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Agrip

Markmid verkefnisins voru ad beta greiningu nyrnaveikibakteriunnar Renibacterium
salmoninarum (R. salmoninarum) og auka pekkingu a framvindu smits i einstaklingum og
hjérdum.  pvi skyni voru proadar nyjar PCR adferdir, sem greina kjarnsyrur bakteriunnar og
par bornar saman vid nidurstddur sem fengust med beitingu PCR adferda fra 6drum
rannsoknastofum auk tvenns konar ELISA profa, sem greina motefnavaka bakteriunnar.

[ upphafi verkefnisins var proud s.k. snPCR adferd sem reyndist jafnnzem og nPCR,
aoferd sem OIE, Alpjoda dyraheilbrigdisstofnuninni, melir med. Profud voru syni Gr ymsum
lifferum nokkurra hopa. I fyrsta hopnum var eldislax med virka sykingu, pa eldisbleikja par
sem grunur var um smit og loks var villtur fiskur, lax, bleikja og urridi tekin Gr Ellidadm og
Ellidavatni & mismunandi timum. Ad lokum var uppséfnun utanfrumuafurda bakteriunnar i
nyra laxfiska konnud med pvi ad sprauta peim i seidi r eldisstdd, par sem nyrnaveiki var ekki
til stadar.

Vid greiningu 4 smiti reyndust snPCR og nPCR greina fleiri jdkvaed syni en s.k.
rauntima PCR adferdir sem proéadar voru og profadar i verkefninu eda adrir hdpar hofou
komid fram med. sn-PCR og n-PCR proéfin reyndust alika nem greiningarteki og pELISA-
adferd par sem notud eru fjolstofna moétefni til ad nema motefnavaka bakteriunnar. bessi prof
eru pvi samkvaemt nidurstddum verketnisins hentugust til ad stadfesta sykingu i hopum par
sem greinst hefur nysmit med ELISA adferd. Vegna samanburdar vid erlendar rannsoknir var
keypt ELISA-kitt fra BiosChile, par sem einstofna motefni eru notud til greiningar a
motefnavokum bakteriunnar. Greiningarhaefni pessa profs reyndist afar litil og gagnsemi pess
pvi engin vid islenskar adstaedur.

snPCR og nPCR voru mjog samhljoda i synum ur syktri eldishjord. Vio profanir &
synum ur villtum fiski greindust fleiri syni jadkveed med nPCR en snPCR. sn-PCR pr6fio mun
einfaldara og 6dyrara en nPCR, auk pess sem mengunarhatta i profinu sjalfu er hverfandi.

Ny adferd vid ad einangra DNA, par sem notadur var nota s.k. FTA pappir, reyndist
odyrari og einfaldar en hefobundin einangrun med DNA-kitti. Notkun FTA bydur einnig upp
a paegilega og 6dyra geymslu syna. Afrakstur vid notkun DNA-kitts mé4 beeta med aukaskrefi
sem profad var 1 rannsokninni, en eftir sem adur gefur FTA einangrun marktaekt betri drangur.

Melingar a villtum fiski og samantekt gagna & Fisksjukdomadeild, syna ad hlutfall
smitadara fiska hefur aukist gridarlega 4 undanfornum rum. I Ellidavatni hefur petta haldist i
hendur vid haekkun 4 medalhita vatnsins og husanlega er slik breyting megin skyringin i fleiri
vatnakerfum. Aukid smit i stadbundnum silungastofnunum leidir ad 6llum likindun til aukins
smitmagns i tengdum am.

Konnud var uppséfnun motefnavaka ar utanfrumuafurdum bakteriunnar i nyrum
laxaseida sem fengu pau med sprautu i kvidarhol. Med pELISA, par sem notud eru fj6lstofna
motefni og mELISA med einstofna motefnum, var haegt ad syna fram 4 ad moétefnavakarnir
hofou borist 1 nyra tveimur dogum sidar. Eftir 2 vikur var magn MSA préteinsins lekkandi.

Med margvislegum samanburdi var athugad hvort talknasyni eda hrognavokvi kynnu
ad henta til skimunar fyrir R. salmoninarum. Nidurst6dur syna Otviraett ad svo er ekki og
verda nyrnasyni pvi afram notud vid alla almenna synatoku.



Abstract

The main aim of the project was to improve detection of R. salmoninarum infection
and gather knowledge on bacterial kidney disease in individuals as well as in groups of
salmonid fish. A semi-nested PCR test, snPCR, was constructed that detects sequences from
the msa gene of the bacterium. Various methods of sample preparations were used and
compared. One of them involving so called FTA paper, gave the best results. The paper
contains reagents and enzymes that lyse cells and degrade proteins in the samples, while
retaining nucleic acids.

Semi-nested PCR was shown to be cheeper and less time consuming than nPCR. Both
tests have similar sensitivity limit and detection capabilities comparable to ELISA, when
testing samples from a group of salmon broodfish with active infection. Using FTA for DNA
isolation is more convenient than isolation with a DNA kit and DNA in the filter samples can
be stored at room temperature for years. In the ELISA-test referred to above, polyclonal
antibodies are used for antigen detection. A kit with monoclonal antibodies for detection was
bought (BiosChile) and tested for comparison with very poor reults. Testing of samples from
wild fish showed local populations of Arctic char and brown trout in lakes with high
percentage of fish positive in ELISA, many with high readings, but few individuals with
positve snPCR or nPCR results. Samples from Atlantic salmon smolts as well as returning
broodfish in the river showed that the fish got infected in the river water and that the
percentage of positives, in ELISA, increased with time. All samples were negative in the PCR
tests.

A reverse transcriptase real time or quantitative PCR test (RT-qPCR) was developed.
Several methods for extracting RNA from R.salmoninarum in workable amounts from
infected kidney samples and bacteria cultures were used to screen some of the samples for
comparison and interestingly none of them gave better results than the cheaper and simpler
sn-PCR or nPCR.

Six weeks after injection of extracellular products from R. salmoninarum culture, a
decline in the average amount of the MSA antigen was observed using ELISA with
monoclonal antibodies. This experiment was preliminary and aimed at defining
concentrations and timelines for further studies on extracelluler products and infection
studies.
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1.  Inngangur

Meginmarkmid verkefnisins voru: “Ad bata greiningu og auka pekkingu &
sykingarferli nyrnaveikibakterfunnar R. salmoninarum. I umsoékn var lagt til ad profa
mismunandi adferdir, 4 synum Ur ymsum liffeerum, einkum ur laxi og bleikju, vid ad greina
og meta stig sykingarinnar. Sumar adferdanna voru pegar i notkun & rannsoknastofum, en
alrar voru préadar i verkefninu og profadar dsamt pekktum adferdum. Petta var naudsynlegt
svo unnt yrdi ad meta gildi peirra og beita peim af 6ryggi i framtidinni. Asteedur fyrir pvi ad
hafa margs konar prof og synagerdir tiltek, liggja 1 edli sykingarinnar, sem hefur mikla
sérstodu medal helstu sjukdomsvalda 1 laxfiskum. Kemur par margt til:

1) bakterian og motefnavakar hennar eru ekki jafndreifd um fiskinn

2) laxfiskar geta borid Rs médnudum/arum saman adur en sjukdémseinkenna verdur vart
3) bakterian getur lifad vikum saman utan hysils

4) bakterian getur smitast milli kynsléda inni i hrognum, svo hefdbundin sétthreinsun &

yfirbordi hrogna dugar ekki til ad hindra pa smitleid

5) bakterian greinist i ymsum tegundum villtra laxfiska

6) syklalyf vinna ekki 4 sykingunni

7) nothaft boluefni hefur ekki verid markadssett

8) einangrun med raektun, sem er stadal adferd vid bakteriugreiningu, tekur 2-12 vikur en
einungis 2-5 daga fyrir flestar algengar fiskabakteriur.

Nyrnaveiki hefur valdid erfidleikum vid eldi laxfiska um allan heim. Brynt er ad bata
pekkingu & edli smitsins baedi m.t.t. pess hvernig bakterian hagar sér i einstaklingum, hvada
munur er milli tegunda, hverjar eru helstu smitleidir, hvernig samspili hysils og sykils er
hattad og skapa pannig forsendur fyrir fj6lbreyttum, fljotvirkum og Oruggum
greiningaradferdum. Pad hefur mikla efnahagslega pydingu badi hérlendis og vida erlendis ad
hefta utbreidslu bakteriunnar og upprata uppsprettur smits.

Utgafa heilbrigdisvottorda fyrir hrogn og fisk 4 6llum aldursstigum, vegna flutnings og
sOlu, byggir 4 nidurstodum adferda sem greina bakteriuna. Algengast er ad beita einni
fljotvirkri adferd til skimunar. Gefi skimun visbendingu um smit i st6d, sem adur hefur verid
smitfri, parf ad stadfesta greiningu med annarri adferd. Alpjoda dyraheilbrigdisstofnunin
(OIE) gerir krofu um ad smit 1 st6d eda eldishopi, par sem bakterian greinist 1 fyrsta sinn, s¢
stadfest me0d tveimur adferoum sem byggja 4 6likum eigindum, t.d. ELISA adferd sem greinir
motefnavaka, einkum 57kD protein og PCR, sem greinir erfdaefni hennar. Raektist bakterian,
parf ekki adra adferd til stadfestingar. Adferdir sem OIE hefur sampykkt til notkunar vid
greiningar a R.salm. eru a veraldarvefnum (http:/oie.int/fr/normes/fmanual/A_00028.htm) og
hafa verid 6breyttar fra 2003.

Nyrnaveiki greindist i fyrsta skipti 4 Islandi 4rid 1968 i laxaseidum i eldisst6d vid
Ellidaar (Helgason 1985) og pvi naest i fiskeldisstod 1977-78. A arunum 1980-1990 jokst
laxeldi hratt hérlendis og i arsbyrjun 1985 kom upp faraldur sem tengdist fjérum stérum
eldisstodvum (Gudmundsdottir, Helgason et al. 2000). [ Ijosi peirrar reynslu hofst
kerfisbundin skimun fyrir nyrnaveikibakteriunni 1 klakfiskum a Rannsoknadeild
fisksjukdoma 4 Keldum sem hefur stadid oslitid sidan. Fyrstu arin var notud raektun




(Benediktsdottir, Helgason et al. 1991; Gudmundsdottir, Helgason et al. 1991) og flarlitun
(Cvitanic, 1994), en fra 1991 hefur ELISA-proéfi verid beitt (Gudmundsdottir, Benediktsdottir
et al. 1993). A hverju 4ri er skimad Grtak ur hopi klakfiska af mismunandi eldisuppruna i
hverri st6d og allur villtur klakfiskur, sem notadur eru til uppbyggingar laxastofna i veidiam,
er skimadur fyrir bakteriunni. Petta hefur skilad g6dum arangri. Pannig for smittioni i
hafbeitarstodvum ur 40% arid 1986 nidur i 0% arid 1992. Fra arinu 1992 til arsins 2003 var
smit einungis greint i stoku tilfellum, pa einkum i villtum fiski, en bakterian er all algeng i
laxfiskum 1 nattarunni po6tt hin valdi par ekki merkjanlegum far6ldrum (Jonsdottir et al).

