(spiral), derav navnet Spironucleus®.
Kjernene hos medlemmene i slekten Hexamita er ikke vridde, men ovale til paereformede® .

Disse flagellatene har en noe uavklart systematisk klassifisering, noen plasserer dem i gruppen
(rekken) Diplozoa, som regelrett betyr «dobbeltdyr», andre i rekken eller klassen Diplomonada
(«dobbel enhet»). Fra dette siste navnet har en fatt popularnavnet «diplomonader». Hver
celle er bygget opp som om den er dannet fra to individer'1®, Der er to sett med flageller, som
hvert bestar av 3 fremre og en bakre (Figur 1,2). Der er to sett av celleskjelett, to kjerner og to
cellemunner. De bakre flagellene har opphav i basallegemer sammen med de fremre
flagellene, men Igper gjennom cellen i rgr som munner bak. | disse rgrene kan der vaere en
region hvor naeringen tas opp (cellemunner) ved en prosess kalt endocytose.
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Figur 2. Spironucleus salmonicida utseende. Skisse, som viser typisk form av levende
flagellater. Kjernene tegnet inn gverst er normalt ikke synlige i levende individ, men kan
sees etter farging. En region i kjernene (mgrk) farger da ekstra sterkt.

Det har vist seg at alle Hexamita artene fra fisk, som er blitt naeermere undersgkt, hgrer til
slekten Spironucleus. | dag regnes det som trolig at alle slike infeksjoner i fisk representerer
Spironucleus arter.

Hvordan identifiseres flagellatene?

Disse parasittene er lette a pavise i et ferskt utstryk under lysmikroskop pa grunn av sin
karakteristiske bevegelse. Diplomonadene i fisk er lette a identifisere til gruppe ved sin typiske
paereform og karakteristiske flageller, seks fremme og to bake (Figur 1,2). Pa hgy forstgrrelse i
lysmikroskopet kan en ogsa se noen finere detaljer, men flagellatenes form er variabel, og de
er sa aktive at det er vanskelig a se strukturer. | fargede utstryk er det lett a skille Giardia fra
Spironucleus; flagellater av begge slektene forekommer i noen fugl og pattedyr. Men nar det
gjelder Spironucleus fra fisk er der ingen gode karakterer som palitelig skiller artene. Levende
Spironucleus salmonicida maler 9,2-13,9 (snitt 11,1) um i lengde, og 3,9-6,6 (snitt 5,3) um i
stgrste bredde. 1 um (mikrometer) er 1/1000 mm.

En matte derfor ty til elektronmikroskopet, og pavise ultrastrukturelle forskjeller nar en skulle
karakterisere nye arter. Dette er vanskelig, ekspert-arbeid, og fa har tilgang til slike mikroskop.
Etter hvert har molekylzerbiologien gitt oss kjennskap til DNA sekvenser til flere gener fra disse
flagellatene, og en kan na identifisere noen av artene pa basis av deres DNA sekvenser
(«molekylaert»). Et slikt «informativt» gen er det som koder for RNA i ribosomene. Hittil er
sekvenser for et ribosomal RNA gen kalt SSU («small subunit») mest brukt. Variasjonen i gen
sekvensen skiller klart artene som forekommer i norske laksefisk (Figur 3).



} S. barkhanus
} S. salmonicida
-} S. salmonis

Figur 3. Eksempel pa DNA sekvenser (liten del av SSU rRNA genet vist), fra forskjellige
prgver av de tre Spironucleus artene som forekommer i norske laksefisk. Det er stor
sekvensvariasjon mellom disse artene, slik at de «molekylaert» er lett a skille.

SSU rRNA genet er i dag det viktigste genet for identifikasjon, men sekvenser fra flere
proteingener kan trolig ogsa brukes. Flere genomer er nd tilgjengelige'”-%°, hvilket dpner for
nye mater for finere identifikasjon (f. eks. stammer).

Pa basis av SSU rRNA gen-sekvenser er det utviklet flere sdkalte real-time (sanntids) PCR
analysemetoder (qPCR «assays»)?123, som pdviser svaert sma& mengder og ogsa kvantifisere
RNA eller DNA indirekte. DNA mengden skal sta i direkte forhold til antall flagellater i prgven,
og likedan RNA mengden, men denne kan reduseres hvis flagellatene vokser darlig (redusert
ribosom mengde). Et problem med gPCR analyser kan vare at vi ikke har sekvenser fra mange
av de beskrevne artene, og mange ubeskrevne arter med ukjente DNA sekvenser forekommer
ogsa. Sa hvor spesifikke slike molekylzaere pavisnings-assay er, vil oftest veere lite kjent.

Hvordan smitter flagellatene?

De fleste Spironucleus artene lever som harmlgse tarmsymbionter, gjerne referert til som
kommensaler, da de ikke har kjente effekter pa verten. Tarmflagellatene frigjgres til miljget
med fiskens avfgring, enten som frie flagellater eller som cyster. Andre fisk blir smittet ved
opptak av flagellater eller cyster fra vannet, trolig oralt*172435, Under oppdrettsbetingelser kan
en se at fisk snapper og endatil spiser avfgring fra andre individer. Muligheten for smitte er da
stor.

Frie flagellater lever ikke lenge i vannet. Disse organismene er tilpasset a leve i oksygenfattige
milj@, og mangler mitokondrier. Oksygen er giftig for dem, i stgrre mengder. De har likevel
evne til & overleve eksponering for oksygen over noe tid, en tilpasning som hjelper dem i
spredningen?”.18:36-39,



Frie flagellater?

Figur 4. Noen Spironucleus arter som lever i tarmen produserer cyster som frigjgres i
miljget, som tas opp oralt (via munnen) av andre fisk som sa kan bli smittet. Spironucleus
salmonicida og en del andre arter er sa langt ikke funnet a danne cyster, sa det er mulig
at smitten er via frie flagellater.

Cyster er velkjent fra Giardia artene*®*!, men er ogsa rapportert fra flere Hexamita (trolig
Spironucleus) og Spironucleus arter (Tabell 1). Blant artene som infiserer laksefisk er cyster
kun kjent fra S. salmonis. Cystedannelse kan begynne i tarmen, hvor en kan se store
tynnveggete cyster med aktive flagellater inni. Etter hvert blir de mindre, mere tykkvegget og
flagellaten blir inaktiv®?#4. Noen ganger er det to flagellater i cystene. Cysteveggen hos S.
muris er fra 0,17-0,2 um tykk i antatt yngre cyster til 0,3-0,4 um i av eldre cyster®® (mélinger
fra TEM bilder). Dette er samme tykkelse som hos Giardia artene®!.

