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1. JOHDANTO

ASA-tauti on vuosia vaivannut Suomen kalanviljelylaitoksia, erityisesti har-
juksen (Thymallus thymallus) ja nieridn (Salvelinus alpinus) kasvatusta. ASA-
taudin aiheuttaa Aeromonas salmonicida ssp. achromogenes -bakteeri.
Tutkittua tietoa tautiin vaikuttavista muista tekijoistd (esim. ympéristotekijit)
on vield vihin. Vaikka Aeromonas salmonicida -bakteerilaji on tunnettu
kalapatogeenina jo yli 90 vuoden ajalta, on mm. sen taudinaiheutuskyky
selvittAmatta.

Patogeeni on ldheistd sukua paisetaudin aiheuttajalle Aeromonas salmonicida
ssp. salmonicida -bakteerille. Namé kaksi alalajia voidaan karkeasti erottaa
toisistaan ruskean, elatusalustaan diffundoituvan pigmentin tuoton perusteella.
A.s.5s. -bakteeri tuottaa ruskeata pigmenttii mutta A.5.q -bakteerilta timi
ominaisuus puuttuu. Kaikki Suomesta 18ydetyt epétyypilliset Aeromonas salo-
monicida -kannat tuottavat pigmenttid. Sen sijaan on 16ydetty muutamia A.s.s.
-kantoja, jotka eivdt tuota ruskeaa pigmenttii +20°C limpétilassa mutta
tuottavat siti hitaasti alle +15°C:ssa. Térkein ero A4.s5.5s. - ja A.s.a. -
bakteerien vililld on se, ettei A.s.s. kykene kiyttimdiin sakkaroosia hiilen
lahteend, kun siti vastoin A.s.a kykenee siihen.

Suomessa ensimmaiiset ASA-tautitapaukset todettin 1982 ja ensimmiiset
epityypillisen Aeromonas salmonicida -kannan aiheuttamat kalojen sairastumi-
set havaittiin 1987. Kansainvilisesti A4.s.a. -bakteerin aiheuttamaa ihon ja
lihasten tulehdustautia kohtaan ei ole tunnettu yhti suurta mielenkiintoa kuin
paisetautia kohtaan. Ruotsissa ASA-tauti méiiritettiin jo 1967. Sielld tauti
rasittaa meri- ja jArvitaimenen ja nierifin lisdksi harjusta, joka on samoin kuin
Suomessa osoittautunut hyvin herkiksi ASA-taudille (Carlstein 1993,
keskustelu). Islannissa ASA-tautia esiintyy péidasiassa lohella. Sielld tutkimus
kohdistuu l&hinné bakteerin solunulkopuolisten valkuaisaineiden merkitykseen
bakteerin taudinaiheuttamiskyvylle.

Elainld3kintd- ja elintarvikelaitoksen (EELA) Kuopion aluelaboratoriossa
kiynnistyy vuoden 1993 aikana tutkimus suomalaisten A.s.a. -kantojen
molekyylibiologisista ominaisuuksista.

Kesilld 1992 Iti-Suomen keskuskalanviljelylaitoksella (ISKKVL) tehdyssa
tydssd haluttiin selvittid, voidaanko kasvatustiheydelld ja ruokinnalla vaikuttaa
ASA-taudin kulkuun harjuksella ja nieridlld. Tdmd tyd liittyy osana Riista- ja
kalatalouden tutkimuslaitoksen kalanviljelyosastossa aloitettua kalatautien
torjunnan tehostamiseen tahtdivas tyoti.
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AINEISTO JA MENETELMAT

Esikokeet

2.1.1. Oireettomien, A.s.a -bakteerin kantajakalojen kartoitus

Heindkuun 7:ntend 1992 siirrettiin 22 kpl kaksikesdisid harjuksia ja 25 kpl
kaksikesdisid nieriditi kasvatusaltaistaan eristysosaston 200 1:n koeakvaarioihin
rasituskoetta varten. Harjusten keskipaino oli 14 g ja nierididen 7,8 g.
Tuloveden virtaama akvaarioihin oli n. 0,013 I/s.

Nieridin ja harjuksen lisdksi kokeessa selvitettiin kalanviljelylaitoksen yldpuoli-
sen vesistdn villikaloista kantajakalojen mdirdd, Koetta varten ongittiin
laitoksen tulovesialueelta Yli-Enonvedestd sarkii, joiden keskipaino oli 100g.
Ahvenet, joiden keskipaino oli 30g, pyydettiin katiskalla. ISKKVL:n pois-
toveden puolelta, Sahalammesta, kalastettiin paunetilla seki sdrkii (xm=11g)
ettd ahvenia (xm=48g). Eristysosastoon siirrettyjen kalojen annettiin sopeutua
koeolosuhteisiin 3 vuorokautta, minki aikana tuloveden limpétila nostettiin
+18°C:een.

Veden lampétilan nostamisen jilkeen kaloille annettiin kortisonia (Depo-
Medrol® Vet. 20 mg/ml) intraperitoneaalisesti (i.p). Annoksen suuruus oli 20
mg/kg kalaa. Ennen kisittelyd kalat nukutettiin trikaiini (MS-222®) -liuoksella
(140 mg/l). Kaloja ei ruokittu neljand pdivini ennen injektiota eiki kokeen
aikana.

Kalojen kuolleisuutta seurattiin 13 wvuorokautta. Kuolleet kalat kerittiin
paivittdin akvaarioista. Niiden munuaisesta ja suolesta tehtiin bakteeriviljely
veriagarille A.s.a. -bakteerin olemassaolon varmistamiseksi. Bakteeriviljelyn
tulokset analysoitiin Eldinladkintd- ja elintarvikelaitoksen Kuopion aluelabora-
toriossa (EELA).