Arin 2003-2007/2008 herjadi nyrnaveiki a laxfiska i eldi og sums stadar kom smit upp
aftur eftir sotthreinsun. A sama tima jokst smittidni mikid i villtum klakfiski og hefur su
préun haldid afram.. Milljonum eldisseida hefur verid fargad og nemur tjonid hundrudum
milljona krona. 1 skyrslunni er gerd itarleg grein fyrir faraldsfreedi nyrnaveiki hérlendis
undanfarin 4r. Par eru teknar saman nidurstddur ur skimun og sjukdéms-greiningum a
fisksjukdoémadeild.

f verkefninu sem hér eru gerd lokaskil, voru rannsokud fjlbreytileg syni ur 6ldum og
villtum fiski, laxi, bleikju og urrida. Margar adferdir voru profadar og mat lagt 4 notagildi
peirra med innbyrdis samanburdi. Pegar upphafleg rannsoknadaetlun var samin, var radgert ad
gera sykingtilraunir til ad kanna hvada nidurstodur fengjust med mismunandi profum a synum
ur nysmitudum fiski. Par sem pad drést ad baeta adstodu til smittilrauna i Sandgerdir, var
brugdid 4 pad rdd ad safna synum ur Ellidavatni og Ellidadm, med pad fyrir augum ad afla
nysmitads efnividar.

Rannsoknanidurstodur asamt dyrkeyptri reynslu af nylidnum faraldri, hefa pegar verid
notud vid endurskodun 4 verklagsreglum badi i eldi og fiskirekt, svo sem um flutning seida
milli stodva og geymslu villtra klakfiska. Nidurstoour hafa verid kynntar med margvislegum
haetti og mun st einnig verda raunin nastu misseri. Pa er nytt rannsoknaverkefni er ad hefjast
par sem gera 4 smittilraunir i bleikju og rannsaka ferli sjukdémsins nanar.



2. Efnividur og adferdir

2.1 Fiskur

Hopur 1
a) Klaklax tr eldi

Pessi fiskur klaktist arid 2003 i stod A. Arid eftir voru seidin flutt { st6d B, par sem
likur benda til ad smit hafi ordid. Adur en upp kom grunur par um, voru seidin flutt i sjokviar
og alin par 2004-2006. Vid synatoku i juni 2005 voru lag jakvaed ELISA gildi numin i
nyrnasynum nokkurra fiska, en einkenni nyrnaveiki voru ekki til stadar og eldid gekk vel.
Sumarid 2006 var fiskurinn fluttur i ker 4 landi par sem hrognataka var framkvaemd. b4 var
safnad synum Gr nyrum, tadlknum og hrognavokva. Stoku fiskur var med stors@ einkenni og
einn slikur var i synah6pnum. Alls voru tekin syni Gr 40 fiskum.
b) Klakbleikja ar eldi

i pessum hépi var grunur um smit. Tekin voru sams konar syni ur 40 einstaklingun og
lyst er fyrir klaklaxinn
c) Nyrnasyni, valin voru ur synum sendum Fisksjukdomadeild

Synin voru notud til ad profa adferdirnar medan verid ad ad proa peaer og bera saman.

Hopur 2

{ pessum hopi voru lax, urridi og bleikja, veidd 4 mismunandi timum og 4 mismunandi
stodum i vatnakerfi Ellidad og Ellidavatns. Sjukdomseinkenni greindust ekki ekki i neinum
fiskanna.
a) Villt smoltud laxaseidi ur Ellidaam

Seidin voru tekin 1 sleppitjorn & leid til sjavar i juni 2007 (n=20). begar pessi argangur
(n=26). Hluti af fiskunum, sem voru veiddir i September, voru geymdir i keri par til i
desember og syni tekin Gr peim. I kerinu var vatn tr anni.
b) Villt bleikja (n=18) og urridi (n=60), veidd i Ellidavatni i oktober 2008.
c) Villtur urridi (n= 28), veiddur 1 Ellidavatni i agust 2009.
d) Syni ur villtum urrida, sem til voru fra eldri tima, r s.k. Vatnaverkefni. Fiskurinn var
veiddur i Myvatni og Lagarfljoti & &runum 1993-1995.

Hépur 3

Laxaseidi ur BKD frirri st60 (n=102) voru flutt ad Keldum og alin i 170 L tonkum i
rennandi, loftudu, ferskvatni vid 9°C. Eftir viku adlogun, var fiskurinn sprautadur i kvidarhol,
med tveimur mismunandi pynningum af utanfrumuafurdum nyrnaveikibakteriunnar R.
salmoninarum ur vokvarakt, eda badadur i sams konar lausn. Laxaseidum sem sprautud voru
i kvidarhol var skipt i 5 hopa. I byrjun voru tekin nyrnasyni ur 5 seidum (hépur 1). I hopi 2
voru 6 seidi sem fengu 0.1 ml af sterilu PBS. [ hopi 3 voru 4 seidi sem fengu 0.1 ml af KDM-
2 vokvazti sem pynnt var 1/100 til samraemis vid bakteriulausnirnar. I hopi 4 voru 40 seidi
sem fengu 0.1 ml i kvidarhol af lausn sem innihélt 0.1 mg/ ml af utanfrumuafurdum
bakteriunnar og i hopi 5 voru 32 seidi sem fengu 0.1 ml i kvidarhol af lausn sem innihélt 1.0



mg/ml af utanfrumuafurdum. Seidi i 6llum hopum voru einstaklingsmerkt med flurljomandi
fjollidu (Visible implant fluorescent elastomer, Northwest Marine Technology, Inc. USA) og
seidum Ur 6llum medhondlunarhopum skipt jafnt milli tveggja eldiskera og handf6dradir einu
sinni 4 dag med 2mm purrfoori fra Laxa hf, Akureyri. Vigtun og synataka foru fram 2, 7, 14,
28 0g 42 dogum eftir medhondlun.

[ bodunartilraunina voru notud 15 seidi. Pau voru hofd i 150 min i 8 L af loftudu
ferskvatni sem innihélt 50 mg/L af utanfrumuafurdum og sidan flutt i ker med hreinu vatni.
Vigtun og synataka foru fram 4 somu dogum og lyst er fyrir sprautadan fisk.

2.2 Veidar og synataka

Eldfisklakfiskurinn var hafadur Or kerum og aflifadur med hofudhoggi en eldisseidi
sett 1 yfirskammt af svefnlyfinu TMS (Tricaine methane sulphonate (Pharmaq Ltd) sem leidir
til dauda.

Seidi 4 leid til sjavar i Ellidaanum voru veidd 1 seidagildrur, sjogongulaxinn ymist
veiddur i gildrur eda net. Silungur og urridi i Ellidavatni voru veiddir i nalonnet med
moskvasterd 12 to 50 mm.

Nyrnasyni fyrir ELISA prof og DNA einangrun voru sett i sterila plastpoka og geymd
i -20°C frysti. Hrognavokvi var tekinn i sotthreinsud 10 ml plastglos og geymdur & sama hatt.
Nyrnasyni fyrir RNA einangrun og talknbogasyni fyrir DNA einangrun voru sett beint 1 glos
med RNAlater (Ambion, Texas, USA) og geymd vid -80°C fram ad notkun. Syni voru flutt &
is fra tokustad ad Keldum.

2.3 Bakteriustofnar

R. salmoninarum, stofn S-182-90, sem var notadur i rannsokninni var einangrudur
1990 ur syktum laxaseidum i eldi. Bakteriustofninn var notadur til ad profa eiginleika nyrrar
sn-PCR adferdar sem var proud i verkefninu auk pess sem stofninn var notadur sem jakvaett
vidmid, og til ad framleida utanfrumuafurdir. Bakteriutegundirnar Arthrobacter globiformes
og Williamsia ssp. voru rektadar og profadar i snPCR til mats & sértaekni preifaranna og
ELSIA.

2.4 Einangrun R. Salmoninarum og utanfrumuafurdir

Reektun & agar

R. salmoninarum var einangrud og raektud 4 valati fyrir kidney disease, SKDM-2, eda
a kidney disease medium, KDM-2 (OIE, 2006). Nyrnavefur var hakkadur og pynntur 1/10 i
0.1% peptone saltvatni og spunninn nidur vid 2200 x g i 20 min vid 4°C. Flotinu var fleygt og
botnfallid leyst upp 1 jofnum hlutfllum af peptone saltvatni. Lykkjufylli af maukinu var sad &
SKDM agar og haft vid 16°C 1 16 vikur, skodad vikulega og nidurstddur skradar.
Framleiosla utanfrumuafurda R.salmoninarum ur vokvarakt

Einni pyrpingu af R. salmoninarum stofni S-182-90 4 agarskal var sad [ KDM-2
vokvazeti og rektad 1 12 vikur vid 16°C. b4 var vokvarektin skilin vid 8000 rpm, 4°C i 20
min, flotid hirt og fryst vid -20°C. Flotid var pytt og adskilid & Amicon Ultra-15 filter, 10K
(Millipore) sem skilid var vid 4000 x g i 30 min. Pad sem ekki for gegnum filterinn var hirt og



magn proteina melt i Nanodrop. Lausnin var einnig greind i Western blot og med silfurlitun
Hreint KDM-2 @ti var filtrerad og medhondlad 4 sama hatt og notad til ad sprauta
vidmidunarfisk.

Mat a bakteriufjolda i lausn

Bakteriulausn med 6pekktum fjolda bakteria var pynnt 1 10 faldri pynningarréd og 10
dropar hverrar pynningar settir & SKDM agar plétur (10ml hver dropi). Eftir 12 vikur vid
16°C, var fjoldi bakteriupyrpinga talinn til ad meta fjolda bakteria i upphaflegu lausninni og
péttni reekta maeld vid 600 nm 1 ljosgleypnimeeli.

Litun med flarljomadi motefnum - FAT

Bakteriupyrping R. salmoninarum er tekin upp af agarskal og og leyst sundur a
smasjargleri 1 dropa af PBS, dreift og sett i purrk vid 60°C. P4 voru 50 pl af flirmerktu
motefni gegn bakteriunni (Kirkegaard & Perry laboratories Inc.), pynnt 1/10, sett yfir blettinn
og latid standa i 10 min i lokudu rakaboxi. Glerid var skolad med PBS og sidan sett i ilat med
PBS og haft vio vaega hreyfingu i 5 minutur 4dur en pad er tekid upp. Pa var mesta vaetan hrist
af og glerid 1atid porna. Einn dropi af ,, antifade buffer (2ml of glycerol, 80 mg of n-propyl
gallate, 800 ul of 1M Tris-HCI, pH 8.0 and 1.2 ml of ddH,O) settur yfir synid og sidan
pekjugler. Synid vaer skodad vid 1250 falda moégnun 1 flarsmasja.

2.5 Rafdrattur - SDS-PAGE og litanir

SDS-PAGE greining

Notad var Mini-PROTEAN® II 2-D cell system (Bio-Rad). Syni voru pynnt 1:25 i
vatni og blandad i jofnum rimmalum vid* reducing sample buffer” (0.125M Tris, pH 6.8,
0.5% 2-mercaptoethanol and 2% SDS) og hitud i 3 minatur vid 100°C. Syni voru sett &
»stacking gel“ (4.5% acrylamide) og rafdregin 4 12% acrylamide geli. Litad vidmidunarsyni
(PageRuler prestained protein ladder fra Fermentas) var haft med til ad meta sterd einstakra
banda. Gelin voru litud med silfurlit eda flutt & (NC) himnu fyrir Western blotting.

Silfurlitun

Silfurlitun var framkvaemd me0 kitti frd BioRad. Rafdregin gel voru sett i lausn sem i
voru 5ml af Fixative Enhancer Concentrate og 95 ml af 50% methanol-10% acetic acid i 20
min. Gelin voru pvegin 2 x 10 min i eimudu vatni og sett i lausn med 2,5 ml af Silver
Complex Solution, 2,5 ml af Reduction Moderator Solution, 2,5 ml af Image Development
Reagent, 17,5 ml af eimudu vatni og 25 ml af Development accelerator reagent til
framkollunar. Framkollunin var stodvud med pvi ad setja gelin i lausn sem innihélt 5%
edikssyru i 15 min og gelin ad lokum pvegin i vatni.