Cyster er ikke pavist hos S. salmonicida, men det finnes noen usikre observasjoner av
cystelignende strukturer i kulturer?®#°. En kjenner genomet til flere Giardia arter, og genene
som koder for proteiner i cysteveggen, og en har senere funnet lignende generi S.
salmonicida*’%,

En har forsgkt a stimulere til cystedannelse hos S. salmonicida gjennom gradvis naeringsbrist
kombinert med gkt eksponering for oksygen, uten & lykkes*’.
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Tabell 1. Cyster rapportert fra Spironucleus arter og noen Hexamita arter fra fisk (=sannsynlige
Spironucleus arter). g=diameter

Vertstyper Vert Cyster, dimensjon Referanse
Art diplomonad (um)
Pattedyr
Spironucleus muris mus 7,4%x4,0 42
Fugl
Spironucleus fasan 5,5x4,5 48
meleagridis
Fisk
Spironucleus laksefisk 10x 7 n
salmonis
Spironucleus regnbueaure 12,0x 8,5 a4
salmonis
bekkergyr c.7,89 3
brunaure, 8-10 ¢ 4
regnbueaure?!
Spironucleus Middelhavssypike 6@ 49
capelani
Hexamita motellae  tangbrosme 6-7 ¢ 49
Hexamita bocis oksegyefisk 60 49
Spironucleus torosus  torsk 7,4x6,6% 45

* fargede utstryk

Overlevelse i vann

Frie flagellater som frigjgres i vannet har vanligvis en kort overlevelse. Frie Spironucleus
salmonis flagellater overlever opp til 30 minutter i ferskvann 1. Spironucleus vortens fra
akvariefisken skalare overlever opp til 10 timer i varmt (24°C) ferskvann3*>° men har redusert
bevegelse alt etter 3 timer.

Spironucleus salmonicida fra kongelaks i sjgoppdrett i British Columbia 2° var ubevegelige og
oppsvulmet etter kun 5 minutter i ferskvann, trolig dgde. | sjgvann var det liv i noen flagellater
(~10%) etter en time, men alle syntes dgde etter 4 timer. | kunstig brakkvann med naer
fysiologisk osmolaritet (0,85% NaCl) levde flagellaten betydelig lenger, rundt 50% viste
bevegelse etter en dag, men alle syntes d@de etter 3 dager. Siden halvparten var dgde og de
levende var i darlig forfatning etter et dggn, er nok den reelle overlevelsen kortere. Disse
observasjonene ble gjort ved 10°C 26. N& har det vist seg at S. salmonicida taler eksponering
for oksygen darlig over tid, og kontinuerlig eksponering for oksygen kan derfor ha spilt en rolle.
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Overlevelsen til S. salmonicida fra norsk oppdrettslaks i vann er studert i to
hovedfagsoppgaver, Sommerhaug 2° i 1995 og Helsg %’ i 2024, der det ble brukt forskjellige
metoder. Sommerhaug ?° klassifiserte ubevegelige flagellater uten flagellbevegelse som dgde,
men Helsg 4’ undersgkte om tilsynelatende dgde flagellater kunne dyrkes i fraveer av oksygen.
Hun fant at disse som regel var udyrkbare, men i noen prgver fantes det noen fa dyrkbare
individer (<<1%). Begge studiene viser at flagellatene dgr raskt i rent ferskvann, og har kort
overlevelse i fullt sjpvann (Tabell 2). De har lengst overlevelse i brakkvann med nzer fysiologisk
osmolaritet, da flagellatene er aktive i flere timer.

En saltholdighet pa rundt 10%. er nok mest aktuelle i indre fjordstrgk naer elveoser, og helt i
overflaten nar det er mye regn. | normalt fjordvann rundt oppdrettsmerder vil overlevelsen og
dermed den vannbarne spredningen veere begrenset.

En faktor som er lite kjent er betydningen av organisk materiale for overlevelsen. Helsg?*’ fant
at neeringstilgang (rester av dyrkingsmedium) gkte overlevelsestiden i brakkvann. Likedan er
det vist at S. vortens lever betydelig lenger i fekalier enn i rent ferskvann 34,

Tabell 2. Observerte overlevelsestider til Spironucleus salmonicida (norske isolat) i vann med
forskjellig saltholdighet. t=timer, min= minutter

Ikke
Saltholdighet Svgmmende svgmmende, Tilsynelatende Maksimal Ref
(%o) flagellater med dgde overlevelsestid '
flagellbevegelse
0 <<10 min <<10 min <10 min <10 min 29
0 2 min <4 min 4 min 10 min 47
10 ? <11-13,3 t 11-13,3t >13,3t 29
10 5t >9t 11t 11t 47
25 Maks 30 2-3t 1,5-3t 2
25 <0,5 min <0,5 min 0,5 min 15min<2t 47
33 ? ? 30 min <30 min 29
35 <0,5 min <0,5 min 0,5 min 15min<2t 47
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Temperaturtoleranse

| Norge er Spironucleus salmonicida infeksjoner kun kjent fra fisk i den nordligste delen av
landet, en antydning pa at parasitten er begrenset i utbredelsen av temperatur. Utbrudd av
spironucleose har forekommet ved temperaturer mellom 6 og 10°C>>!. Et utbrudd hos
kongelaks oppdrettet Sechelt omradet i British Columbia hgsten 1991252 kan ha hatt
sjigtemperaturer sa hgye som 12-14°C, som er vanlig der i september.

Temperaturtoleransen til den norske S. salmonicida varianten er blitt undersgkt i laboratoriet,
med flagellater holdt i ellers optimale forhold (dyrkingsmedium, oksygenfattig atmosfeaere)*’.
Parasittens dyrkbarhet avtar rundt 15-16°C, som synes a representere maksimumstemperatur
for parasittisolatet brukt. Overlevelsen var da mellom 24 og 48 timer. Ved 18°C var
overlevelsen mindre enn 4 timer, ved 22°C mindre enn 3,5 timer, ved 30°C mindre enn 5
minutter og ved 37°C mindre enn 15 sekund®’. Et annet isolat av denne arten er blitt dyrket
opp ved 15 og 16°C>*>4, s& det kan forekomme noe variasjon. Parasitten drepes ved frysing*>>°.

Temperaturspekteret parasitten taler tyder pa at parasitten er arktisk, og neppe kan overleve
lenge i lakseoppdrett i Sgr-Norge.

Bade S. salmonis og S. barkhanus forekommer i nordlige Norge i vann sammen med S.
salmonicida, sa de taler lave temperaturer. Derimot forekommer de ogsa i Ser-Norge, og S.
salmonis helt ned til Middelhavsomradet. Sa disse artene taler ogsa hgyere temperaturer, S.
salmonis trolig minst 20°C, men dette er ikke undersgkt naermere.