2.1.2. Infektioannostason médritys harjuksella ja nieriilld

ASA-kokeessa myohemmin kiytettivin bakteeriannoksen suuruuden selvittimi-
seksi tehtiin kaloille koe Aeromonas salmonicida ssp. achromogenes -baktee-
rilla. LDsg-arvon arvioimiseksi kiytettiin kolmea annostasoa (10°%, 107 ja 10°
cfu/ml=colony forming unit). Bakteeria kasvatettiin tryptoni-soija-liemessa
(TS-liemi) 22 °C:ssa kasvatuskaapissa kunnes haluttu annostaso  (cfu/ml)
saavutettiin. Kasvatusliuoksen bakteeritiheys mairitettiin absorbanssin (A 600
nm}) ja pesikelaskun (cfu/ml) avulla.

Koekalat (HR-PUR-91 ja NN-KUQ-91) siirrettiin 13.7.1992 eristysosaston 200
1:n akvaarioihin, joissa veden virtaus oli n. 0,013 I/s. Jokaista annostasoa kohti
kiytettiin 10 kpl koekaloja. Kalat olivat paastolla neljd pdivda ennen koetta ja
koko kokeen ajan.
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Trikaiinilla nukutetut kalat injektoitiin tietylld bakteeritiheydelld i.p. (100 ul
bakteerisuspensiota/kala) vatsaevin yldpuolelle, vatsan keskilinjasta hieman
oikealle. Tilanahtauden vuoksi eri annostasoilla injektoidut saman lajin kalat
jouduttiin pitiméasin samassa akvaariossa. Eri annostason saaneet kalat merkit-
tiin joko poistamalla rasvaevi tai merkitsemalld selkdievi tai pyrsto.

Kalojen kuolleisuutta seurattiin seitsemin vuorokautta. Kuolleet kalat pois-
tettiin paivittdin akvaarioista. Niiden munuaisesta ja suolesta tehtiin bak-
teeriviljely veriagarille A.s.q. -bakteerin olemassaolon varmistamiseksi.
Bakteeri méritettiin samoin kuin edella.

2.1.3. Eliiviin taudinaiheuttajan kiisittely

ASA-tauti infektoitiin kalaan eldvalld bakteerilla, joten koesarjojen aikana oli
huolehdittava kiytetyn taudinaiheuttajan tuhoamisesta. TyGssd kiytetty Aero-
monas salmonicida ssp. achromogenes (K92/1995/89) oli perdisin ISKKVL:1la
esiintyneestd tautiepidemiasta, jonka yhteydessd se oli eristetty sairastuneista
harjuksista. Bakteeri oli tunnistettu EEL.A:n Kuopion aluelaboratoriossa, josta
puhdas kanta saatiin ASA-kokeen kiyttdon.

Alle 10 1 tilavuuksista taudinaiheuttaja tuhottiin steriloimalla (+120°C, 20
min). Kylvettimisen yhteydessd tarvituista suurista tilavuuksista (n. 120 1)
bakteeri tapettiin 10% hypokloriittiliuoksella (NaOCI) niin, ettd Cl-pitoisuus
oli vihintiin 20-30 g/m’. Hypokloriitin annettiin vaikuttaa 3 vrk, minki
jdlkeen liuos kaadettiin maahan.

Eristysosastosta lihteviiin veteen syOtettiin jatkuvasti 10% NaOCl-linosta.
Eristysosaston poistovesi johdettiin erilliseen poistokaivoon (V = 7 m%), josta
vesi pumpaftiin maahan kaivettuun kuoppaan. Maakuopasta vesi imeytyi
edelleen maahan. Poistokaivossa CI™-pitoisuus oli vahintiin 30 g/m®, Kloridipi-
toisuus méaritettiin Ct Aquaquant® 14401 (MERCK,Darmstadt Germany)
pikamidritysmenetelmiin avulla. Maljaviljelyjen (TS-agar) avulla varmistettiin
aika ajoin, eftei eldvai bakteeria pddssyt koetilojen ulkopuolelle. Kaikki muu
eristysosastosta tuleva jite poltettiin.

2.2. ASA-koe harjuksella ja nieriilla

2.2.1. Koeryhmiit

Koekalat (HR-PUR-91 ja NN-KUOQ-91) sijoitettiin kasvatusaltaisiinsa siten,
etti harjukset siirrettiin omiin ryhmiinsi 11-12.6.1992 ja nieridt seuraavalla
viikolla 17. kesdkuuta. Naistd kasvatusaltaista halutun suuruviset koeryhmat
siirrettiin my6hemmin eristysosastoon, jossa kalojen infektoiminen tapahtui.
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Harjukset laitettiin 2,1 m? (virtaama n. 0,5 I/s, veden korkeus n. 0,2 m) ja
nieridt 0,2 m? pyordvirtausaltaisiin (virtaama n. 0,1 I/s, veden korkeus n. 0,3
m). Kaytetyt allastyypit olivat samoja sekd ruokinta- etti kasvatustiheysko-
keessa. Kasvatusaltaisiin virtasi Yld-Enonvetti.

Ruokintaryhmissi kasvatustiheys harjuksella oli n. 4 kg/m® (150 kpl/alias) ja
nieridlld n. 7 kg/m’ (80 kpl/allas). Koeryhmii kasvatettiin kolmessa rinnakkai-
sessa altaassa.