Onamislitun & NC himnu - Western blotting

Rafdregin protein voru flutt af geli & NC himnu (Immobilon-P transfer membrane,
Millipore) i Trans-blot SD, semi-dry transfer cell (Bio-Rad) i 30 min. vid herbergishita eins
og lyst er 1 handbok framleidanda. P4 var himnan sett i lausn med 0,1% mjolkurdufti i



pvottabuffer (0,1M Tris buffered saline, pH 7,8, med 0,1% Tween®20 (Sigma-Aldrich)) og
hofo ytir nott vid 4°C. P4 var hun sett 1 lausn med 1°moétefnum sem pynnt hofou verid 1/500 1
pvottabuffer og h6fo vid stofuhita i 1 klst. Profud voru eftirfarandi métefni: 1A 1, einstofna
motefni gegn MSA proteininu, gjof frd Dr. Greg Wiens, Leetown, USA (Wiens & Kaattari,
1991) og B-6-5, fjolstofna motefni gegn R. salmoninarum framleitt i kaninum & Keldum
(Gudmundsdottir et al., 1993). Merkt 2°moétefni, med alkaline phosphatase (Dako) voru
fjolstofna métefni Gr kaninu gegn geitar-IgG til ad greina B-6-5 og fjolstofna motefni ar geit
gegn musar-IgG til a0 greina 1A1. Pessi métefni voru pynnt 1/3000 i pvottabuffer og NC
himnan h6fo 1 lausninni 1 1 klst vid stofuhita. Framkallad var i svokdlludum substrate buffer
med 100 pg ml-1 NBT (nitro blue tetrazolium), 60 pg ml" BCIP (5-bromo-4-chloro-3-
indonylphosphate), 4mM af MgCI2 og 0,1M ethanolamine-HCI buffer, pH 96. Himnurnar
voru pvegnar vandlega milli allra skrefa.

2.6 ELISA prof

Undirbuningur syna

Nyrnasyni voru vegin og pynnt 1/4 i Dulbecco’s PBS i sterilum poka og maukud i
Stomacher 80 micro-Biomaster (Seward) hakkara. Maukinu var hellt i tilraunaglas og var
25ul af Tween®20 bett i glasid fyrir hvern ml mauks. Synin voru hitud vid 100°C i 15 min,
skilin vid 2200g i 20 min vid 4°C og flotid hirt.

ELISA prof med fjolstofna motefnum - pELISA

[ pELISA profinu eru notud fjolstofna métefni til ad greina métefnavaka bakteriunnar
(Gudmundsdottir et al., 1993). Notadar eru 96 brunna plotur (Maxisorp immunoplate, Nunc)
sem eru hudadar med pvi ad setja 100ul af métefnalausn i hverja holu, grip métefni framleidd
i kaninum gegn moétefnavokum bakteriunnar (B-6-5) eda moétefni ur 6medhondladri kaninu
(N), i styrknum 10mg ml" { 0.05M carbonate-bicarbonate buffer, pH 9.6 og geymd yfir nott
vid 4°C. Pléturnar voru pvegnar 3x 4 milli allra skrefa i pvottalausn (Dulbecco‘s PBS, pH 7.2
with 0.7M NaCl and 0.1% Tween®20). Eftir ad buid er ad skola hidunarmotefnin Ur
brunnunum er 100ul af synum, auk jdkvaedra og neikvadra vidomidunarsyna, sett i 2 brunna
hvert, annan med sértaeku motefni en hinn med kontrélmoétefni. Platan er svo sett 4 hristara
sem er stilltur &4 veega hreyfingu i 2 klst. Eftir pvott (4x) var merktu moétefni beett i brunnana
(100ul) og haft & hristara i 1 klst vid stofuhita. Merkta motetnid er fjolstofna moétefni gegn
R.saloninarum, framleitt i geit og merkt med HRP (horse radish peroxidase) (Kirkegaard &
Perry Laboratories Inc.). Eftir pvott, var 100ul af hvarfefni beett i hvern brunn og platan h6fd
vid stofuhita i 15 min. Hvarfefnid var OPD (o-phenylenediamine dihydrochloride) (Daco) og
8 mg af pvi voru leyst i 12 ml vatns med 5 pl af 30% hydrogen peroxide (H,0O,). Hvarfid var
svo stoovad med 50 pl af 3N HCI sem bett var i hvern brunn. OD gildi vid 490 nm voru
meld i Victor3 1420 aflestrartaeki fra PerkinElmer. Jakvaedur aflestur samsvarar 2,3 margfeldi
af medaltals aflestri priggja neikveedra syna.

Hrognavokvi var med hondladur & ferns konar hatt fyrir ELSIA prof: 1) bynntur til
helminga, og 25ul pr ml Tween-20 bett 1, hafour vid 100°C i 15 min, skilinn vid 3000 snan/
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min i 15 min og flot hirt. 2) Sama medhondlun fyrir hrognavokva sem pynntur var 1/4.
Hrognavokvi sodinn an Tween-20 og sidan pynntur 3) 1/2 eda 4) 1/4 i PBS med Tween-20.

ELISA prof med einstofna motefnum - mELISA

betta prof var keypt 1 ,kitti fra GrupoBios i Chile. I kittinu voru plétur hidadar med
gripmoétefni, auk annarra motefna og hvarfefna. Pvottur var framkvedur milli allra prepa.
Synin voru sett i brunnana i plétunni ogh6fo vid 37°C i 60 min. Eftir pvott var merkta
moétefnid sett 1 brunnana og haft 4 peim 1 30 min vid 37°C. Svo var hvarfefnid, sem var gert r
blondu efnispatta A og B, blandad saman rétt fyrir notkun, sett i brunnana og platan h6fo vid
stofuhita 1 30 min. Hvarfid var ad lokum st6dvad med pvi ad bata 3N H,SO4 1 brunnana og
OD lesid vid 450 nm i Victor3 1420 aflestrarteeki fra PerkinElmer. Jdkvad voru pau syni sem
gafu OD aflestur sem samsvaradi medaltali fyrir neikved syni ad vidbattu 0,260, skv.
leidbeiningum framleidanda.

2.7 DNA einangrun

FTA pappir

FTA pappir (FTA minicard, Whatman) var notadur til einangrunar & kjarnsyrum
samkvemt leidbeiningum framleidandans. Um 50 pl af maukudu nyrnasyni, pynntu 1/4 i
sterilu PBS, eda o0pynntur hrognavokvi var sett & FTA pappirinn og purrkad vid stofuhita i
a.m.k. 1 klst. Litill batur (2mm i pvermal) er stimpladur Gr pappirnum med par til gerdum hnif
og settur 1 PCR glas. Synid er pvegio 3 x med 200ul af FTA hreinsivokva og 2 x med 200ul
afTE" buffer med 5 minutna millibili. Synid er ad lokum purrkad i 1 klst vid stofuhita og pa
er pad er tilbuid til notkunar i PCR prof.

Genomic DNA purification Kit — Kitt til hreinsunar & gDNA

Genomic DNA purification kit (Puregene) var notad til einangrunar & gDNA ur nyra
og talknum samkvamt leidbeiningum framleidandans (solid tissue protocol) med nokkrum
breytingum. Audkenningin gDNA er notud til adgreiningar fra ¢cDNA, en hid sidara er
umritad af RNA sem einangrad er Ur lifveru. Kitt, visar til pess, ad allt sem parf til verksins
kemur i einu lagi fra framleidanda. I stad proteinase K sem fylgdi kittinu var notad ensimid
achromopeptidase (Sigma-Aldrich) sem vitad er ad gagnist betur til ad rjufa vegg Gram
jakvaedra bakteria s.s. R. salmoninarum (Magnusson et al., 1994). U.p.b. 10mg af nyrnavef
eda 20mg af talknavef voru maukud i glasi i tilheyrandi lausn sem innih¢élt 100 U (einingar) af
achromopeptidase. Eftir 1 kist vid 37°C, var RNase A lausn beett Ut i glasid og haft vid 37°C i
30 minttur. Svo voru proéteinin felld nidur med tilheyrandi lausn og spunnin nidur. Flotid var
sett 1 nytt glas sem innihélt isopropanol og lausnin spunnin nidur. Flotinu var hent og 70%
etanoli batt 1 glasid. Spunnid, flotinu hent og 50 pl af DNA leysilausn batt ut i glasio. Magn-
og gedamaling 4 uppleysta DNA-inu var gerd med malingu i nanodrop teki 4dur en synid
var sett 1 -20°C frysti i geymslu.
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DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen)

DNA var einangrad ur nyrnasynum (hépur 2¢) med DNeasy Blood & Tissue Kit. Um
20 mg synis voru sett i 180 pl af ATL buffer og 20 ul af Proteinase K lausn.Syni voru hofo
vid 37°C yfir nétt en pa var 50 pl af 4 x lysozyme rof- buffer batt i lausnina og haft vid 37°C
i 1 klst. og ,,vortexerad* 6dru hvoru. Fjéorum pl af RNase A er batt i, vortexerad og haft vid
stofuhita i 2 min. P4 eru, 250 pl af AL buffer settir i lausnina og hun h6fod vid 70°C 1 10 min.
Sett i skilvindu i 1 min 4 fullum hrada (avallt var skilid vid stofuhita) og flotid faert i nytt
skilvinduglas 250 pl af 95% ethanoli og blandad vel. Fart & The QIAamp skilvindustlu sem
sett er 4 sofnunarglas og skilid vid tube 8000 rpm i 1 min. Sulan var flutt i nytt safn glas og
500 pl af AW1 buffer batt 4 suluna og skilid vid 8000 rpm i 1 min. Sulan var flutt i nytt safn
glas og 500 ul af AWr buffer batt 4 siluna og skilid vid fullan hrada i 3 min. Ad lokum var
stlan sett i skilvinduglas, 400 pl af 70°C heitum AE buffer bett i, haft vid sth i 1 min og
sidan skilid vid 8000 rpm 1 1 min. Vékvinn innihledur nu hreint gDNA sem geyma ma vid
20°C. Notad var Nanodrop til ad mela styrk kjarnsyrunnar i lausninni.