Verter og vertsprefera nser

| tidligere studier, f@r bade elektronmikroskopi og DNA studier, hadde en lite 3 ga etter nar en
skulle identifisere diplomonade flagellater fra fisk. Derfor ble enkelte arter rapportert fra et
vidt spekter av dels ubeslektede verter. | dag ser vi at dette oftest ikke stemmer. Hvis en bare
ser pa molekyleert identifiserte Spironucleus arter, er mgnsteret som antydet i Tabell 3. Men
det er viktig & peke pa at det er store hull i var kunnskap om vertene, sarlig i kommersielt
ubetydelige villfisk.

Nar det gjelder Spironucleus salmonicida kjenner vi fire verter fra oppdrett i sjg, laksefiskene
laks, og r@yr oppdrettet i Norge, kongelaks (Chinook) oppdrettet i Canada, og nylig rognkjeks
brukt som rensefisk i merder der laksen hadde spironucleose®®. | villfisk er denne parasitten
pavist molekyleert i aure og rgyr i Norge og i rgyr i arktisk Canada®3, i alle tilfellene i ferskvann.
Det synes som at parasitten er spesifikk for laksefisk, og normalt smitter i ferskvann. Forekomst
i unge rognkjeks brukt som rensefisk®® i merder med laks som utvikler spironucleose kan vaere
en abnormalitet, da disse kan ha spist smittebaerende lus eller nappet pa sar og byller laget av
parasitten, eller spist pa dgdfisk. De kan dermed ha blitt utsatt for et svaert stort smittepress
av en parasitt de aldri vil treffe pa i naturen.
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Tabell 3. Oversikt over vertstyper og spesifisiteten til noen Spironucleus arter som
forekommer i Norge. Kun molekylaert bekreftede pavisninger er listet

Art Verter Slekt Vertsfamilier Orden Status
Ropyr>® Salvelinus Salmonidae
Aure Salmo Salmonidae .
) : Salmoniformes | .
Spironucleus | Stillehavslaks®’ . Lite
. ; | Oncorhynchus | Salmonidae .
salmonis Regnbueaure spesifikk
Amursover>8 Perccottus Odontobutidae | Gobiiformes
Stingsild>® Gasterosteus | Gasterosteidae | Perciformes
Harr® Thymallus Salmonidae .
; 56 . Spesifikk
Spironucleus | Aure Salmo Salmonidae .
3 - - Salmoniformes | for
barkhanus Reyr Salvelinus Salmonidae .
—3 - laksefisk
Sik Coregonus Salmonidae
Laks®, Aure®® Salmo Salmonidae N
; 8,56 : - . Spesifikk
Spironucleus | Rgyr® Salvelinus Salmonidae Salmoniformes for
salmonicida | Stillehavslaks® | Oncorhynchus | Salmonidae laksefisk?
Rognkjeks®® Cyclopterus Cyclopteridae | Perciformes '
Torsk®1.62 Gadus
Sei®? Pollachius Gadidae
Spironucleus Kviting®? Merlangius Spesifikk
P Tangbrosme® | Enchelyopus | Gaidropsaridae | Gadiformes for
torosus .
Brosme®? Brosme Lotidae torskefisk*
Lake®? Lota
Paddetorsk® | Raniceps Ranicipitidae

*gadoider (ikke i lysinger)

Det er blitt gjort smitteforsgk pa forskjellige fiskearter bade med norske S. salmonicida isolat
og et Kanadisk isolat fra kongelaks i British Columbia (BC). Guo?* gjorde injeksjonssmitteforsgk
pa kongelaks, atlantisk laks, regnbueaure og sglviaks (coho) med et norsk isolat. Kun atlantisk
laks ble smittet, og utviklet sykdom. Det viste seg at blodplasmaet til de andre artene var
toksisk for flagellatene, som ble gyeblikkelig sprengt i prevergr med plasma. Dette tyder pa
medfgdt immunitet hos disse artene (komplement, alternativ vei). | «Spirofri» prosjektet har
en sett at laks, sjgaure, sjgragyr og rognkjeks kan bli smittet med et norsk isolat fra laks (SS1)
ved badeksponering®*. Fiskene kan ogsa smittes nar de holdes i kar sammen med badsmittet
laks (kohabitering). Sjgaure og r@yr var lite mottagelige, mens bade laks og rognkjeks utvikler
sykdom.

| injeksjonssmitteforsgk med S. salmonicida isolert fra kongelaks i British Columbia, ble det
observert at kongelaks var sveert mottagelig og utvikler kraftige infeksjoner. Derimot var
atlantisk laks, regnbueaure og sglvlaks (coho) lite mottagelige og infeksjonene var
forbigdende?®. Med oral smitte var kongelaks ogsa sveert mottagelig, mens atlantisk laks da
ikke ble smittet?®. Oppsummert tyder dette pa klare forskjeller i vertsspektrum til S.
salmonicida fra det vestlige Nord-Amerika (BC) og Norge.
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Geografisk utbredelse

Spironucleus salmonicida er pavist molekylzaert i laksefisk i Finnmark, Troms og nordlige
Nordland i Norge® (Figur 5), Nunavut i Arktisk Canada®® og i oppdrettet kongelaks i British
Columbia, Canada®. En rapportering fra oppdrettet regnbueaure i Tyrkia® er trolig en
navneforveksling med S. salmonis.

Spironucleus barkhanus forekommer i Eurasiske og nordamerikanske laksefisk, og er
rapportert fra Norge, Canada og Russland®°%6568 Disse pavisningene er dokumentert med
DNA sekvenser.

Spironucleus salmonis (=S. truttae) er rapportert fra Europa (Norden, Baltikum, Hviterussland,
Ukraina, Russland, Britiske gyer, mellomeuropa, Balkan, Italia og Iberiske halvgy, nord-Asia
(Azerbadsjan, Tyrkia, Iran, Sibir, Japan), og fra Nord-Amerika (det meste av USA inkludert
Alaska, Canada)372330:566%-102 Kyn f3 funn (Japan, Tyskland, Polen, Russland og Norge) er
bekreftet med DNA sekvenser’.°6-58:80,

Figur 5. Spironucleus salmonicida, kjent utbredelse i Norge. Pavisninger fra sjgsatt
oppdrettslaks er ikke tegnet inn. 1. Landersfjordvatn, 2 Helvetesvatn, 3 Store
Masvatn, 4 Lille Posangerelva, Kjgsvatn, 5 Trollvatnet, Laukhellevassdraget, 6
Hinngya.
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Figur 6. Utsende til Spironucleus salmonicida i fargede blodutstryk og i histologiske snitt
(syk rognkjeks). A, i sentrum en svakt farget flagellat der kjernene har tatt farge, og en
ser to langsgaende lyse streker som representerer kanaler der de bakre flagellene Igper
gjennom cellen. Flagellene er svakt farget. B, sterkt fargede flagellater, flagellene sees.
C, snitt av blodkar i leveren til rognkjeks, der mesteparten av cellene er S. salmonicida.
Skalastaven i A gjelder for ABC, og er 20 um.