Ruokinta tapahtui ITUMIC-ruokinta-automaateilla. Harjuksen ruokintaa varten
el toistaiseksi ole kiytdssd laskettua ravintotaulukkoa, sen tihden harjuksien
saamat rehumairit olivat: 20%, 80% ja 150% ITUMIC-jarjestelméan (ITU
SALMO PC, versio 1.30; ITUMIC OY, Jyviskyld) lohelle annetusta ohjear-
vosta. Rehu annosteltiin altaisiin jirjestelmidn mukaisella ruokintataajuudella.

Nierididen rehumasrit ruokintakokeessa perustuivat Lyytikdisen ja Koskelan
(1992) laskemaan nierin ravintotaulukkoon. Nieridt ruokittiin ohjearvojen
perusteella kolmena eri ryhméné seuraavasti: 20%, 100% ja 150% ohjearvois-
ta. Ruokinta tapahtui ISKKVL:lla valmistettujen nauharuokkijoiden avulia.
Tarvittavat rehuméérdt punnittiin péivittdin, Ruokintakokeen jatkuttua noin
kuukauden alimman ruokintaryhmén rehumérd nostettiin 20%:sta 40%:iin
nierididen kuolleisuuden lisddntyessd huolestuttavasti.

Harjukset ja nieridt laitettiin kolmeen eri kasvatustiheyteen taulukon 1 mukaan.

Kasvatusryhmien tiheydet laskettiin sekd kokeen alussa ettid koesarjan loputtua
(taulukko 1).

Kasvatustiheyskokeissa harjuksen ruokinnassa kiytettiin 80% ITUMIC-jdrjes-
telmén lohelle annatusta ohjearvosta ja nieridn Lyytikiisen ja Koskelan (1992)

ravintotaulukon mukaista ruokintaa.

Koekalojen kasvua seurattiin nein viikon vilein tapahtuvilla massapunnituksil-
la.
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Taulukko 1. Kasvatusaltaiden kalamiifirit(x + SD) kg/n® sekd ruokinta- ettd kasvatustiheysko-
keessa. Ryhmille lasketut kalatiheydet on ilmoitettu kolmen rinnakkaisryhmién keskiarvona.
Tiheyskokeissa kaytetyt kalatiheydet on ilmoitettu kpl/allas ja ruokintakokeissa annetut
rehumiiiiriit on laskettu prosentteina ohjearvoista. HR-PU-%1 = harjus, NN-KUO-91 = nierid.

Kalaméiird ruokintakokeessa
HR-PUR-91 12.6.1992 15.8.1992
ruokinta % kpl/alias kg/n?’ kpl/allas kg/m®
20 150 3,7+ 0,1 127 + 9,1 2,7 + 0,4
80 150 3,8 £ 0,2 133 4+ 8,5 6,3 £ 06
150 150 3,5+£02 136 + 10,1 7.4 + 0,3
NN-KUO-91 17.6.1992 10.9.1992
40 80 7,6 + 0,8 48 + 6,5 11,1 + 1,2
100 80 7,2+ 0,1 78 £ 0,6 34,1 + 2,9
150 80 7,2 + 0,4 66 + 22,0 375 £ 1,8
Kalamiiliri kasvatustiheyskokeessa
HR-PUR-91 12.6.1992 15.10.1992
kpl/allas kg/m® kpl/allas kg/m’
50 1,1+ 0,1 30 + 5,6 2,2+ 0,6
150 3,6 + 0,2 112 + 9,3 9,6 + 1,9
300 7.4 + 0,2 210 + 5,6 20,1 £ 2,6
NN-KU0-91 17.6.1992 15.10.1992
40 3,8+ 07 37 + 2,3 34,7 + 1,7
80 8,1 +£ 04 76 + 3,5 75,5 £ 6,6
120 12,7 + 4,7 % + 19,1 79,5 £ 7.8

2.2.2. Kalojen infektoiminen A.s.a. -bakteerilla

Kaikki kokeet, joissa elivdi tandinaiheuttajaa kdytettiin, tehtiin ISKKVL:n
eristysosastossa. Pdivi Rintaméen (Oulun yliopisto) kanssa kdydyn keskustelun
perusteella kalojen infektoimistavaksi valittiin injektion sijasta kylvetys.

Koekalat 3 x 20 kpl/koeryhmi kylvetettiin yhtiaikaa 120 1:n muovialtaassa,
jossa oli muoviverkosta tehty kolme erillistd osastoa kasittdva uittohéikki. Kalat
kylvetettiin 40 1:ssa steriloitva (120°C, 20 min) jarvivettd, johon lisittiin 500
ml TS-liemessi olevaa bakteerisuspensiota (bakteeritiheys 107 cfu/ml). Altis-
tuslimpétila oli +18°C ja vettd hapetettiin 60 min kestidneen uiton ajan.
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Harjuksen ruokintaryhmien altistuskoe suoritettiin 15.8.1992 ja nieriin
10.9.1992, mutta Kkasvatustiheyskokeessa molemmat kalalajit kylvetettiin
15.10.1992. Uittoveden vesimidrd ja bakteeritiheys muutettiin vastaamaan
lisddntynyttd kalam&aras.

Eri koeryhmiit sitrrettiin omiin akvaarioihinsa, joissa veden virtaus 0,013 1/s.
Akvaarioihin tuleva vesi limmitettiin ja pyrittiin pitimiéin jokaisessa kokeessa
n. +17°C:ssa. Lokakuussa kasvatustiheyskokeen aikana tulevan veden limpé-
tila kuitenkin laski vdliaikaisesti teknisten vikojen vuoksi jopa +8°C:een.
Korjausten jilkeen lampétila saatiin pysyméddn n. +14°C:ssa kokeen loppuun.