2.8 RNA einangrun og myndun cDNA

TRIzol (Invitrogen) var notad til ad einangra RNA ur R. salmoninarum frumum,
teknum af SKDM agarrakt og einnig r hokkudum nyrnavef. Farid var eftir leidbeiningum
framleidandans med Orlitlum breytingum. Vefjasyni (um 30 mg) var sett i sterilt
eppendorfglas sem innihélt 100ul af buffer (10mM Tris-HCI, pH 8.65) og 80 U af RNase
hindra (New England Biolab). Synid var maukad i eppendorfglasi med sterilum pinna og 100
U af achromopeptidase batt i og pad sett 1 hitaskédp i 60 min vid 37°C. Synid var tekid ur
hitaskdpnum, 900ul af TRIzol bett i lausnina og hun hofd vid stofuhita i 5 minutur. Til ad
adskilja mismunandi fasa i lausninni var 0,2 ml af chloroformi bett it i lausnina og synid
hrist af krafti 1 15 sekindur, pa haft vid stofuhita i 3 min og skilid vid 12.000 x g i 15 minutur
vid 4°C. Efsta lagid var flutt i nytt eppendorfglas og 0,5 ml af isopropyl alcohol batt ut i
lausnina til a0 fella it RNA. Eftir 10 min vid stofuhita i 10 min er synid skilid nidur vid
12.000 x g i 10 minatur vid 4°C, flotinu hent og 1 ml af 75% alcohol bett Ut i lausnina. Pa er
synid vortexad og skilid nidur vid 7.500 x g i 5 min vid 4°C, flotinu hent og RNA botnfallid
loftpurrkad 1 5 minGtur &0ur en 50 pl af sterilu vatni er beatt ut i lausnina. Magn- og
gedameling 4 uppleystu RNA var malt i nanodrop taeki 4dur en synid var sett til geymslu vid
i -80°. Til RNA einangrunar 4 bakteriusynum, sem voru notud sem jakvad viomidunarsyni i
RT-qPCR proéfinu, var lykkjufylli af R. salmoninarum frumum Gr SKDM agarrakt sett i
eppendorfglas med 100 pl af buffer (10mM Tris-HCI, pH 8.65) og 100 U af
achromopeptidase. Synid var haft vid 37°C 1 60 min. Fasaadskilnadur, RNA nidurfelling,
RNA Dpvottur var framkvaemt 4 sama hatt og er lyst hér ad ofan. Magn- og gedameling 4
kjarnsyrum og proteinum voru framkvemd i NanoDrop®ND-1000 spectrophotometer
(NanoDrop technologies, Inc.) samkvaemt leidbeiningum framleidanda.

cDNA myndun

Adur en RNA var vixlritad i cDNA var pad medhdndlad med DNase (Fermentas) skv.
leidbeiningum framleidanda. Blandad var saman 7 pl af sterilu vatni, 1 pl af RNA (i kringum
1000-1500ng/ul af RNA), 1 U af DNase og 1 ul af 10x reaction buffer. Lausnin var h6fd vio
37°C 130 min. ba var 1 ul af 25mM EDTA bett i og glasid sett vid 65°C i 10 min. RevertAid
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H minus first strand ¢cDNA synthesis kit (Fermentas) var notad til ad vixlritunar skv.
leidbeiningum framleidandans. Lausnin innihélt 4 pl af DNase medhondludu RNA (um 400-
600ng af RNA), 1 pl eda 100pmol af ,,random* visum og 7 pl af sterilu vatni. Lausnin var
hofd vid 65°C 1 5 min. bPa voru 4 pl af 5x reaction buffer, 0,5 pl af RNase inhibitor, 2 pl
(ImM lokastyrkur) af dNTP bléndu og ad lokum 1 pl (200 U) af RevertAid™ reverse
transcriptase bett Ut 1 lausnina og blandad rdlega. Lausnin var hofd vid stofuhita (25°C) 1 10
min og 42°C i 60 minatur. Ad lokum var hvarfid stoppad med pvi ad hita lausnina i 70°C 1 10
min.

Til ad profa hvort UNG ensim medhondlun kaema ad gagni fyrir semi-nested PCR
hvarfid voru jakvaed vidmidunarsyni medhondlud med 1 U af UNG ensimi og hofd vid 37°C 1
20 min adur en pau voru keyrd i hefdbundnu snPCR hvarfi. I mastermixinu var dTTP
bosunum skipt Ut fyrir dUTP basa. Syni 4 FTA pappir voru notadir fyrir PCR hvarfid. Til ad
athuga virkni UNG ensimsins, var 0,5 ul af margfoldudu DNA ur jdkveda vidmidunarsyninu
ur dUTP PCR hvarfinu keyrt i nyju snPCR hvarfi sem innihélt UNG ensim og dUTP i stad
dTTP. Til samanburdar var snPCR keyrsla med sama efnividi an UNG ensimsins.

2.9 TOPO klonun og einangrun & plasmidum fyrir stadla

TOPO klénun

Notad var pBAD TOPO® TA Expression kit (Invitrogen). Fyrir TOPO klénunina
sjalfa voru PCR afurdir, eda butar ur msa geni og 16S rRNA geni R. salmoninarum
bakteriunnar, magnadar upp med Platinum taq DNA polymerase (Invitrogen) sem byr til
Oparadan A-enda & DNA butana, sem er naudsynlegt fyrir klonunina. Lausnin fyrir klonunina
innihélt 3 pl af mégnudum PCR afurdum, 1 pl af saltlausn (1,2 M NaCl og 0,06 M MgCl,),
1,5 pl sterilt vatn og 0,5 ul af TOPO vector. Lausnin var h6f0 vid stofuhita i 10 minutur adur
en han varsett 4 is. Til ad audvelda flutning & pPBAD TOPO afurd inn i E. coli bakteriuna voru
,,One Shot® TOP10 Chemically component E. coli“ bakteriur sem fylgdi kittinu notadar. E.
coli bakteriurnar voru teknar ur -80°C frysti og settar beint & is. Hvarflausninni var svo baett ut
i glasid sem innihélt E. coli bakteriurnar og haft a is i 30 minttur. Bakteriurnar voru fluttar i
42°C 1 30 sekundur til ad framkalla hitasjokk og sidan voru par keldar 4 is 1 2 min. Pa var
250 pl af SOC @ti beett Ut 1 glasid og pad hrist (larétt) i 1 klukkustund vio 37°C. SOC @tinu
med bakteriunum var skipt nidur i 50 ul, 100 pl og einnig var sad 4 LB atisskalar (sem
innihalda 100 pg ml™" ampicillin) og reektad vid 37°C yfir nétt. Daginn eftir voru 10 kéloniur
valdar fyrir hvort markgen og peim bett ut i 2ml LB-amp @ti (sem inniheldur 100 pg ml™
ampicillin) og raektad yfir nott vid 37°C. PCR var framkvaemd 4 koloniunum til ad ganga i
skugga um ad klénunin hafi heppnast.

Einangrun & plasmidum

Qiaprep miniprep kit (Qiagen) var notad til ad einangra plasmid DNA. LB
vokvaraktin sem innihélt E. coli bakteriurnar var spunnin nidur vid 3000 rpm i 15 min til ad
fella nidur bakteriur. Flotinu var hent og botnfallid leyst upp med 250 pl P1 buffer sem
innihélt RNase A. Lausnin var flutt i nytt glas og 250 ul af P2 buffer var bett ut i I og
blandad rolega saman uns hun vard pykk og halfgegnsa. Sidan var 350 ul af N3 buffer beett i
og og blandad hratt og vel til ad koma 1 veg fyrir Utfellingar. Lausnin var spunnin nidur vid
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5000 rpm i 10 min og vid pad myndast hvitt botnfall. Flotid var sett 4 Qiaprep sulu i safnglasi
og spunnid vid 5000 rpm i 1 min. Vokvanum var fleygt og 750 ul af PE buffer batt 4 stiluna
og spunnid aftur vid 5000 rpm i 1 minutu. Aftur var vokvanum fleygt og stilan spunnin til ad
losa hana vid allan auka vokva i filternum. Stlan var svo flutt i nytt safnglas og 50 ul af EB
buffer beett & siluna og 1atid standa i 1 minutu adur en sulan var spunnin nidur i 1 min.. Magn-
og gedameling 4 uppleystu DNA var melt i nanodrop og synid sett i -20°C frysti i geymslu.

2.10 PCR aoferdir

Alls voru profadar sex PCR adferdir, en tveer peirra hannadar fra grunni i verkefninu.
toflu 1 eru allar adferdirnar og helstu upplysingar um peer settar fram.

Semi-nested PCR - snPCR

Prir visar (tafla 1) voru hannadir fyrir snPCR profid sem fer fram i tveimur hvorfum i
einu PCR glasi til ad magna upp but Gr msa geni R. Salmoninarum (tafla 2). Visarnir voru
hannadir 0t fra birtri basar6d Gr msal geni (GenBank accession number: AY986794.1) med
adstod Primer3 forritsins. Tveir visar, For msa og Rev_msa, magna upp fyrri afurd ad sterd
270 basapor. Pridji visirinn, nRev_msa, magnar upp seinni afurdina ad sterd 199 basapor med
adstod For msa visisins. Bradslumark visanna er 57,3°C fyrir For msa, 55,3°C fyrir
Rev_msa og 50,4°C fyrir nRev_msa. Ensimid platinum taq polymerase (Invitrogen) er med
s.k.,,hot-start enzyme* kerfi sem Utheimtir 10 min upphafsskref i PCR préogramminu vid
94°C, til ad losa moétefni fra ensiminu. Sem DNA moét i PCR hvarfid var annadhvort notad 1
ul af 10" pynntu DNA einangrad med hreinsikitti (Puregene) eda btur ur FTA pappirnum
sem innihélt synid sem verid var ad profa. Hvarflausnin, sem var i heildina 25 pl, innihélt
0,24mM af hverjum basa, 2mM af MgCl,, 24mM af Tris-HCI (pH8,4), 60mM af KCl, 1,6 uM
af For msa og nRev_msa visum, 0,8 uM af Rev_msa visinum og 0,625 U af platinum taq
DNA polymerase. PCR hvarfid var framkvaemt i Peltier thermal cycler (PTC-200) teki fra MJ
research.

Nested-PCR - nPCR

[ pessu profi prof eru tvé hvorf i adskildum glosum (tafla 2), sitt med hvoru visaparinu
(tafla 1). Fyrra visaparid magnar upp 383 basapara afurd sem er notud sem DNA mot i seinna
hvarfinu. Seinna visaparid magnar upp afurd ad steerd 320 basapor, innan fyrri afurdar (Chase
et al., 1998). I fyrra hvarfinu er DNA mét par sem annad hvort var notad 1 ul af 10" pynntu
DNA einangrudu ur syni med hreinsikitti (Puregene) eda butur ur FTA pappirnum sem
innihélt synid sem verid var ad profa. Eftir fyrri mognun er 1 pl af afurdinni flutt 1 nytt glas
med nyju mastermixi sem inniheldur seinna visaparid. Hvarflausnin, sem var 1 heildina 25 pl,
innihélt 0,2mM af hverjum basa, 2mM af MgCl,, 20mM af Tris-HCI1 (pH8,4), 50mM af KCI,
I uM af baddum visum og 0,625 U af platinum taq DNA polymerase. PCR hvarfid var
framkveemt i Peltier thermal cycler (PTC-200) teki fra MJ research.

Rafdrattur og tulkun nidurstadna fyrir snPCR og nPCR
Rafdrattur 4 afurdum snPCR og nPCR voru framkvaemd 4 2% agarose geli (Saekem)
sem innihélt ethidium bromide (Sigma). Eftir rafdratt voru afurdir skodadar i UV 1josi og
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myndadar. Sterdir afurda voru akvardadar med samanburdi vid 1kb DNA standard
(Invitrogen) eda GeneRuler 100bp DNA ladder (Fermentas).