Tilholdssteder i fisken

Spironucleus salmonicida synes & forekomme naturlig i tarmen pé aure og rgyr i ferskvann>®.
Arten er ogsa pavist i gjelleprgver fra rpyr® (arktisk Canada) og i hjerteprgver fra vill aure i
Finnmark, observasjoner som antyder at systemiske infeksjoner kan forekomme i klinisk friske
ville laksefisk. | smitteforsgk er disse artene na funnet a kunne utvikle systemiske infeksjoner,
men kun fa fisk smittes og infeksjonene synes forbigdende®*. | taperfisk blant oppdrettsrgyr
har en ogsa sett systemiske infeksjoner, med store mengder flagellater frie i blodet, men ogsa
intracelluleert i fagocytterl®3-105, Muskelabsesser kan forekomme®. | oppdrettsrgyr med
systemiske infeksjoner er det ikke sett parasitter i tarmvaesken!®®. Etter badsmitte er rgyr
funnet & ha bade blod og tarminfeksjoner, og fortarmen var da et sted som ofte hadde
flagellater (se Lofnes'®).

| oppdrettet laks kan en pavise parasitten i blodet og dermed i mange organer, men etter hvert
begrenses infeksjonen til lommer (noen ganger «byller») med flagellater i muskel, hud, lever,
nyre, bak gynene eller i vaesken rundt hjertet og hjernen?42>107_| smitteforsgk pa laksesmolt
har en péavist parasitten en tid i tarmvaesken («tarmfase»)'’27108 fgr den koloniserer
blodkarsystemet («blodfase»)'’242527.108 Etter noen uker faller mengden parasitter i
blodet?42>27,2945108 ' 55 parasittene forekommer hovedsakelig i lesjoner/byller («vevsfase»)
24252945 Kun rundt hjernen og noen ganger bak gynene sees det da frie flagellater . |
badsmittet postsmolt av laks, som ikke var syke og ble funnet & ha lette infeksjoner, er
parasitten funnet & hyppigst forekomme i baknyre og i muskel/hudprgver fra haleroten'°®,

Spironucleus barkhanus synes a veere mest alminnelig i gallesystemet hos laksefisk, der
galleblzeren kan fungere som et reservoar. Prevalensen i tarmen er lavere, men nar en har
kraftige infeksjoner er der mest flagellater i fortarmen®*°. Denne arten forarsaker ikke
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systemiske infeksjoner hos laksefisk, men S. salmonicida ble identifisert som S. barkhanus i
noen tidlige studier®, for DNA-studier viste at det var to arter.

Spironucleus salmonis er en tarmsymbiont, som forekommer i stgrst mengder i fortarmen og i
blindsekkene hos laksesfiskene3°8-100109 Denne arten er ikke kjent & forarsake systemiske
infeksjoner, eller vandre opp i gallesystemet.

N

Figur 7. Parasitten Spironucleus salmonicida kan danne blod eller puss fylte byller i
oppdreettslaksens filet. Dette er vanligst i halerota, men forekommer i blant i andre
deler. Derfor ma all fisk undersgkes ngye ved filetering, og det blir ogsa tap pa grunn
av kassering av fisk. Fotos: Inger Helen N. Johansen.

Metabolisme

Pa basis av slektskapsforholdene blant de forskjellige gruppene diplomonader, er det antatt at
de frittlevende gruppene har oppstatt fra endosymbiotiske forfedre. Disse organismene er
tilpasset & leve i oksygenfattige miljg’. Diplomonadene mangler vanlige mitokondrier, men
har utviklet seg fra flagellater som hadde organellen. Spironucleus artene har derfor en
beslektet type organelle kalt hydrogenosom3”°311° | hydrogenosomer produseres energi (ATP)
fra pyruvat med hydrogengass som biprodukt. | Spironucleus artenes hydrogenosomer er der
ogsa enzymer (oxydaser), som fjerner oksygen37:111,112,

Karbohydrater (mono- og disakkarider) er energikilde for disse flagellatene, de har glykolyse
som produserer pyruvat3646, | tillegg til hydrogen dannes det hos S. vortens karbondioksyd,
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etanol og melkesyre!3. Spironucleus artene har ogsd prosesser som genererer energi ved
nedbrytning av aminosyrer343646112113 Der er sma fett vakuoler i cytoplasma hos flagellatene,
men lipid metabolismen er lite kjent®’.

Parasitt-vertsforhold: Spironucleus arter som lever i tarmen

Spironucleus salmonis og en del andre arter som utelukkende lever i tarmen pa fiskevertene
synes 3@ normalt vere harmlgse endokommensaler. Nar S. salmonis likevel regnes som
patogen, er det fordi det kan bli ekstreme mengder flagellater i fortarmen pa syke oppdrettede
laksefiskunger. | tidlige studier3#9%114115 ple tarmskader og dgdelighet som regel tilskrevet
flagellatene. | noen av studiene ble det ogsa sett intracellulzere stadier i tarmepitelcellene,
med omfattende nekroser og betennelser i tarmen®>115, Det synes nd sannsynlig at dette var
stadier i utviklingen til en helt annen type parasitt - coccidier — altsa kan fisken ogsa ha hatt
coccidiose. Virussykdommen IPN kan ogsa mistenkes i noen sykdomstilfeller, slik at det er
uklart om flagellaten var ansvarlig for sykdomsutbruddene. Ferguson!®® gjorde
elektronmikroskopi studier av regnbueaure med kraftige S. salmonis infeksjoner, uten a se noe
skade pa tarmepitelet. Han sa heller ikke noen intracellulaere stadier i tarmepitelet. Det synes
derfor som at den voldsomme oppblomstringen av flagellaten kan ha med svekking av verten
a gjore (er sekundaer). Slik svekking kan altsa oppsta etter andre infeksjoner, men ogsa gjerne
i forbindelse med feilernaering (mangelsykdom), stress og ved for hgy vanntemperatur3. Det
kan vaere at S. salmonis bidrar til dgdeligheten3>, men smitteforsgk gjort tyder pa at de er lite
skadelige3%116 og assosiert med lav dgdelighet32.