Kalojen kuolemista seurattiin bakteerialtistuksen jilkeen, Kalojen ulkoiset
oireet kirjattiin, Kuolleiden kalojen suolesta ja munuaisesta tehtiin bakteerivil-
jelyt joko veriagar- tai TSA-maljoille. Maljat tutkittiin EELA:n Kuopion alue-
laboratoriossa A.s.a. -bakteerin olemassaolon varmistamiseksi. Kalojen
kuolleisuus laskettiin kumulatiivisena kuolleisuusprosenttina ajan suhteen.

3. TULOKSET

3.1. Rasituskoe

Rasituskokeessa tutkittiin 98 kpl kortisoni-injektiolla ja nopealla veden Impd-
tilan nostolla rasitettuja kaloja. Kokeessa ei todettu ainuttakaan villii tai laitos- -
kalaa ASA-positiiviseksi (ASA-positiivinen = kala, jonka suolesta tai
munuaisesta eristettiin 4.s.q. -bakteeri). Kuolleisuusprosentit ja ASA-posi-
tiivisten kalojen médrd on esitetty taulukossa 2.

Taulukko 2. Rasituskokeessa kiytetyt kalamasrit (kpl) lajeittain. Kalojen kuolleisuus 3. ja 12.
piivina kortisoni-injektiosta. Maljaviljelyn perusteella ASA-positiivisiksi todetut kalat: + =
Aeromonas salmonicida ssp. achromogenes todettu ja - = A.s.4. ei ole todettn. NN-KUQ-91
= nierid; HR-PUR-91 = harjus; YE = Yli-Enonvesi; SL = Sahalampi.

kalalaji kalaméird kuolleisuus kuolleisuus ASA
kpl % % +1/-
3.pv 12 pv

NN-KUO0-91 21 0 59

HR-PUR-91 22 14 27 -
Ahven SL 3 0 0

Ahven YE 25 20 80 -
Sirki SL 24 8 8

Sarki YE 3 0 0 -




3.2. Infektioannostason mairitys

Koe sopivan infektioannostason méérittimiseksi suoritettiin vain kerran
kolmella eri bakteeriannostasolla (10%, 107 ja 10® cfu/ml). Kokeessa harjuksen
kuoleminen injektion jilkeen alkoi nopeammin kuin nierilin, ja kaikissa annos-
ryhmissi harjukset kuolivat viikon kuluessa infektoimisesta.

Annostasolla 10° cfu/ml nieribistd yksikdin ei ollut ASA-positiivinen eika
kuollut seurantajakson aikana. Kahdella muulla bakteeritiheydelld injektoidut
nierifit kuolivat kaikki 7 pdivin seurantajakson aikana. Tiheys 107 cfu/ml
katsottiin riittivin suureksi kylvetykselld tapahtuvassa altistuksessa.

Injektoimalla suoritettu bakteerialtistus aiheutti liian nopeasti etenevin taudin,
minka vuoksi iho-oireita ei ehtinyt ilmestyi lainkaan ennen kalojen kuolemaa.
Parin péivin sisilld injektiosta kalojen perdaukon ympirys alkoi punoittaa ja
turposi. Tulehdusreaktio nikyi nopeammin ja selvemmin harjuksella kuin nie-
ridlla,

3.3. Ruokintakoe
Ruokintakoe tehtiin kahtena perikkiisend ajanjaksona. Harjuksen ruokintajakso

kasvatusaltaissa ennen altistusta kesti yhdeksan ja nieridn 12 viikkoa. Harjuk-
sen kumulatiivinen kuolleisuus on esitetty kuvassa 1 ja nierididen kuvassa 2.

100% 20

kumulatiivinen kuolleisuus%
a
(en]
®

O%' T T T T O
0 2 4 6 8 10 12

paivaa infektiosta
Kuva 1. Ruokinnan vaikutus harjuksen (Thymallus thymallus) kuolleisunteen A.s.a. -
altistuksen jilkeen. Kumulatiivinen kuolleisuus on laskettu kolmen rinnakkaisryhmin keskiar-
vona, n = 20 kpl/ryhmi:+ = 20%; O = 80%; » = 150% ruokintaryhmi ja W =
akvaarioveden lampbtila °C.
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Ruokintakokeessa oletetulla normaaliruokinnalla (80%) olleet harjukset
kykenivdt vastustamaan sairastumista pisimpdin, miki nikyi mm. muita
ruokintaryhmid pienempéni kuolleisuutena A.s.a. -altistuksen jilkeen (kuva 1).
Koeryhmissd 50%:n kuolleisuus saavutettiin 6-8 péaivan kuluttua infektiosta ja
kokonaiskuolleisuus oli 100%, paitsi 80 % :n ruokintaryhméssé, jossa kokonais-
kuolleisuus kokeen aikana oli n. 90% (kuva 1).

Myds nieriin normin mukaisessa ruokintaryhmissi kuolleisuus A.s.a. -
infektion jélkeen pysyi kahta muuta ryhmii alhaisemmalla tasolla (kuva 2).
Nieridn kokonaiskuolleisuus jii 30 %- 50 %:iin (kuva 2).