[ samnburdarprofunum var hvert syni var préfad tvisvar i hvoru PCR profi. Ef badi
hvorfin 1 sama profi voru jdkveed var synid flokkad sem slikt og neikveaett vaeru baedi hvorf
neikvad. Vari annad hvarfid jakvett en hitt neikvaett, var synid skrad sem semi-jakvaett ((+)).
Badi i snPCR og nPCR, hvort sem DNA var einangrad 4 FTA eda med DNA kitti, voru semi-
jakveaed syni endurtekin og nu gerd 4 hvorf fyrir hvert syni. Ef eitt eda fleiri voru jakvaeo,
flokkadist synid sem jakveett. Tvo jakvaed og 2 neikvad vidmidunarsyni voru i hverri keyrslu.
Neikvaedu synin voru sterilt eimad vatn og jakvad syni voru ymist medhondladur syktur
vefur eda hreinrakt af R. salmoninarum.

gPCR

qPCR, p.e. magnbundid (quantitative), var notad til a0 meta magn badi msa og 16S
rRNA genanna (gDNA). Til ad magna upp msa genid voru notadir visar og preifari (Chase et
al. 2006) en til ad magna upp 16S rRNA genid voru visar og preifari hannadir med adstod
Primer3 forritsins Ut fra birtri basar6d af 16S rRNA geninu (GenBank accession number:
AF180950.1). qPCR var framkvaemt & gDNA ur nyrum fiskanna sem hafdi verid einangrad
med DNA kitti (Puregene) og pynnt 10~ 4dur en pau voru sett i hvarfid. I hvarfinu, sem var i
heildina 12 pl, var notad Maxima probe/rox qPCR mastermix frad Fermentas (2x). Hvarfid
innihélt 5 pl af pynntu gDNA auk 0,9 uM af visum og 0,25 uM af preifaranum auk
mastermixins. PCR hvarfid var framkvemt samkvemt Chase et al. 2006 1 StepOnePlus Real-

time PCR system, thermal cycling block frd Applied Biosystem. Proskuldurinn fyrir
jakveaed syni var & hring 38 i PCR prégramminu. Neikvadu synin voru sterilt eimad vatn og
jakvaed syni voru ymist medhondladur syktur vefur eda bakteriureekt.

RT-qPCR

RT-qPCR var notad vid malingar 4 nyrnasynum eingdngu. RNA var einangrad og
vixlritad 1 cDNA. Skammstéfunun RT visar til pessarar vixlritunar fra RNA til DNA, p.e.
reverse transcription (RT). Seinna skrefid er eins og lyst er hér ad ofan i kaflanum um qPCR.
Notadir eru Sul af 6pynntu cDNA 1 stad hundradfaldrar pynningar & gDNA.

[ ollum préfum qPCR og RT-qPCR voru avallt 2 jakved og 2 neikvaed
vidmidunarsyni. Neikvaedu synin voru sterilt eimad vatn og jadkved syni voru ymist
medhondladur syktur vefur eda hreinraekt af R. salmoninarum. Til ad fa efnivid i stadalkarfur
fyrir gPCR og RT-qPCR voru vidkomandi gen, msa og 16S rRNA ur R. salmoninarum,
klonud inn i E. coli vektora med TOPO klonun og einangrud. Radpynningar fra 5 til 50.000
eintaka vidkomandi gens voru utbunar og notadar i stadalinn.
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Tafla 1.

Listi yfir alla primera og préba sem voru notadir i verkefninu. Tilgreind er PCR adferd, gen sem
leitad er ad (target gene), néfn peirra, stadsetningu (location), r6d basa (sequence) og hofunda
greina sem visad er i (reference).

PCR methods Target gene Name Location Sequence Reference
Semi-nested PCR msa This study
Forward primer For_msa 996-1015 5'-AGAT GGAGCAACTCCGGTTA-3'
Reverse primer Rev_msa |1247-1266 5'-GGGATTACCAAAAGCAACGA-3'
Nested reverse primer nRev_msa |1175-1191 5'-TCTCTCAACGCCAATAC-3'
Nested PCR msa Chase et al 1998
Forward primer P3 75-93 5'-AGCT T CGCAAGGT GAAGGG-3'
Reverse primer M21 438-458 5'-GCAACAGGTTTAT T T GCCGGG-3'
Nested forward primer P4 95-119 5'-ATTCTTCCACTTCAACAGT ACAAGG-3'
Nested reverse primer M38 394-415 5'-CATTATCGT TACACCCGAAACC-3'
gPCR and RT-gPCR | 16SrRNA This study
Forward primer Left16S 976-997 5'-ACCAAGGCTTGACAT GGATTAG-3'
Reverse primer Right16S ]1028-1046 5'-GCACCACCT GT GAACCAAC-3'
Hydrolysis probe Hybl6S 1003-1027] VIC-5'-T GCAGAAAT GT ACT CCCCCTTTTGG-3'-TAMRA
gPCR and RT-gPCR msa Chase et al 2006
Forward primer RS1238 968-989 5'-GT GACCAACACCCAGATAT CCA-3'
Reverse primer RS1307 1018-1037 5'-TCGCCAGACCACCATTTACC-3'
Hydrolysis probe RS1262 992-1007 FAM-5'-CACCAGAT GGAGCAAC-3'-NFQ-MGB
gPCR msa Powell et al 2005
Forward primer 250F 142-165 5'-CAACAGGGTGGTTATTCTGCTTTC-3'
Reverse primer 344R 215-236 5'-CT AT AAGAGCCACCAGCT GCAA-3'
Hydrolysis probe 300T 192-211 FAM-5'-CT CCAGCGCCGCAGGAGGAC-3'-T AMRA

gPCR

ABC transporter ATPase gene

Rhodes et al 2006

Forward primer ABCtransfor2 5'-CTAAACGATTTCCCGGT CAA-3'
Reverse primer ABCtransrev2 5'-GATTTTGCCT GCTGGTATTTCC-3'
Hydrolysis probe ABCtrans FAM-5'-AAGCGCCAGCAGT CGACGGC-3'-T AMRA
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Tafla 2.

Progromm fyrir snPCR og nPCR. Timi og hitastig fyrir edlissviptingu (denaturing), tengingu

(annealing) og lengingu (elongation) syna ferlin.

Skref 2-4 endurtekin 11 sinnum
Skref 5-7 endurtekin 13 sinnum

snPCR nPCR

1. Denaturing 94°C 10 min 1. Denaturing 94°C 10 min

+ +
2. Denaturing 94°C 30 sec 2. Denaturing 94°C 30 sec
3. Annealing 61°C 2 min 3. Annealing 60°C 30 sec

(10,5°C for each
cycle) 4. Elongation 72°C 1 min

4. Elongation 72°C 30 sec +

+ 5. Elongation 72°C 10 min
5. Denaturing 94°C 30 sec Skref 2-4 endurtekin 29 sinnum
6. Annealing 55°C 2 min
7. Elongation 72°C 30 sec Fyrra og seinna hvarf eru alveg eins

+
8. Denaturing 94°C 15 sec
9. Annealing 45°C 15 sec
10. Elongation 72°C 15 sec

+
11. Elongation 72°C 10 min

2.11 Tolfraeoi

Kji-kvadrat, var notad til tolfredilegs

samanburdar (homogeneity or multinominal

distribution) 4 Gtkomum sem fengust med mismunandi adferdum i synahépum 1 og 2.
Microsoft Office Excel 2007 var notad vid ANOVA samanburd 4 medaltdlum ur hopi 3.

P<0.05 var viomionargildi fyrir marktaekni.

17




3.  Nidurstoour

3.1. broéun adferoa

Einangrun gDNA

Profadar voru ymsar adferdir vio medhondlun & nyrnasynum. Meginlinur voru tveer.
Annars vegar ad nota hefdbundid DNA kitt og hins vegar ad profa FTA pappir til
einangrunar. DNA sem einangrad er ur vef eda rakt er aukennt sem gDNA (g: genomic) til
adgreiningar frd cDNA, sem er vixlIritad af RNA butum, sem aftur hafa verid eru einangradir
ur synum. Gerdur var itarlegar samanburdur & viobotarskrefum til ad endurbeeta adferdir til
einangrunar gDNA. Hér var um ad rada hitun og tvenns lags ensimmedhondlun, eda blondu
af pessum skrefum. Megin nidurstadan vard st, a0 FTA papirinn tekur fram hefdbundnu DNA
hreinsunarkitti (tafla 3) og ekki er til bota ad bata skrefum med hita- eda ensimmedhondlun
vid lysingu framleidanda, mynd 1.

Haegt er a0 bata einangrun med kitti med pvi ad nota achomopeptidasa i stad
proteinasa K. Petta er synt & mynd 2, par sem arangur af achromopeptidasamedhdndlun er
syndur og borinn saman vid hitamedhondlun. Achromopeptidasi var profadur i mismunadi
styrk til ad finna heppilegasta ensimsinstyrkinn, sem reyndist veral00 U , mynd 3.

e N'PPRIFPIPE
¥ 1y hitun fyrir FTA
ERR PO NOREES 298 =8

Mynd 1.

Rafdrattargel med snPCR afurdum. Nyrnahakk, ymist 6hitad eda hitad (100°C i 20 min) var
sett & FTA pappir i premur mismunandi pynningum og hvert syni tvitekid. N: neikvaett
vidmidunarsyni; P: jakvett vidomidunarsyni.

™
DNA kit syni Hitunarsyni

123 456 78 9101112 13 14154
- - -

Mynd 2.

Rafdrattargel med snPCR afurdum ur nyrnasynum par sem DNA var einangrad med DNA-
kitti ad vidbattu skrefi med achromopeptidasa (DNA kit syni) og syni sem voru einnig hitud
vid 100°C 1 20 min fyrir PCR keyrsluna (hitunarsyni).
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Mynd 3.
Mismunandi pynningar af achromopeptidasa notadar til ad medhondla sama synid fyrir
snPCR. 100 U gefa besta titkomu. Orin bendir & steerdarviomio (ladder).

Pegar buid var ad besta badar adferdir, var peim beitt vid einangrun gDNA ur nyrna-,
talkna- og hrognavokvasynum i héopi 1. I toflu 3, sést ad einangrun 4 FTA pappir er marktakt
betri kostur en ad nota hefobundid DNA-kitt med vidbattu achromodasa skrefi. beirri adferd
var pvi beitt vid aframhaldandi rannséknir.

Tafla 3.
40 nyrnasyni Ur syktum hopi klaklaxa. Samanburdur tveggja adferda til gDNA hreinsunar,
FTA og DNA kitt og tvenns lags PCR profa, snPCR og nPCR.

DNA isolation | FTA DNA kit

N=40 snPCR | nPCR [ snPCR | nPCR
Fjoldi + 17 18 12 12
Fjoldi - 23 22 28 28

% +. 42.5% | 45% |[30% 30%

Einangrun RNA

TRIzol einangrun, ad vidbattu achromopeptidasa skrefi, reyndist best til einangrunar &
RNA. Eins og fram kom i framvinduskyrslu til sjédsins 2008 voru profadar 3 adrar adferdir
med ymsum utferslum, en ofanskrad adferd gaf besta raun. Melingar 4 RNA med Nano-drop
aodferd syndu ad pad einangrudust 400-2200 ng/uL RNA ur nyrnasynum en 10-100 ng/ puL ar
bakteriusynum. Ekki var bein samsvorun milli RNA magns og nidurstadna i PCR melingum.
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Proun snPCR

Forsenda fyrir snPCR er ad tvo hvorf verdi 1 einu glasi. Hannadir voru 3 hitastyrdir
visar og bondin sem peir mynda eru 270 og 199 basapdr ad steerd, mynd 4. Radgreining nedra
bandsins synir ad r6din samsvarar fullkomlega r6d r msa geni bakteriunnar.

Til ad meta greiningarmorkin var hreinsudu DNA ur R. salmoninarum batt i 6syktan
nyrnavef til ad likja eftir raunverulegum adsteedum. Greiningarmoérk snPCR og nPCR voru 5-
10 bakteriur i hvarfi. begar pessu adferdum var beitt 4 syni var nemi peirra einnig mjog
svipad, tafla 3. Hi0 sama kom i [j6s med hrognavokva.