Spironucleus barkhanus pavises hyppigst i gallen (galleblzaeren) vanligvis med lette infeksjoner.
Ved mer intense infeksjoner er der mengder flagellater ogsa i tarmen®. Denne flagellaten
synes a vaere harmlgs.

Spironucleus torosus infeksjoner er alminnelige i rektum pa oppdrettet og vill torsk. De synes
ikke & forarsake skade!'’, bortsett fra at enkelte mikrovilli i bgrstessmmen kan skades ved at
flagellatene fester seg i dem?'8,

Parasitt-vertsforhold Spironucleus salmonicida: 1aks

Fase 1-Tarminfeksjon

Tarminfeksjoner med Spironucleus salmonicida hos ville laksefisk (aure, rgyr) er aldri blitt
studert naermere, parasitten er pavist der molekylaert etter at en fgrst har sett flagellater ved
mikroskopi®®®’. | smitteforsgk der en sprgyter flagellater inn i magen eller i baktarmen pa laks
via gattet kan en normalt ikke pavise flagellater i tarmen fgr etter flere dager, 7 til 17 ved oral
intubering!”.27.2%108 og 11 dager ved anal intubering?®. Noen laks utvikler aldri en paviselig
tarminfeksjon?>?°, Det synes derfor som at parasitten raskt kan forlate tarmen etter
eksperimentell smitte, men at dette ikke skjer i alle fisk og noen viser en tarminfeksjon samtidig
med en systemisk infeksjon. Sommerhaug?® sd kraftige tarminfeksjoner gjennom et to
maneder langt forsgk, etter anal intubasjon. De fleste av de smittede fiskene hadde ogsa
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kraftige blod og vevsinfeksjoner. Ogsa i kongelaks infisert med stillehavsvarianten av S.
salmonicida sees kraftige tarminfeksjoner samtidig med blodinfeksjoner og vevskader?®.

Parasitten er ikke vanlig i tarmen pa eksperimentelt smittet laks, som utvikler spironucleose
med byller og dgr av sykdommen?425119,

Kolonisering av blod

Noen fa Spironucleus arter kan invadere blodet til verten og forarsake systemiske infeksjoner.
| tillegg til S. salmonicida som kan forarsake slike infeksjoner i laksefisk og rognkjeks, har en
sett det hos al i Polen'??, i barber i Ungarn'?! og i akvariefisker?1-126_ Spironucleus anguillae, S.
vortens og uidentifiserte diplomonader («Hexamita») har veert involvert.

Hvordan flagellatene kommer seg over i blodet er ukjent. | eksperimenter der en introduserte
S. salmonicida i magen pa laks er det pavist flagellater i blodet fra forskjellige vev etter 17
dager?. | en annen studie ble det pavist flagellater i blodet s3 tidlig som en uke etter smitte?”.
Etter tre uker var mer enn 60% og etter 4 uker 85% smittet?’”. N&r en har introdusert S.
salmonicida til baktarmen (anal intubering), ble det pavist flagellater i vevsblod etter 7 dager?®.
| disse studiene sa en blodinfeksjon fgr det ble pavist flagellater i tarmen. Det kan derfor synes
som flagellatene raskt emigrerer fra tarmtrakten, og at det ikke f@rst bygges opp kraftige
tarminfeksjoner. Hvordan dette skjer er ukjent, det kan vaere flagellater som trenger seg inn
mellom tarmepitelcellene og nar omradet lamina propria i tarmveggen og blodkar der. En
annen mulighet er at de trenger opp i gallesystemet, gallegangene i leveren og sa trenger
gjennom epitelet der. | genomstudier pa Giardia intestinalis, en tarmflagellat hos mennesker,
og S. salmonicida har en sett at fiskeparasitten har mange flere proteaser enn tarmflagellaten,
minst 111 gener for proteaser er pavist'’46, Dette er enzymer som bryter ned protein, en viktig
egenskap ved vandringer i vev. Noen av protease genene er oppregulert nar parasitten
eksponeres for oksygen'”3°, de er i stgrre grad i bruk. Parasitten blir eksponert for oksygen nar
den smitter fisken. Dermed kan dette tolkes dithen at S. salmonicida har en stgrre evne til a
bryte ned proteiner som utgjgr bindinger mellom epitelceller'’#® og dermed trenge inn i vev
og invadere organismen systemisk enn Giardia har. Giardia intestinalis og de andre Giardia
artene hos pattedyr er da heller ikke kjent a kunne forarsake systemiske infeksjoner.

| «SpiroFri»-prosjektet har en sett at flagellater etter badsmitte kan kolonisere smasar som
fisken har. Det er observert flagellater i hudslimet pa mange fisk i anlegg med spironucleose
utbrudd, trolig frigjort fra byller som har &pnet seg mot overflaten hos enkelte fisk*>'%7. Det er
derfor blitt spekulert pa om parasitten kan etablere seg ved a bore seg direkte gjennom
huden!?’. Dette synes usannsynlig, mange fisk blir ikke smittet etter bading i store mengder
flagellater. Men det synes nesten uunngaelig at enkelte flagellater kan kolonisere sar, og
oppdrettsfisk kan ha en hel del smasar, sa dette er en sannsynlig innfallsport i merd. Det er
ogsa sett blek misfarging av huden i haleregionen pa enkelte laks, en type hudbetennelse
(dermatitt)>X1?7, Slike omrader er sett & inneholde mye flagellater. Rollen til s&r og hudlesjoner
i S. salmonicida infeksjon i sjgvann bgr undersgkes neermere.
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Fase 2-Blodfase

Parasitter i blod
Det foreligger informasjon om varigheten til blodfasen for S. salmonicida i laks i tre
eksperimentelle studier, med injeksjonssmitte?42>119 e|ler mage/tarm intubering®”-%°.

Etter injeksjon av parasitter i bukhulen var varigheten pa blodfasen pa rundt 4-5 uker??, da
parasittene forsvant fra blodet etter en topp rundt 6-7 uker etter smitte. Denne smittematen
er unaturlig, og blodinfeksjonene starter trolig raskt ettersom bukhulevasken med flagellater
drenerer til blodet. Studien viste at ved synkende flagellatantall etter uke 6-7 inneholdt
blodplasma mye og gkende mengder antistoffer mot parasitten. Maksimal mengde slikt
spesifikt antistoff ble sett en til to uker etter en topp i mengde flagellater i blodet.

Etter intuberinger ble parasitten pavist i blod etter en uke, fulgt av gkende prevalens inntil all
fisk var smittet uke 9 og 10%’. Fra denne studien, gjort pa presmolt, foreligger det ikke data pa
mengde parasitter.