100% ﬂ 20

kumulatiivinen kuolleisuus%

O
<7 — Q
50% | 108
| L
g
— :
0%- et Y : Lo
0 5 10 15 20 25 30

paivaa infektiosta

Kuva 2. Ruokinnan vaikutus nierifin (Salvelinus alpinus) kuolleisuuteen A.s.a. -altistuksen
jilkeen. Kumulatiivinen kuolleisuus on laskettu kolmen rinnakkaisryhmén keskiarvona, n =
20kpl/ryhmi: + = 20%; O = 100%; % = 150% ruokintaryhmi ja B = akvaarioveden
lampdtila °C.
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ASA-positiivisten harjusten mdird on esitetty kuvassa 3a ja nieriGiden kuvassa
3b. Molemilla kalalajeilla ASA-positiivisia yksiloitd 16ytyi vahiten 150%:n
ruokintatasolla.

2 100%
m i ,
7 T harjus
0 .
s
=1
= -
L
g 50%+
7]
Q -
°
S -
b 4
R q
o r % o ! o
i . 80% 150%
ruokintaryhma
b 100%
:E }
S - nierid
o -
c
0] .
% 50%_
2 -
©
3
2 _
® 1
0% . .
20% 100% 150%
ruokintaryhma

Kuva 3. ASA-positiivisten yksilSiden osuus kuolleista harjuksista (Thymallus thymallus) (a) ja
nieriistd (Salvelinus alpinus) (b) A.s.a. -altistuksen jalkeen. Tulokset on laskettn kunkin
ruokintaryhmin kolmen rinnakkaisryhméin keskiarvona (n = 20 kpl/ryhmi).
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Harjuksen kasvu A.s.q. -altistukseen asti erl ruokintaryhmissd ndkyy kuvassa
4a ja nierididen kuvassa 4b. Liiallisella ruokinnalla (150%) kalojen kasvu ei
selvisti lisddntynyt verrattaessa siti normaaliruokintaan (kuvat 4a ja 4b).

401

35

25

201

paino g

157

186 206 27 97 157 227 307 68 13.8
b paivamaara

40 = =
a5- |
nieria !
30-
25-

204

paino g

0 T 1 T 1 T T & ! T T
176 256 17 8.7 147 217 287 4.8 128 198 1.8
paivamaara

Kuva 4. Harjuksen (Thymallus thymallus) (a) ja nieriiin (Salvelinus alpinus) (b) kasvu (g)
ruokintakokeessa eri ruokintaryhmissi A.s5.a. -altistukseen asti. Harjus: + = 20%; 0 = 80%;
# = 150% ruokintaryhmi ja nierid:+ = 20%; O = 100%; * = 150% ruokintaryhma.



11
3.4. Kasvatustiheyskoe

Molemmat kalalajit altistettiin taudille 15.10.1992. Kasvatustiheysvaiheen
pituus eri tiheyksilld oli harjuksella 18 viikkoa ja nieridlla 17 viikkoa. Kolmen
eri kasvatustiheyden vaikutus harjuksen ja nieridn kuolleisuuteen ASA-infekti-
on jilkeen on esitetty kuvissa 5 ja 6. Kasvatustiheydelli ei voitu osoittaa
olevan kiistatonta vaikutusta kummankaan kalalajin kuolleisuuteen. Harjuksen
kumulatiivinen kuolleisuus kolmessa eri tiheysryhmdéssd nousi kaikissa 50
%:iin 10-15 pdivan vililld (kuva 5) ja kokonaiskuolleisuus oli 100%. Nieridlld
kokonaiskuolleisuus tiheimmissakin ryhmassa jii noin 10 %:iin (kuva 6)

100%

T°C

10

kumulatiivinen kuolleisuus%

PR 1 T T T T 0
5 10 15 20 25 30 35
paivas infektiosta

Kuva 5. Kasvatustiheyden vaikutus A. 5. a. -altistuksen jilkeen harjuksen (Thymallus thymallus)
kumulatiiviseen kuolleisuuteen. Kumulatiivinen kuolleisuus on laskettu kunkin kasvatus-
tiheysryhmin kahden rinnakkaisryhmfin keskiarvona, n = 20 kpl/ryhma:+ = 50 kpl; O =
150 kpl; * = 300 kpl kasvatustiheys ja Bl = akvaarioveden limpdétila °C.
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100% 20

50%

kumulatiivinen kuolleisuus%

0% - SRR = — 0
0 10 15 20 25 30 35
paivaa infektiosta

Kuva 6. Kasvatustiheyden vaikutus A.s.a. -altistuksen jilkeen nieriiin (Salvelinus alpinus)
kumulatiiviseen kuolleisuuteen. Kumulatiivinen kuolleisuus on laskettu kunkin kasvatustiheys-
ryhmiin kahden rinnakkaisryhmin keskiarvona, n = 20 kpl/ryhmi: + = 40 kpl; O = 80 kpl;
#* = 120 kpl kasvatustiheys ja Bl = akvaarioveden limpdétila °C.