W — 2 3
e
i

400

200 -

100

Mynd 4.
Tver afurdir snPCR, i tveimur synum (vasar 2 og 3) ur bakteriufrumum, 270 og 199 basapor
a0 sterd. Vidmidunarlausn til steerdarakvordunar, standard, er i vasa 1.

gPCR og RT-gPCR

qPCR adferd var beitt til ad greina buta Gr genum (gDNA) sem skra fyrir msa og 16S
rRNA genum. [ fyrra tilfellinu voru visarnir 4dur birtir (Chase et al., 2006) en i hinu sidara
voru peir hannadir fyrir verkefnid med adstod tolvuprogramms. Visarnir fyrir msa genid
greindu 30% syna jakveaed en 22.5%, vaeru 16S rRNA visarnir notadir, tafla 4. Af peim 14
synum sem voru jakved samanlagt, voru 8 (57,1%) jakvaed med badum adferdum.

Tafla 4.

Samanburdur & qPCR og RT-qPCR til greiningar 4 msa og16S rRNA genum.

msa gen 16S rRNA gen
RT- RT-
n=40 qPCR | gPCR qPCR | gPCR
+ 12 10 9 13
+/- 3 8 2 0
- 25 22 29 28
% jakv. | 30% 25% 22.5% | 32.5%
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Sému visapor voru notud til ad greina cDNA sem var umritad ur RNA er einangrad
hafdi verid ur somu synum (RT-qPCR). ba voru farri syni jakveed fyrir msa kjarnsyrubttum,
en munurinn var ekki marktaekur. Hins vegar greindust fleiri 16S rRNA syni jakvad med RT-
gqPCR adferdinni og par var um marktekan mun ad rada. Oll ofangreind syni voru med
pELISA gildi fra OD 1,000 og upp ur. Tolfredilegur samanburdur nidurstadna fyrir qPCR og
RT-qPCR, sem greina msa genid, vid snPCR og nPCR greingarnidurstddur, syndi marktaekt
fleiri jakvaed syni greind med sidarnefndu adferdunum (p<0,05).

3.2 Nidurstddur profana a synum ar ymsum hopum laxfiska

Hépur la. Klaklax i eldi

Allar nidurstddur fyrir pennan hop eru syndar & mynd 5. Syndar eru nidurstédur fyrir
nyrna-, hrognavokva- og talknasyni, ir 6 mismunandi PCR préfum og fyrir mismunandi
adferdir vid kjarnsyruhreinsun, auk tvenns lags ELISA melinga.

Nidurstddur fyrir nyrnasyni gafu mestar upplysingar. Af PCR adferdunum géafu snPCR
og nPCR 4 nyrnasynum flest jakvaed svor eda 17 og 18, pegar FTA var notad til DNA
einangrunar. Adferdunum bar mjog vel saman, p.e. pad voru sému synin sem voru jakvaed og
eitt ad auki i n-PCR. Hrognavokvi somu fiska i soému profum var jakvadur fyrir 4 pessara
einstaklinga og einn ad auki. Eitt tadlknasyni var jakvatt i snPCR og tvé i nPCR en pau voru
baedi jakvaed med fjolda annarra adferda i badi hrognavokva- og nyrnasynum.

pELISA 4 nyrnasynum greindi flesta jakvada einstaklinga eda 26 (65,0%) en einungis
17,5% voru jakveaed, pegar notad var mELISA kitt fr4 BiosChile, sem er mjog markteekt.
Munurinn milli sn-PCR og nPCR og pELISA var ekki marktekur i kjikvadrat profi pegar
FTA var notad til einangrunar. { toflu 3 sést hvernig fjoldi jakvaedra syna eykst badi i snPCR
og nPCR pegar FTA einangrun kemur i stad DNA kitts. Munurinn er marktaekur fyrir nPCR
og vid marktaekni fyrir snPCR. Athyglisvert er ad ekkert syni, par sem notud er DNA-kitt
einangrun, er med neikvaedan pELISA aflestur medan tvo syni (nr. 9 og 10) par sem FTA er
notad til einangrunar eru jadkved i snPCR og neikvaed i pELISA.
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Samanburdur greiningaradferda

M Polyclonal ELISA B Monoclonal ELISA

4,5
o ¢ |
S 35
T 3
B s
g 2
% 15
1
0,5
O.J_-_—_______-_u_h_-_-_-_L_L_L_LL_._L_L_L L | L | .I
Nyra +
pELISA N R B B A A 4
mELISA B IR I I I I I N I I I N S I H I I I N I I H I I I R I S I I R I I I I S I I )
FTAsnPCR B IR I I A I O I I I S N I R N S I I N I R I N I I I I I I I I I I I I I I I I I
FTAnPCR B IR [ I I I O N N I IS N I R N N I I N I R B N I I I I I I I I I I I I I I I I
DNAKitsnPCR | - | -[-{-1-1-[-1-1-1-4-1-1-[-1-01-1-0-0-1-0-01-1+-0+0+1+-01-1-1+]-1+]-[+]+]+[+]+]+] 22
DNAKitnPCR [ - - -|-{-1-1-{-0-1-1-0-1-1-0-0-01-1-0-01-1-0-01+1-1-0+1+]-{-0-1++]+]-|+[+]+]+]+]|+] 212
gPCR msa B N I I I I [ S N S IS N I R N S A I N I R B (5] I I I I (E011C3] N S I I I [ I I I I I i 7
RT-gPCRmsa |- -|-[-{®]-|-[-1-1-1-1-10] - (NS -1 -{-1-1-{- 10 +[H+]-+[-1-1+[+]+]-|+[H]+]+][+]+] 10
gPCR 16S R O R R O R A R
RT-gPCR16S | - |- -|-|--1-1--0-0-1-0-01-1-1-0-0-0-0-01---0* -1+l -]-1+1+]+]-|+]|+]+]+]+]|+] 23
Hrognavokvi +
pELISA IR EEnEEae!
FrasnpcR |-l - |- - fel - -1 fel - el - [l - Jelenlel - Jeol - [ [T 1= - - el + - o] -[+]-]-] 4
FTAnPCR SO IS - - - - - - - - - - ] 4
Talkn +
DNAKitsnPCR ND| - | - --]-[-]-]-1-0-]-1H-Ino]-]-]-]-]- [no](+)|(+)|InDf(+)|nD](+)[ND|ND] - |(+)[ND] - | - [ - [ND|nD| + [(#)](+)] 1
DNAkitnPCR [NDf - |- -[-[-]-|-|-|-]-]-f-1-Ino}-f-]-]-]-]|nD]-][-nD|-|nD|- [ND|ND] -] - |ND]-|+][- |ND|nD| +[(+)](+)] 2
fiskur no. 1| 2| 3] 4] 5] 6] 7| 8] 9f10f11{12{13|14]|15]|16]17]|18]|19]20|21|22|23|24|25|26|27]|28)|29]30|31|32|33|34[35[36|37|38|39]40
Mynd 5.

Nidurstodur 10 greiningaradferda a synum Ur nyrnaveikisyktum klaklaxi i eldi.

OD gildi fyrir nyrnasyni eru synd & suluriti, pELISA (gréaar sulur) og mELISA (svartar sulur).
Hvert stlupar og dalkurinn nidur undan gefa upplysingar um einn fisk. Radad var eftir
hakkandi r60 OD gilda i pELISA. Nidurstodur annarra melinga 4 nyrnavef, hrognavékva og
talknavef koma fram i toflunni. Jadkved syni eru audkennd med +, neikvaed med — og
grunsamleg eda “semi-positive” med (+). ND merkir ad vidkomandi prof var ekki gert. Fiskur
nr. 36 var sa eini i hdpnum sem var med storsaeja bolguhnida (granulomas) 4 nyra.
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Profadar voru fjorar adferdir til ad undirbua hrognavokvasyni fyrir pELISA-prof eins
og fram kom i framhaldsskyrslu til sj6dsins 2008, en einungis su peirra sem gaf besta raun er
birt 1 lokaskyrslu. Par for saman hestur aflestur og minnstur bakgrunnur. Einungis 1 syni var
jékveett med pessari adferd eins og sést i mynd 5 og var jafnframt eina synid sem var jakvaett i
Ollum synum med 6llum adferdum.

ELISA syni sett i PCR, skv. adferdalysingu fra danskri rannsoknarstofu

[ verkpatti 4 voru gerdar snPCR og nPCR greiningar 4 ELISA synum ur safni
fisksjukddomadeildar. Kjarnsyrueinangrun var ymist gerd med DNA-kitti eda 4 FTA pappir.
Ymis medhondlun var profud vid kjarnsyruhreinsun. Mikid osamraemi kom fram milli
adferdanna innbyrdis og endurteknar malingar syna ekki alltaf sdmu nidurstdédu eins og fram
kom 1 tilraunaskyrslunni 2008.

Hopur 2a. Villtur lax. Sjégénguseidi og gongulax.

Sjogonguseidasynin, tekin 1 juni 2007, voru jakved fyrir moétefnavokum R.
salmoninarum i pELISA, mynd 6. Medaltals gleypnigildid var 0,260. Ari sidar, eda i fyrstu
synatoku a4 gongulaxi 1 juli 2008, svorudu 18,2% fiska jakveett i pELISA og medaltals
gleypnigildid var 0,072. I agust sama ar voru 31,8% jakvaedir, og medaltalsgleypnigildi 0,087.
[ september voru 57,1% jakvaedir, medaltalid 0,117 og vid sidust malingu i desember voru
69,2% jakvaedir og medaltalsgleypnigildi 0,162. Oll syni voru préfud i snPCR og nPCR,
nema sjogdnguseidin sem voru eingdngu profud i snPCR. Oll syni voru neikved i PCR.
pELISA adferdin greindi marktaekt fleiri jdkvaed syni en PCR adferdirnar (Ki-kvadrat prof,
p<0,05). Marktakt fleiri jakvaed syni voru i sjogonguseidahdépnum en gongulaxahdpunum
(0,001<p<0,01). Fjoldi jakveedra syna i gongulaxi juli og agust var marktekt leegri en i
gongulaxhopi i desember (p<0,01).

Synahépur 2a
Fjolstofna ELISA og PCR

0,70

0,60

0,50 M June '07
= 100% mJuly '08
2 040
b0 W August '08
8 0,30 .

182%  31,8% | 57.1% | 69,2% September '08
0,20 - W December '08

0,10

0,00

0260 0,072 0,087 0117 0,162
Einstakir fiskar

Mynd 6.

Hopur 2a. OD gildi vid 492 nm i pELISA 4 nyrnasynum ur sjégonguseidum (juni‘07) og 4
hopum gongulaxa 2008. Hver stla taknar einn fisk og er radad eftir heekkandi OD gildi fyrir
hvern hoép um sig. Medaltals gleypnigildi eru synd undir hverjum hopi. Einnig er
hundradshluti jdkveedra syna 1 hverjum hopi syndur fyrir ofan sulurnar.
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Hoépur 2b. Bleikja og urridi i Ellidavatni 2008

[ bleikjusynunum voru medaltals- gleypnigildi 0,485 og 89% synanna voru jakvad i pELISA.
Urridasynin hofou medaltalsgleypnigildi 0,514 og 98% synanna voru jakvaed i pELISA, mynd
7. Oll synin voru profud bedi i snPCR og nPCR. Oll synin voru neikvad i snPCR en 2
bleikjusyni (11%) og 3 urridasyni (5%) voru jakvaed i nPCR. Pau bleikjusyni sem voru
jékvaeod 1 nPCR hofou gleypnigildin 0,229 og 0,510. Pau urridasyni sem voru jakved i nPCR
hoéfou gleypnigildin 0,209, 0,281 og 1,528. pELISA greindi marktekt fleiri jakveed syni en
PCR aoferdirnar (p<0,001) en ekki var marktekur munur milli PCR adferdanna. Ekki var
marktekur munur 4 milli fisktegundanna med tilliti til nidurstadna i pELISA eda PCR
adferdanna.