Sommerhaug?® fant parasitten i blodet kun pa fa fisk etter oral intubering, i enkeltfisk dag 17,
25,33 og 55 etter smitte med fa flagellater. Etter anal intubering derimot ble det observert
blodinfeksjoner fra dag 9, med kraftige infeksjoner dag 11 til 25, og deretter lette infeksjoner
kun i et par fisk (dag 41 og 55). Forlgpet her kan altsd ha veert en forbigdende blodfase med
mye flagellater, fér de gradvis forsvant, formodentlig som fglge av en humoral respons.
Antistoffmengden malt toppet seg dag 35 til 48. Tendensen var ogsa slik at parasittmengden i
blod var minst i fisk med hgy konsentrasjon av spesifikt antistoff, og motsatt®°.

Det synes som flagellatene i blodet aggregerer i blodkar i enkelte vev, som i lever, nyre og milt.
Dermed kan en pavise mengder flagellater ved mikroskopi pa vev, men fa i en blodprgve.
Likedan kan en histologisk se mye flagellater inne i vener i disse vevene, ogsa tilsynelatende
festet i karveggen. Det kan forekomme akutt dgdelighet host fisk med kun paviselig
blodinfeksjon. Det antas dette har med at parasitter bryter blod-hjerne barrieren og forarsaker
hjerneblgdning eller annen skade.

Immunitet

Som nevnt over («Verter og vertspreferanser«) er noen fiskearter naturlig resistente mot
flagellaten, eller mot varianter av den?*. Denne medfgdte immuniteten er knyttet til visse
blodplasmaproteiner (komplement), som, hvis de gjenkjenner parasitten (binder seg ftil
overflaten), starter en prosess som fgrer til sprengning av cellen. Ettersom ogsa atlantisk laks
ikke alltid blir smittet etter injeksjonssmitte'?8, kan det veere at enkelte individer er naturlig
resistente. Hvis resistensen er arvbar, kan en trolig avle frem laks som er resistente mot S.
salmonicida og sykdommen parasitten kan forarsake. Tre tilfeldige kanadiske laksefamilier ble
testet for mottagelighet ved injeksjon, men disse familiene var alle like mottagelige®*%°.

Antistoffrespons mot flagellaten er sett etter omtrent 6 uker (maks ved 7-9 uker) i laks smittet
ved injeksjon. Denne toppen kom da ca. en til to uker etter at maksimal mengde parasitter ble
registrert i blod*#11°. Mye antistoff var s& knyttet til nedgang i mengde flagellater i blodet.
Parasittene blir agglutinert av antistoff, og fagocytter vil sa fjerne agglutinerte og
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antistoffmerkede flagellater fra blod og vev. Flere parasitter er observert i makrofaglignende
celler i fargede vevsavtrykk®*?7. | laks smittet ved intubering (mage/tarm) toppet
antistoffresponsen mot parasitten seg 5-6 uker etter smitte. Tendensen var da at
parasittmengden i blod var minst i fisk med hgy konsentrasjon av spesifikt antistoff, og
motsatt?®. Overlevende fisk blir trolig immun, s& det kan bli mulig & vaksinere laks mot
systemisk infeksjon og sykdommen?®. Det er mulig at immune individer ikke blir parasittfrie,
da flagellatene ogsa kan leve i tarmvaesken.

Fase 3 Vevsfase

Vevsfasen utvikles trolig som en fglge av humoral immunitet mot S. salmonicida. Parasitten
fiernes fra blodet, men kan da overleve og oppformere seg beskyttede steder i fisken. Disse
stedene kan veere bindevevsavgrensede omrader i vevene (byller, kapsler), eller steder i
laksekroppen som er mer skjermet fra immunresponsen, slik som rundt eller i hjernen eller
endatil rundt eller inni gynene. Vevsfasen med kapsler og bylldannelse er fglgelig en kronisk
sykdomstilstand, mens sykdom i forbindelse med blodinfeksjon er mere akutt. Det er selvsagt
overlapp, og det forekommer kan hende re-oppblomstring av flagellater i blodet hos eldre
svekkede individer. Under omtales de typiske trekkene ved sykdom forarsaket av S. salmonicida
hos atlantisk laks.

Sykdom — spironucleose forarsaket av S. salmonicida
Klinikk
Etter eksperimentell smitte kan en ha akutte forlgp, der fisken degr bratt uten vytre

sykdomstegn?#2>119 Fisken kan da ha svaert kraftige blodinfeksjoner, og dgdsarsaken ved akutt
spironucleose er muligens parasittenes invasjon av hjernen og hjerneblgdning>%107,

Klinikken ved mer kroniske forlgp er begrenset. Fisken er normalt i god kondisjon, men
smittede individer kan vaere mere kortvokst og noen kan avmagres®°>197.129 En kan se
avvikende atferd, og enkelte individer kan vise balanseproblemer®>>12°, Det er gkende
dgdelighet>>>12%, En vanlig observasjon ved spironucleose er forskjellige grader av eksoftalmi
(utstdende @yne)>>>107.129-131 " Etter hvert utvikles hevelser i huden, vanligvis ved
halefinnebasis (Figur 8), mere uvanlig ved ryggfinnen eller andre finner>%5>131 Disse er
forarsaket av byller under huden (Figur 9), og det kan ogsa oppsta synlige gulhvite byller ved
finnebasis'?”131, Mere uvanlige tegn er svullen buk (vaeskefylt)'3° og bleke hudforandringer
(dermatittl). Fisken kan ha sar i halen og i vev ved finnebasis, og smitteforsgk har vist at disse
kan dannes fra byller under huden som &pnes mot overflaten242945,

Makroskopiske sykdomstegn

Vanlige obduksjonsfunn er lyse flekker pa lever og nyre®213°, og noen ganger ogsa i milt. Dette
er omrader med vevsdgd, som regel blgte>>15>107,129,130 Bak gynene kan det veere ansamlinger
med opak vaeske eller bylldannelser, szerlig da ved eksoftalmi®>1%7, Hjertet kan ha et gralig slgr,
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som representerer betent epikardium (epikarditt), og hjertehulen (perikardialhulen) kan
inneholde mengder flagellater®. Det kan forekomme nekrotiske lesjoner i ventrikkelveggen.
Svgmmeblaeren kan vaere vaeskefylt og med fortykket vegg®1%’. En meget viktig effekt av
infeksjonen er forekomst av pussfylte kaverner (bylldannelser) i muskulaturen. Disse opptrer
gjerne under huden ved finnebasis, vanligst i halen ved halefinnen, dernest ved basis av
ryggfinnen. Iblant er det dgde vevet og materien i disse byllene sa vidt synlig oppe i finnen
som gule omrader>107.131 Det kan forekomme byller i skjelettmuskulaturen som ikke er
synlige for ved filetering'3%132, Innholdet i byllene er gullig, gjerne blodblandet og med en
ubehagelig lukt>>107.130 Forekomsten av byller i fileter har tidligere fgrt til opptil 60% kassering
av slaktefisk®?, og er en viktig tapsarsak'33134 S3rdannelser ved halerot og finnebasis kan ofte
knyttes til bylldannelser under huden hos fisk med spironucleose!®?. Hjernen kan vaere omgitt
av en blodig vaeske'?”:12%, og hjerneblgdning kan, som nevnt over, muligens vaere arsak til noe
akutt dgdelighet og at noen fisk har balanseproblemer>>12°,