ASA-positiivisten harjusten osuus kuolleista kaloista on esitetty kuvasta 7a ja
nierididen kuvassa 7b. Kasvatustiheyskokeessa ASA-positiivisia harjuksia oli
yhtd paljon 2,2 kg/m’ (50 kpl) ja 9,6 kg/m® (150 kpl) tiheyksissi. Eniten niitd
oli 20,1 kg/m® (300 kpl) tiheydessi, yhteensd kuitenkin vain n. 30% (kuva
7a). Koesarjan ainoa ASA-positiivinen nierié 16ytyi 75,5 kg/m® (80 kpl) kasva-
tustiheydessd (kuva 7b).
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a
50% - —
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Kuva 7. ASA-positiivisten yksiliden osuus kuolleista harjuksista (Thymallus thymallus) (a) ja
nieriGiden (Salvelinus alpinus) (b) A.s.a. -altistuksen jilkeen. Tulokset on laskettu kunkin
kasvatustiheysryhmille kahden rinnakkaisryhmén keskiarvona (n = 20 kpl/ryhma).
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Harjuksien kasvu eri kasvatustiheysryhmissd A.s.q. -altistukseen asti nikyy
kuvassa 8a ja nieridn kuvassa 8b. Harjuksella 2,2 kg/m? tiheydessi kasvu oli
heikompaa kuin muissa tiheyksissd. Nieridlla eri kasvatustiheysryhmissd ei
kalojen kasvussa havaittu sanottavia eroja.

a 50

paino g

18.626.6 27 9.7 16.722.7 30.7 11.8 18.8 2.9 15.9 2.10
paivdmaara

paino g

17.625.6 1.7 8.7 14.721.7287 4.8 12.819.8 1.9 15.92.10
paivamaara
Kuva 8. Harjuksen (Thymallus thymallus) (a) ja nierifin (Salvelinus alpinus) (b) keskipainot (g)
kasvatustiheyskokeessa eri kalatiheyksissi A.s.a -infektioon asti. Hagjus: + = 50 kpl; 0 =

150 kpl; * = 300 kpl kasvatustiheys ja nierid: + = 40 kpl; © = 80 kpl; * = 120 kpl
kasvatustiheys.
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3.5. ASA-taudin ulkoiset oireet harjuksella ja nieriilli

Harjuksen oireilu alkoi muutaman suomun kohoamisella ihosta selkiievin ja
kylkiviivan viliseltd alueelta.

Ruokintakokeessa, joka tehtiin Jampimén veden aikaan, iho-oireet kehittyivit
syviksi, pyoredhkoiksi lihashaavaumiksi kylkiviivan ldheisyydessd tai pyrstén
tyvelld. Kuolleilla kaloilla oli voimakkaita verenpurkaumia suolistossa ja
lihaksistossa. Suoli oli veltto ja ohutseindinen. Avatun kalan vatsaontelo oli va-
reiltdin samea ja nesteinen.

Nieridn iho-oireet rajoittuivat 1dhinnd ihonvidrin muutoksiin ja alkaviin li-
hashaavaumiin. Tho joko vaaleni kylkiviivan ympiriltd epimairédisesti tai iholle
ilmestyi pyoreitd, mustia ja tarkkarajaisia halkaisijaltaan n. 3 mm suuruisia
ldiskid. Muutamilla kaloilla iho muuttui vaalean sinipunertavaksi, mika lienee
seurausta ihonalaisista verenpurkaumista. Syvid lihashaavaumia kehittyi
vihemman nieriille kuin harjuksille,

Ruokintakokeessa nierididen suolistomuutokset muistuttivat harjuksen tuleh-
tunutta suolta ja verenpurkaumia nikyi samaan tapaan kuin harjuksellakin, Pari
pdivdd ennen kalan kuolemaa perdaukon ympérys turposi ja veresti. Sekid
harjuksen ettd nieriiin alaleuka muuttui suurimmalla osalla kaloista kokeen
my&hemmiissi vaiheessa verestiaviksi.

Kasvatustiheyskokeessa lokakuussa harjuksen ihossa nikyi haavaumien lisdksi
selvd pyrston peittivd homerihmasto. Pyrstd saattoi syopyd kokonaan ennen
kalan kuolemaa. Sisdelimien verenvuoto oli vihdisti. Useissa tapauksissa
verenpurkaumia ei nidkynyt, vaikka ASA-bakteeri eristettiinkin. Kasvatus-
tiheyskokeessa pyrstdn ja evien syGpyminen oli voimakkain ja ndkyvin oire,
kun taas ruokintakokeessa lihashaavaumat olivat hallitsevia.

Kasvatustiheyskokeessa, jossa 18ytyi ainoastaan yksi ASA-positiivinen nierii,
nierididen suoliston alue oli hyvidkuntoinen ja viriltddn kirkas. Nesteen
kerdytymisti vatsaonteloon ei havaittu. Téssi kokeessa nieridihin ilmestyi ajan
kuluessa tihed homekasvusto pyrstdn ja paén alueelle. Tyypillisimmilld&in nieri-
Oiden rintaevien tyvet verestivit ja ihon viri vaaleni epimaéiriisesti kylkiviivan
alueella.

4. TULOSTEN TARKASTELU

Ruokintakokeessa nikyi selvid eroja kumulatiivisessa kuolleisuudessa erityisesti
harjuksen eri ruokintaryhmien valilld. Riittivisti ravintoa saanut kala ei kirsi
nilkiintymisen aiheuttamasta heikentymisestd, jolloin sen vastustuskyky taudin-
aiheuttajaa vastaan on todenndkdisesti parempi kuin nédlkiintyneen kalan (20%
ruokintaryhmd).
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Kaloja ei kokeessa pakkoruokittu, eivitkd yliruokinnalla olieet kalat syoneet
tarjottua rehumiarad kokonaan. Kasvatuksen aikana niiden altaat likaantuivat
muita altaita nopeammin, ja sydmétti jadnyttd rehua lojui altaiden pohjassa.