Mynd 7.

Syndar eru pELISA og nPCR nidurstodur fyrir bleikju og urrida i Ellidavatni 2008. Hver sula
taknar einn fisk og radad er eftir haekkandi gildi fyrir hvora tegund um sig. Syni med jakveett
nPCR eru synd med 6rvum. Hlutfall jdkvedra syna i pELISA og medaltals gleypnigildi eru
synd fyrir nedan grafio.

Hépur 2c. Urridi i Ellidavatni 2009

Arid 2009 voru 74% syna Ur urrida ur Ellidavatni jakvaed fyrir moétefnavaka R.
salmoninarum i pELISA, mynd 8. Medaltals gleypnigildid var 0,632. Oll synin voru neikvad
i rektun & SKDM. Adeins 2 syni (7,1%) voru jakvad i nPCR. I qPCR skv. Chase et al. (2006)
voru 5 syni jakved fyrir bakteriunni eda 17,8%. Marktaekt fleiri syni voru jakvaed i pELISA
samanborid vid allar hinar adferdir (p<0,001). pELISA, nPCR og qPCR greindu syni numer 9
jékveett og 5 syni voru neikvead i peim 6llum. Samraemi 4 milli gleypnigildis i pELISA og Ct
gildis (Cycle threshold) i qPCR var ekki fyrir hendi, eda 0,177 (Ct: 34,2), 0,205 (Ct: 32,7),
0,305 (Ct: 33,1), 0,482 (Ct: 34,4) og 1,357 (Ct: 37,99) fyrir synin 1, 2, 9, 16 og 18. Hlutfall
jakveeodra syna i pELISA hja urridasynunum i Ellidavatni breyttist marktaekt a4 milli ara
(p<0,05) eins og sést pegar synahdpar 2b (2008) og 2¢ (2009) er bornir saman.
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Nidurstodur fyrir synahop 2c
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Mynd 8.

Gleypnigildi fyrir pELISA er synd & grafinu og hver sula tdknar einn fisk. Nidurstodur fyrir
nPCR, qPCR (Chase et al., 2006) og SKDM raktun eru syndar i t6flu fyrir nedan og jakvaed
syni audkennd med lit.

Syni ar férum Fisksjukdémadeildar

Unnid var ad préun og profun adferda mest allan verkefnistimann. Auk peirra syna
sem var safnad sérstaklega fyrir verkefnid, voru notud eldri syni Gr forum Fisksjukdoma-
deildar. Hér var um ad rada nyrnasyni send inn vegna sjukdomsrannsokna og sérstakra
verkefna. bessi syni komu ad godum notum vid adferdapréoun og stadfest var ad gDNA
vardveitist i nyrnavef. Syni sem hofou verid hokkud fyrir frystingu voru mun sidri efnividur. {
toflu 8 eru syndar nidurstddur fyrir nyrnabita sem hofou verid tep 15 ar i frysti vid -20°C.
Peir voru teknir vegna s.k. Vatnaverkefnis (Jonsdottir et al., 1998). T pvi verkefni var pELISA
notud til skimunar. Nidurstodur peirrar rannsoknar komu mjog & ovart a4 sinum tima, menn
attu ekki von & ad R. salmoninarum varu svo algeng i vistkerfinu, en PCR nidurstodurnar
stadfesta tilvist nyrnaveikibakteriunnar i pessum vatnakerfum poétt hlutfall jakvaeodra med
peirri adferd sé ekki jafn hatt og i pELISA préfum. betta samraemist nidurstodum ur
Ellidavatni 2008 og 2009.

Tafla 8. pELISA og nPCR a nyrasynum teknum vegna Vatnaverkefnisins

Myvatn Lagarfljot

ELISA ELISA ELISA ELISA
nPCR Jakv. Neikv. nPCR Jakv. Neikv.
Jakv. 3 4 Jakv. 0 4
Neikv. 1 2 Neikv. 11 4
Ekki gert |8 7 Ekki gert 8 1

25



3.4 Utanfrumuafurdir Renibacterium salmoninarum: greining og afdrif i
heilbrigdum laxaseidum

Greining

Utanfrumuafurdir, hreinsadar ur floti af vokvarakt, voru rafdregnar i geli silfurlitadar.
A mynd 14 (ritgerd) sjast helstu protein i afurdinni. ,,pykkasta® bandid er i kringum 59 kDa ad
steerd og bandasettid (duplex) par fyrir nedan aatlast 51 og 48 kDa.

Morefnalitun a prykki, med einstofna métefnum gegn MSA proteininu, greinir bond af
sterdunum 58 og 50 kDa.

Mynd 9. Silfurlitun utanfrumuafurda i minnkandi styrk (A) og

western blot (B) med einstofna métefnum gegn R. salmoninarum

Afdrif tilraunafisks

Tilraunin st6d yfir 1 42 daga. Enginn tilraunafiskanna syndi ytri merki um sjukleika og
daudi var enginn. Motefnavakar meldust i pELISA og mELISA préfum i nyrnasynum ur fiski
sem var sprautadur med afurdunum, en fiskur sem var badadur i peim var neikvaedur i badum
profum.

PELISA a seidum sem fengu utanfrumuafurdir i kvidarhol

Nyrnasyni ur fiski sem fékk ECP i kvidarhol, voru meld i pELISA, sja mynd 10 og
toflu 6. Oll samanburdarsyni, p.e. Gr 6medhondludum fiski i upphafi tilraunar (0 fiskur) og
fiski sem var sprautadur med PBS dua eda KDM eti, voru neikved. Magnbundinn munur var
verulegur 4 6llum timapunktum, fyrir seidi sem fengu annars vegar 0,1 en hins vegar 1,0 mg
afurdanna i kvidarhol.

Meligildi, & hverjum timapunkti, fyrir pa sem fengu harri skammtinn, dreifdust & vitt
svid eins og fram kemur 4 mynd 10 og pvi var stadalfravik medaltala mjog hatt.
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Strax 2 dogum eftir sprautun i kvidarhol voru nyrnasyni ordin jakvad i pELSIA. Gildi
adhvarfslinu fyrir fisk sem fékk 1,0 mg af ECP var 0.097, sem synir svolitla haekkun a
timabilinu, en breytingin var ekki marktek i ANOVA greiningu. Adhvarfslina fyrir legri
skammtinn reyndist vera -0.031, sem synir leekkun gilda med tima, en pessi breyting er heldur
ekki markteek i ANOVA greiningu. I t6flu 6, par sem ELISA nidurstodur fyrir fisk sem fékk
minni skammtinn eru settar fram, sést ad pad er einungis 2 d eftir sprautun sem allir fiskar eru
jékveeoir. Eftir pad eru 1-3 fiskar af 8 neikvadir 4 hverjum timapunkti og medaltalid fer
leekkandi.

MELISA a seidum sem fengu utanfrumuafurdir i kvidarhol

Oll syni ur fiski sem fékk utanfrumuafurdir i kvidarhol, voru jakved 2 dogum eftir
adgerd, en medaltdl fyrir mELISA gildi voru hast & degi 7. Magnbundinn munur var
verulegur allan tilraunatimann og 61l samanburdarsyni voru neikvaed, mynd 11. Munur
mELISA gilda milli skammtahdpa var mikill, eda 10-25 faldur. Stadalfravik var hatt i flestum
tilfellum. Adhvarfslinur fyrir bada skammtahopa voru neikvadar, sem merkir lekkun gilda
med tima. Gildid fyrir meiri skammtinn var -0.3035, sem er ekki marktekt i ANOVA
greiningu, en fyrir leegri skammtinn var gildid -0.053, sem er marktaekt i slikri greiningu
(p<0.05). Frekari skodun a hopnum sem fékk laegri skammtinn, tafla 6, synir ad badi hlutfall
jakvadra i mELISA og medaltal malinga fer leekkandi med timanum og ad einungis 2 fiskar
eru jakveedir 4 42. degi fré sprautun.

ECP tilraun
pELISA
3 W 0,1mg/fiskur 1,0mg/fiskur  m kontrdl hépar
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Dagar fra sprautun (dfs) @
Mynd 10.

Salur syna medaltal OD gilda i pELSIA fyrir syni ar fiski sem fékk 0,1 mg ECP (dokkar
sulur) eda 1,0 mg (ljosar stlur). Regression linur eru syndar,-0,031 fyrir minni skammtinn og
0,097 fyrir pann heerrri.
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ECP tilraun
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Dagar fra sprautun (dfs)
Mynd 11.

Salur syna medaltal OD gilda i mELSIA fyrir syni r fiski sem fékk 0,1 mg ECP (dokkar
sulur) eda 1,0 mg (Ijésar sulur). Regression linur eru syndar,-0,053 fyrir minni skammtinn og
-0,3035 fyrir pann heerrri.

Tafla 6.
Fjoldi jakvaedra, medaltdl og medalfravik fyrir OD gildi i pELISA og mELISA
2-42 dogum eftir ad 0,1 mg ECP var sprautad i kvidarhol tilraunsfiska.

0,1mg/fiskur pELISA mELISA

Dagar fra | Jakv/fj. medaltal  +/- | Jakv/fj.

sprautun alls SD alls medaltal +/- SD
2 dfs 8/8 0,350 +/- 0,09 | 8/8 0,266 +/- 0,097
7 dfs 6/8 0,237 +/- 0,08 | 7/8 0,310 +/- 0,162
14 dfs 7/8 0,279 +/- 0,081 | 6/8 0,174 +/- 0,071
28 dfs 5/8 0,230 +/- 0,102 | 3/8 0,120 +/- 0,044
42 dfs 6/8 0,200 +/- 0,048 | 2/8 0,096 +/- 0,033

Nyrnaveikifaraldur: drvinnsla ar gégnum

Nyrnaveikibakterian greindist i fyrsta skipti 4 Islandi arid 1968 i laxaseidum i
eldisstod vid Ellidaar og naesta tilfelli 1 annarri st6d arin 1977-78. Fra fyrstu greiningu
bakteriunnar hér 4 landi, og par til ni, mé greina prji megin-skeid i ségu nyrnaveikinnar.
Fyrsta timabilid spannar arin 1985-1992, en péd vard nyrnaveiki verulegt vandamal i kjolfar
mikillar aukningar 4 laxeldi. Naesta timabil spannar arin 1992-2003, en pa hafdi tekist ad na
valdi 4 vandanum. Ad lokum er svo timabilid frd 2003 til 2007/2008 er nyrnaveiki greindist &
ny i eldisstdd og sidan i allmorgum fleiri (fijoldi). [ vidauka er skyrsla sem send var sjodnum
med fyrstu framvinduskyrslu i febriar 2008.
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Kynningar & nidurstédum rannsoknarverkefnis

Skyrslur til AVS
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4. Umrada og alyktanir

Timaaatlun og fjarhagsaetlun stodust ad mestu hugmyndir sem settar voru fram i
upphaflegri umsokn, en tilraunavinna tok nokkrum breytingum eins og fram er komid og
sj00sstjorn var upplyst um i bréfi 4 rannséknatimanum.