Ved mikroskopi pa lesjonene nevnt sees store mengder flagellater>#>°1,55107,129

Figur 8. Laks plukket ut pa slaktelinjen. Individ med karakteristiske hevelser i
halen. Foto: Inger Helen N. Johansen.
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Figur 9. Laks plukket ut pa slaktelinjen, med hevelser i halen. Under hevelsene er
det lesjoner, bindevevskapsler gjerne med blod eller puss inni (byller). Slike
lesjoner begrenset til halerota er lett @ skjere vekk. Foto: Inger Helen N.
Johansen.

Histopatologi

Ved histologi ser en at abscessene i lever, nyre og milt inneholder osteaktige nekroser, med
store mengder flagellateri®”129130 Det kan forekomme gdem, blodstuvning og blgdninger
neer lesjoner i lever og milt>l. Det kan vaere begrenset vertsreaksjon rundt slike lesjoner>>,
men noen har bindevevsnedslag (fibrose) og mengder betennelsesceller (kronisk
granulomatgs respons>1%7), Hjertehulen og hjerteoverflaten er betent (perikarditt og
epikarditt) med mye betennelsesceller, parasitter og fibrinnedslag®”-13%, Det kan vaere kronisk
betennelse bak gynene, og gdeleggelse av gyemusklene®’. Det kan ogsa forekomme
parasitter i hulrom i brusken!?’. Inne i hjernen kan sees ansamlinger av parasitter, omgitt av
betennelsesceller (hjernebetennelse, encefalitt), men ogsa rundt hjernen
(hjernehinnebetennelse, meningitt)>!. Byllene i muskulaturen inneholder en vaeske med dgdt
vev, parasitter og blod*3°,

Det kan ogsa forekomme store mengder flagellater i lommer i gjellene, assosiert med
nekroser og betennelse!®>. Pseudobrankiene kan ogsa vaere invadert!3®,
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Infeksjoner i oppdrettet sjgrgyr

| et oppdrettsanlegg i Vesterdlen som produserte sjgrgyr i merder ble det sett et mindre
antall fisk som viste avvikende svpmmeatferd og eksoftalmil®>. Dgdeligheten var lav, og ble
sett pa som ubetydelig. De affiserte fiskene viste enorme mengder flagellater frie i blodet.
Disse er na bekreftet a vaere S. salmonicida. Hjertets epikard kunne veere fortykket, pa grunn
av gkt mengde bindevev og infiltrering med betennelsesceller, og det ble sett
trombedannelser i bulbus arteriosus®. Bade kapillaerene i pynenes choroidea og stgrre
blodkar i naerheten var fulle av flagellater. Leveren kunne vise blodstuvning, og der var
aggregater av fagocytter bade i blodkar og i levervevet, som hadde en eller flere flagellater
inne i vakuoler (fagosom). Sammen med disse var der mye frie flagellater. Lighende
parasittholdige celler ble sett i nyren, milten og i tarmveggen. Der var blodstuvning,
betennelse, og nekroser, saerlig affisert var milten. Blindsekker med omliggende pankreasveyv,
gonade, gjeller, pseudobrankier og hjerne hadde blodkar fulle av flagellater, men ingen
annen pavist histopatologi'®®. Det som hgyst sannsynlig var denne parasitten ble observert i
byller i haleregionen pa rgyr (stamfisk) alt tidlig pa 90-tallet?®, og S. salmonicida ble senere
isolert og identifisert fra muskelabsesser i rgyr fra samme anlegg?.

Anlegget hadde hatt innslag av rgyr med samme sykdom i minst 10 ar'%, og den forekom
hovedsakelig i taperfisk.

Smittespredning

Nesten alle utbrudd av spironucleose hos laks har vaert knyttet til ett eneste smoltanlegg. Det
synes som fisk satt i sj@ fra dette anlegget ved noen tilfeller har veert baerere av flagellater.
Det er na pavist at parasitten forekommer i tarmen pa aure og rgyr i vannkildene til dette
smoltanlegget®®, sa det er trolig at smitten iblant har kommet inn med ferskvannet, som fglge
av manglende eller sviktende desinfeksjon av inntaksvannet. | 2022 ble det for f@rste gang
pavist parasitter i smoltene fra noen kar i anlegget'3®, ved tidligere undersgkelser har en ikke
klart & pavise parasitten®®®7. Trolig har smittebaerende smolt/postsmolt satt ut i sipmerder
etter hvert utviklet systemiske infeksjoner og sykdom, og begynt a spre smitte (puss fra apne
byller, hudslim, blod fra sar og muligens via avfgring). Dermed har andre fisk i merden blitt
smittet, og et pkende smittepress har bygget seg opp (et spironucleose utbrudd). Dette kan
ha skjedd i flere sjpanlegg som mottok smolt fra den samme kilden®"*37, Det var utbrudd
1989-1991, 2001-2002, 2007-2008 og i 2022-2023.

Det er hittil ikke pavist spironucleose blant smolt/postsmolt i ferskvann. Dette forekommer
trolig, siden mange smolt i enkelte kar er funnet a vaere smittet (positive hjerter).

Det synes na klart at en kan ha smitte merd-merd innen et anlegg, men smitte direkte
anlegg-anlegg via vann er ikke pavist og synes svaert usannsynlig med dagens regler for
avstand. Det er mulig at lus, szerlig skottelus, kontaminert med flagellater fra slim og blod og,
kan spre smitte laks-laks og kanskje laks-rognkjeks. Denne lusearten skifter hyppig verter og
kan leve lenge fritt i vannet.
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En teoretisk smittespreder er infisert villfisk, slik som sjgaure og sjgrgyr. Som nevnt er disse
fiskeartene baerere av smitte i flere innsjger i Finnmark, og det er rimelig at dette er tilfelle
ogsa i vassdrag med anadrom fisk. Likevel er det hittil ikke gjort observasjoner som tyder pa
involvering av villfisk i smittespredningen i sjg. Muligheten for at pukkellaks kan vaere
smittebaerer er blitt vurdert, denne arten vandrer langt og raskt og kan veaere en effektiv
vektor hvis infisert. Et mindre antall pukkellaks fra elver i Hordaland er blitt molekylaert testet
for Spironucleus infeksjoner i tarmen3813% uten & pavise S. salmonicida eller andre slike
flagellater.

| ett eneste tidligere S. salmonicida utbrudd var ikke laksen fra det samme smoltanlegget. Da
var merdene lokalisert i naerheten av utlgpet fra et lakseslakteri (ca. 100 m), som handterte
fisk fra et spironucleose utbrudd>:. Derfor regnes det ubehandlede avlgpsvannet som den
sannsynlige smittekilden. Flagellatene kan trolig overleve noe lenger i sjgvann sammen med
slim og blod enn i rent vann.