Ilmeisesti yliruokittujen kalojen todellisuudessa syomd rehumiiri oli ldhes
sama kuin normaalisti ruokittujen kalojen. Yliruokinnalla ei tiysin saavutettu
kokeessa tavoiteltua ruokintaeroa, Altaiden toistuvasta puhdistuksesta huolimat-
ta pohjia likaava, hajoava rehu mahdollisesti rasitti kaloja ja lisisi niiden
sairastumisherkkyyttd. Luultavasti 150% ruokintaryhmin kuolleisuus ei selity
yksinomaan ASA-infektiolla.

Tulosten tulkintaa vaikeuttaa se, ettd eri ruokintaryhmissd kuten myos kasva-
tustiheysryhmissd ASA-positiivisten kalojen miérd oli molemmilla kalalajeilla
ristiriidassa kumulatiivisen kuolleisuuden kanssa. Tdmd selittynee osittain
kiytetyn midritysmenetelmin riittimattomalla herkkyydelld. Kala, jolta A.s.a.
-bakteeria ei kyetty eristiméén, saattoi kuitenkin oireilla voimakkaasti tyypilli-
silld oireilla: syvit lihashaavaumat, pyrstd- ja evdvauriot ja verestivd suoli.
Oireiden samankaltaisuus ASA-positiivisten kalojen kanssa viittaa siihen, ettid
0sa ASA-negatiivisistakin kaloista kuoli todellisuudessa ASA-tautiin.

Harjuksella ja nieridlld on selvidsti erilainen kyky sietdd erilaisia
kasvatustiheyksid. Nieridt kestdvdt harjusta suurempia kasvatustiheyksid
sairastumisherkkyyden lisdfintyméttd. Nieridlldi ei ilmeisesti saavutettu
kasvatustiheyksid, jotka olisivat vaikuttaneet eri tiheysryhmien vililld kalojen
kuolleisuuteen.

Nieridn spesifinen vaste A.s.q. -bakteeria vastaan saattaa olla tehokkaampi
kuin harjuksen, koska nieridin kokonaiskuolleisuus kasvatustiheyskokeen seu-
rantajakson aikana jdi noin 10%:iin. Sekd ruokinta- ettd kasvatustiheysryhmis-
sd koekalojen kuoleminen noudatti samanlaista rytmid kuin viljelyolosuhteissa-
kin. ASA-tautiin sairastuneesta harjusparvesta kuolee nopeasti suuria mairia
kaloja. Sen sijaan nieridlld tauti etenee hitaasti ja kuolleita yksilditd 16ytyy
infektoituneesta parvesta muutaman paivin ja jopa viikon vilein. Sen vuoksi
ASA-tauti jai nierifin kohdalla helposti toteamatta.

Lokakuisessa ASA-altistuskokeessa harjuksen ja nieridn puolustusvaste taudin-
aiheuttajaa vastaan ndyttdd muuttuneen, silld kuoleminen infektion jilkeen
alkoi molemmilla kalalajeilla pidemmdn viivevaiheen jédlkeen kuin
ruokintakokeessa. Nieridn kyky vastustaa sairastumista oli tehostunut harjusta
selvemmin syksyn edetessi.

Useat tutkijat ovat selvittineet Aeromonas salmonicida ssp. salmonicida -
bakteerin taudinaiheutuskykyd (Nomura ym. 1988, Gudmunsdottir ym. 1990,
Kawahara ym. 1991, Lund ym. 1991). A.s.s. -bakteerin taudinaiheutuskyvyn
on todettu liittyvén bakteerin erittimiin solun ulkoisiin yhdisteisiin (eksotok-
siinit) tai soluseinin rakenneosiin (endotoksiinit, ulkomembraaniproteiinit, A-
layer). Solun ulkoisia tuotteita pidetiiin merkityksellisimpind bakteerin taudin-
aiheutuskyvyn kannalta, mutta myds endotoksiinien osuus virulenssitekijani
mydnnetaan.
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Suuria médrid endotoksiinia vapautuu kalan elimistoon vasta bakteerisolun
hajotessa ja kalan kuolinhetkelld eristettiivissi olevia soluja joko ei ole kalassa
tai niitd on lilan vdhdn maljaviljelyd varten. Myds A.s.a. -bakteerin
taudinaiheutuskyky saattaa osittain liittyd endotoksiinien tuotantoon, mikd
voinee selittdd maljaviljelyn avulla tapahtuvaan taudinaiheuttajan mai-
rittdimiseen liittyvit ongelmat.

Témi tutkimus vahvisti epdilyn siitd, ettd nykyisin kdytdssd olevalla maljavil-
jelylld ei kaikkia ASA-positiivisia yksiloitd saada esille. Tutkittua tietoa siiti,
kuinka paljon ASA-positiivisia yksiloiti jad maljaviljelymenetelmélld toteamat-
ta ei ole,

Yoshimizu ym. (1992) havaitsi tutkimuksessaan ELISA:n (enzyme-linked im-
munosorbent assay) herkiksi ja kiyttokelpoiseksi menetelmiksi paisetaudin
yhteydessd tunnistaa Aeromonas salmonicida kaloista, joilla veren vasta-
ainetasot (IgM) A.s. -bakteeria vastaan olivat alhaisia. Tutkimuksessa ei
kuitenkaan verrattu ELISAN:n kiyttdkelpoisuutta maljaviljelymenetelmédn.
A.s.a. -bakteerin tunnistuksessakin ELISA olisi todenndkoéisesti nykyisid
menetelmiad tehokkaampi. Mikili sopiva vasta-aine olisi kiytdssd, kala voi-
taisiin todeta ASA-positiiviseksi, vaikka eldvid bakteerisoluja ei kalan elimis-
tossd niytteenottohetkelld endd olisikaan.

Tissd kokeessa 10ydettyjen ASA-positiivisten kalojen pieni méird kuolleiden
kalojen kokonaismaérasti saattaakin olla seuraus kiytetyn médritysmenetelman
heikkouksista. Rasituskokeessa ei harjuksista (HR-PUR-91) eikd nierifisti
(NN-KUO-91) loytynyt ainoatakaan ASA-positiivista yksilod. Kuitenkin
EELA:n Kuopion aluelaboratoriossa todettiin syyskuussa 1992 terveystarkkai-
lundyttecksi Iihetetyistd yhden altaan nieridistd (NN-KUO-92, 0+, n = 60
kpl) suoralla viljelylli kymmenesosa ja rikastusviljelylli kolmasosa ASA-
taudin kantajiksi.

Ahvenista ja sdrjistd ei 16ydetty ASA-positiivisia kaloja. Kielteinen tulos ei
kuitenkaan pitdvasti todista, ettd ISKKVL:n ylé- ja alapuolisissa vesistdissd ei
olisi A.s.a. -bakteeria kantavia tai sen infektoimia kaloja. Asian varmistami-
seksi koe tulisi toistaa suuremmalla kalamédiralld. Tulevaisuudessa 4.5.4. -bak-
teerin médrittimiseen kalan elimistdstd olisi kiytettiva herkempid menetelmia.

Altistaminen kylvettamélld vastasi paremmin luonnollista tartuntaa kuin baktee-
rin injektoiminen kalojen vatsaonteloon, vaikka elivien bakteerisolujen tiheys
kylvetyksessikin oli todenndkdisesti huomattavasti suurempi kuin luonnolli-
sessa infektiossa. Samalla oli mahdollista seurata myds taudin ulkoisia oireita.

Kalojen voimakas ja nopea oireilu injektion jilkeen lienee seurausta "myrky-
tyksesti”, jonka suuri méird bakteerisoluja kalassa aiheutti. Lyhyt viiveaika
altistuksen, kalojen oireilun ja kuoleman vilillid kuvaa epdspefisen puolustus-
vasteen tehottomuutta voimakasta bakteerihyokkdystd vastaan ja taudin rajua
etenemisti.
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Harjuksen ja nieridn herkkyys A4.s.a. -bakteeria kohtaan on selvisti erilainen.
Lajien vilisid eroja kuvaa myés se, ettei ISKKVL:n siiasta, jidrvilohesta tai
taimenesta ole ASA-tautia tavattu. Osaa niistd kaloista kasvatetaan kuitenkin
altaissa, joihin virtaa toiseen kertaan kiytettyd vetti. ASA-taudin aikana myos
ndihin altaistin virtaa saastunutta vettd. Jos tauti levidd veden valitykselld on
todennédkdistd, etti myds siiat, taimenet ja jarvilohet ovat altistuneet ASA-
taudille, mutta toistaiseksi niissd ei ole ASA-tauti puhjennut. Jatkossa olisi
syytd selvittdd ndiden eri kalalajien puolustusvasteen erot A.s.qa. -bakteeria
vastaan.

Kalotlle sydtetylld rehuméralld on selvisti vaikutusta kalojen sairastumisherk-
kyyteen ja kuolemiseen. Kasvatustiheyskokeen herittimien kysymysten vuoksi
koe tulisi toistaa kesilld, jolloin kalojen sairastumisherkkyys on suurin.

Tulevaisuudessa olisi myds selvitettivid ASA-taudin tartuntiet ja tautiin sairas-
tuneiden ja kuolleiden kalojen merkitys taudin levittidjani, Taudin hallitsemisen
kannalta on tirkedd tietid myds A.s.a. -bakteerin taudinaiheutuskykyyn
liittyvit ominaisuudet ja bakteerin selviytymiseen vedessd vaikuttavat tekijit.
Kaytinndn kalanviljelyn kannalta aitistuskokeet on suoritettava kalojen sairas-
tumisalttiuden ollessa suurimmillaan - 1dmpiméin veden aikaan.

5. KIITCKSET

Témdén lyhyen ja intensiivisen tydrupeaman vieminen paitokseen vaati monen
henkilén tyopanoksen. Fil.yo. Saku Ivanoff ja Iti-Suomen
keskuskalanviljelylaitoksen henkilokunta yhdessi huolehtivat kokeessa
kiytettivien kalojen hyvinvoinnista ja koetta varten sopivien koetilojen
jarjestelyistd. Erityisen limpimat kiitokseni laitosmies Veli Luostariselle
eristysosastossa vaadittavien teknisten jarjestelyjen toteuttamisesta ja loman
siirtdmisestd ASA-kokeen vuoksi.

Bakteerimaljojen analysoinnista vastasi Eldinlddkinti- ja elintarvikelaitoksen
Kuopion aluelaboratorio. Yhteistyé LuK Tarja Tiaisen kanssa oli mutkatonta
ja antoisaa. Ilman Kuopion aluelaboratorion apua tyon toteuttaminen koetta
varten varattussa lyhyessd ajassa olisi ollut mahdotonta.

FL Riitta Rahkosen kiinnostunut ja kannustava suhtautuminen ASA-taudin
ongelmakohtien selvittimistd kohtaan on usein ollut ratkaisevan tirkeda.
Kiitokseni myds tekstin lukijoille ELL Tarja Pohjanvirralle, FL Marja
Pasternackille ja FL Jorma Piiroselle aiheellisista kysymyksisti ja
muutosehdotuksista.
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