Det er pavist S. salmonicida infeksjoner ogsa i et sjgrgyr anlegg, bade i sjpoppdrett og i
ferskvannsholdt stamrgyr. Disse tilfellene i Vesteralen, pavist i flere ar, er helt uavhengige av
de i laks. Trolig er smittekilden igjen ville laksefisk i vannkilden, men dette er sa langt ikke
sikkert pavist.

Det er som nevnt pavist S. salmonicida infeksjon i villfisk i flere vann i Troms og Finnmark>%¢7,
i bade aure og rgyr. Det kan derfor antas at parasitten er alminnelig i disse omradene, og
inntaksvannet i flere smoltanlegg kan trolig inneholde smitte. Tidligere har en ikke hatt god
kunnskap om vevsfordelingen til S. salmonicida i lett infisert laks (bzerere) og i de andre
laksefiskene, og en har analysert pa hjerte og tarmprgver. Vevsfordelingen i smittebzerende
frisk laks (postsmolt), og i smittet rgyr er blitt undersgkt som del av en masterstudie??®,
Resultatene tyder pa at vevsprgver fra bakre nyre og halemuskulatur er best for a avslgre
infeksjon i postsmolt, mens prgver fra fortarmen og gjelle var best for rgyri®. Naren
undersgker vill rgyr i vannkilder for S. salmonicida infeksjon, bgr en derfor inkludere prgver
fra disse vevene. Vevsfordelingen hos aure er hittil ikke godt kjent, en har pavist parasitten i
tarm og blod (fisk fra smitteforsgk) og i hjerte og tarm (villfisk).

Kontroll

Det viktigste kontrolltiltaket er forebygging, en ma hindre parasitten 8 komme inn i
smoltanlegg og smitte settefisken. Desinfeksjon av inntaksvannet skjer vanligvis med
ultrafiolett lys (UV), som dreper ved a skade nukleinsyrer og muligens ogsa andre molekyler. |
smoltanlegg har det tidligere hovedsakelig blitt brukt sakalte Low-Pressure (LP) UV-lamper.
Anbefalt dose UV i settefiskanlegg har vaert 25 mJ/cm?. Nyere Medium pressure (MP) UV-
lamper er mer effektive, og en har begynt & ga over til disse'4°.

UV-doser dgdelige for S. salmonicida ble underspkt av Johansen & Brenne!, Parasittens
overlevelse etter UV ble evaluert ved dyrking.

Nar eksponert for UV fra en LP-lampe, sa de ingen S. salmonicida overlevelse etter
eksponering for 75 mJ/cm?, og ogsa etter eksponering for 50 mJ/cm? dgde flagellatene etter
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hvert ut. Derimot var der overlevelse i kulturer behandlet med 10 og 25 mJ/cm? LP UV-
dosel40,

Det ble ogsa funnet at en MP UV-dose pa 50 mJ/cm? eller hgyere var dgdelig. Ogsa 10 og 25
ml/cm? hadde effekt, dosene var ikke umiddelbart dgdelige for alle flagellatene, men ingen
overlevde etter 48 timer. P& basis av dette ble det anbefalt en dose p& minimum 50 mJ/cm?
ved bruk av MP UV-lamper for desinfeksjon av inntaksvann, men organisk innhold i vannet
kan medfgre behov for hgyere doser4°,

Da smoltanlegget som kobles til spironucleosetilfellene hos laks ikke har arlige utbrudd, og
ikke har brukt UV fgr i 2023, synes det sannsynlig at tilfellene knyttes til driftsepisoder med
inntak av smittebaerende vann, kanskje vann med mye sedimenter.

Hvis dette ikke skjer, og en bruker MP-UV lamper, er det trolig at S. salmonicida infeksjoner
kan unngas i fremtiden.

Desinfeksjon

Effekten av ulike desinfeksjonsmidler pa S. salmonicida (referert til som Hexamita sp.) ble
underspkt av Poppe et al.1*. Flagellatenes overlevelse ble vurdert i mikroskopet, og
ubevegelige flagellater regnet som dgde. Formalin (1:4000 formaldehyd Igsning) og buffodin
(10 ml/1) inaktiverte flagellatene inen 2 minutter. Virkon S (500mg/I) og hydrogenperoksid
(500mg/l) hadde begrenset effekt, flagellatene var inaktivert innen 45 og 20 minutter
respektivt. Klorin (1 mg NaOCl/l) hadde ingen innvirkning i lgpet av en time!#!. Den darlige
effekten av noen av stoffene kan ha hatt med hgyt organisk innhold i parasittsuspensjonen a
gj¢re141.

| «SpiroFri» prosjektet er det ogsa testet ut noen relevante desinfeksjonsmidler. Det ble da
brukt dyrking for a undersgke flagellatenes vitalitet, etter 30 min desinfeksjon. Ingen
flagellater overlevde etter eksponering for 17 og 34 ppm klor, Virkon S (3%) og 100% etanol.

Kjemoterapi

Kraftige infeksjoner med Spironucleus salmonis i laksefiskyngel er blitt behandlet med
Furazolidon, 75-100 mg per kg fisk i 10-14 dager, eller Aminitrozole (Enheptin A), 20 mg per
kg for i 3-4 dager®>>12°,

Testbehandling med Nifurazolidon mot systemisk spironucleose hos norsk oppdrettslaks og
kongelaks i Canada gav ikke merkbar effekt>>129,

Metronidazol (Flagyl®) bad (250-500 mg/100 | vann) brukes til & behandle akvariefisk3%37 og
har vaert brukt (i fér) pa laksefisk med enteritt pa grunn av S. salmonis infeksjon'42.

Ingen av disse stoffene kan brukes pa matfisk i Norge.
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Hvitlgksekstrakter hemmer veksten til Spironucleus vortens, og en har sett pa om noen av
stoffene | hvitlgk har potensiale som miljgvennlige alternativer til metronidazol33:36-38,50,143-
145 S3 langt har dette ikke fgrt frem.
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