4.1. Kjarnsyruhreinsun, visar og preifarar

DNA einangrun

Helstu nymali vid einangrun DNA voru af tvennum toga. Notkun FTA pappirs til
einangrunar gDNA gaf marktekt betri arangur, en fast med hefobundnu DNA-
hreinsunarkitti. Framleidendur segja ad haegt s¢ ad vardveita syni & FTA pappir vid stofuhita
arum saman an pess a0 hafa ahrif 4 gaedi gDNA. betta er til mikillar hagraedingar og var
sannreynt 4 Keldum fyrir syni sem hofou verid prju ar i geymslu. Oll syni, sem sett voru 4
FTA pappir i verkefninu, eru vardveitt svo hagt er ad endur taka malingar og profa fleiri syni
til stadfestingar ef purfa pykir.

[ hefdbundnum DNA-hreinsunarkittum er proteinasi-K notadur i synamedhdndlun
fyrir PCR. [ rannsokninni var stadfest ad ensimid achromopeptidasi var 6flugra en proteinasi-
K vid rof a R. salmoninarum. Petta atti vid um allar gerdir syna, p.e. ar hreinraktadri bakteriu,
nyrnasynum eda hrognavokva.

[ samreemi vid adferdalysingu fra Danmérku var einnig profad ad einangra kjarnsyru
ur synum sem btid var ad medhondla fyrir ELISA prof. bPau reyndust illa fallin til kjarnsyru-
einangrunar, en pad ma hugsanlega gripa til pessarar adferdar pegar onnur syni eru ekki
tilteek. I slikum tilfellum veeru jakvaed svor stydjandi vid greiningu med pELISA en neikvad
svor ekki afgerandi.

Honnun visa fyrir semi-nested PCR

[ snPCR, jafnt sem nPCR, eru 2 butar magnadir upp, en Gr mismunandi stodum & msa
geni bakteriunnar. I badum tilfellum er annar buturinn steerri (ytri) og sidan er minni butur
innan sama svedis. Petta gerir pad ad verkum, ad likur & 6sérteekri uppmognun (falskt jakveett
svar) eru hverfandi og miklu minni en gerist i einféldu PCR. Kosturinn vid snPCR umfram
nPCR, er ad tvo hvorf verda i einu glasi, med 3 visum (primers), svo ekki er porf & ad flytja
but sem buid er ad magna milli glasa med tilheyrandi mengunarhattu. Binding visanna vid
DNA butinn gerist vid mismunandi hitastig og pvi fer bindisaeknin eftir hitastigi hvarfsins a
hverjum timapunkti. [ nPCR eru 4 visar sem samsvara rodum i msa geninu, sem mynda tvo
visapOr, en pau eru notud i adskildum PCR hvorfum. Fyrra visaparid er keyrt i PCR
mognunarferli og lausnin sidan flutt i nytt glas med seinna visaparinu. Nidurstodur snPCR og
nPCR sjast med pvi ad rafdraga afurd hvarfanna i geli. Gelid inniheldur ethidium brémid sem
bindst DNA og ljéomar undir flarljosi. Hafi mdgnun ordid, sjast bond i gelinu og til
vidmidunar er sterdarstadall til ad meta sterd peirra. Mynd er tekin af gelinu til vardveislu
nidurstadna. bessi vinna er all timafrek og ethidium brémid er skilgreindur
krabbameinsvaldur. Hvoru teggja er minus fyrir pessar adferdir i samanburdi vid qPCR.
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RNA einangrun

R. salmoninarum, er afar polin gagnvart hefdbundnum adferdum vid bakteriurof. Eldri
verklysingar fyrir einangrun RNA ar R. salmoninarum byggja a4 mikilli notkun eiturefna s.s.
phenols (stundum tvitekid) og sodium dodecyl sulfats (SDS). Stefnt var ad pvi ad reyna ad
finna sem einfaldasta einangrunaradferd, par sem noktun eiturefna veri jafnframt i lagmarki.
betta er mikilvaegt atridi pegar um er ad raeda adferdir sem 4 ad beita & mikinn fjélda syna.
Profadur var fjoldi adferda og su sem ad lokum kom best ut er Trizol-adferd ad vidbaettri
medhondlun med achromopeptidasa. Reyndist pessi verkpattur afar timafrekur. Syna parf
mikla gat vid einangrun RNA, ba0di vegna hreinsiefna og sérstaklega parf ad gaeta pess ad
syni mengist ekki af RNAsa, sem er alls stadar i umhverfinu, og brytur nidur RNA 1 syninu.

Honnun RT-gPCR adferda

Hugtakanotkun vardandi PCR getur verid med ymsu moti og hefur pad skapad
nokkurn vanda. Vio kusum ad nota RT-qPCR (reverse transcriptase quantitative polymerase
chain reaction) yfir paA PCR adferd par sem RNA er einangrad og umritad yfir i cDNA med
ensiminu reverse transcriptase. cDNA er svo sett i rauntima eda ,,quantitative” PCR, p.e.
mognunin er metin Ut fra pvi hversu mikid cDNA er til stadar, sem aftur endurspeglar magn
RNA sem einangradist upphaflega Gr syninu. Visar og preifarar (probes) voru hannadir fyrir
RT-gPCR proéfin. beir greina annars vegar svadi innan 16S rRNA gens bakteriunnar og hins
vegar innan msa gens nyrnaveikibakteriunnar. Par sem msa visar og preifari reyndust siori til
greininga en adur birt adferd (Chase et al., 20806), var peim ekki beitt frekar. Genid fyrir msa
er einstakt fyrir nyrnaveikibakteriuna og 4 sér ekki samsvorun i 60rum radgreindum
bakteriutegundum (Wiens et al., 2008. I tilviki 16S rRNA gensins er erfidara ad finna druggt
svae0i, vegna mikillar samsvOrunar gensins vid gen annarra bakteriutegunda. Per bakteriur
sem eru skyldastar Renibacterium salmoninarum eru bakteriur Gr Arthrobacter attkvislinni.
Forritio “BioEdit sequence alignment editor” var notad til ad finna vaenlegt svedi 4 geninu.
Genaradir Gr nokkrum skyldustu Arthrobacter tegundunum (skv. BLAST a heilum
ofangreindum genar6dum) voru hafdar til samanburdar vid genaradir nyrnaveikibakteriunnar.
Samanburdur var gerdur 4 radgreiningunum og skimad eftir hentugum svedum fyrir honnun
visa. Pad svaedi 4 genunum sem hafdi minnstu samsvorun 4 milli radgreininga R.
salmoninarum og Arthrobacter tegunda var lokum valid, svadi sem er einstakt fyrir
nyrnaveikibakteriu og hentar pvi til honnunar visa og preifara.

Almennt er reiknad med ad RT-qPCR préf séu naemari en 6nnur PCR prof gagnvart
bakterium, en pad reyndist ekki vera svo i pessari rannsokn. Hér parf ad hafa i huga ad R.
salmoninarum er haegvaxta innanfrumusykill og fyrir per sakir mjog erfid vidfangs 4 allan
hatt, lika i greingarprofum. Gagnvart bakterium med liffreedi R. salmoninarum getur verid
mikilveegt ad hafa prof sem byggir & einangrun RNA, pvi tilvist pess er orekt merki um ad
virk bakteriusyking sé til stadar. Hins vegar eru slik prof mun vandmedfarnari og miklu dyrari
en pau prof sem greina DNA og 4 pad vid um 0ll stig framkvemdar, synatoku, geymslu,
medhondlun syna og sjalfa PCR greininguna. Eins og adur sagdi var n@mi peirra minna en
snPCR og nPCR, sem kom nokkud & dvart, en synir ad ekki er haegt ad ganga ad nokkru sem
gefnu pegar R. salmoninarum er annars vegar.
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4.2 Hopar fiska sem profadir voru

Hépur 1. Eldisfiskur
a) klaklax

Pessi hopur var sérstaklega mikilvaegt rannsOknarefni, par sem virk syking var i
hopnum og edlilegt ad reikna med ad hin veaeri & misjofnu stigi i einstaklingunum, sem lika
koma & daginn. Pegar synin voru tekin, voru storsajar sjukdomsbreytingar p6 einungis
komnar fram i faum einstaklingum en einungis einn peirra var i urtaki fyrir verkefnio. Alls
voru 65% synanna jakvaed i pELISA sem greinir métefnavaka med fjolstofna motefnum, en
einungis 17,5% voru jakved pegar notad var mELISA kitt fra GrupoBios i Chile par sem
einstofna moétefni eru notud til greiningar. Athyglisvert er, ad einungis einn hrognavokvi var
jékvaeodur i pELISA og vidkomandi hrygna var greinilega med sykingu & hau stigi, par sem
allar adferdir, i 6llum lifferum gafu jdkvaeda nidurstoou. pELISA 4 hrognavokva er talsvert
notud i N-Ameriku til greiningar & R. salmoninarum sykingu (Elliott et al., 1995), en
samkvaemt framangreindu veri slik nalgun gagnslitil vid islenskar adstaedur. Petta bendir
annad hvort til pess ad bakterian, eda motefnavakar hennar, berist fremur i hrognavokva
Kyrrahafslaxa en Atlantshafslax eda hugsanlega pess ad par sé verid a0 mela sykingu &4 enn
haerra stigi.

Semi-nested og nested PCR greindu nokkru ferri syni en pELISA, en munurinn var
ekki marktekur 1 kjikvadrat profi. snPCR og nPCR adferdunum bar mjég vel saman, p.e. pad
voru somu synin sem gafu jakvad svor, nema hvad eitt syni, sem var jakvatt i n-PCR, var
neikvett i sn-PCR. Hrognavokvasyni voru préfud med pessum PCR adferoum, med pad i
huga ad hugsanlega matti nota hann til synatdku i stad nyrnasyna. Par sem jakved syni voru
marktaekt feerri en jdkveed nyrnasyni, er ekki haegt ad mela med ad svo verdi gert. Til pess
pyrfti ad gera umfangsmiklar samanburdartilraunir 4 afkomendum klakfiska med mismunandi
utkomur 1 slikum préfum.

b) bleikja i eldi

Syni voru tekin Ur bleikju sem geymd var i somu eldisstod og klaklaxinn. Grunur 1€k &
ad smit vari ad finna i pessum hopi. Eitt nyrnasyni af 30 reyndist orlitid hakkad i pELISA.
Ekkert pessara syna var jakvett i PCR, hvorki nested né semi-nested. Hrognavokvasyni ur 30
bleikjum voru neikvaed i ELISA, sn-PCR og n-PCR. bvi er 1jost, ad hafi smit veri0 til stadar i
bleikjuhopnum, kom pad ekki fram i pessu trtaki med framangreindum adferdum.

Hépur 2. Villtur fiskur

Eins og gerd var grein fyrir 1 skyrslu til sjodsins 2008, var gripid til tvenns konar
adgerda pegar ljost var ordid ad ekki yrdi unnt ad gera sykingartilraun 4 verkefnistimanum
eins og til var stofnad. Onnur radstdfunin var ad afla syna ar vatnakerfi par sem vitad var ad
bakterian var til stadar. 1 ljos komu ymis dhugaverd atridi og jafnframt skyrar dbendingar um
a0 pessi efniviour veeri mjog Olikur eldishopnum. Pannig var munur 4 hlutfall jadkvaeora i
pELISA og PCR mun meiri en i eldisklakfiskinum. Enn fremur voru f4 syni med ha
gleypnigildi i pELISA og medaltalsgleypnigildid i synahdopunum var legra en i eldishopnum.
Engin sjukdomseinkenni fundust i fiskunum og raunar greinast storse sjukdomseinkenni
sjaldan 1 villtum fiski (Jonsdottir et al., 1998; Meyers et al., 1999).
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a) gonguseidi og klaklax ur Ellidaam

[ synum sem tekin voru r fiski i Ellidadam syndu pELISA malingar ad sjogonguseidi
fara smitud Ur anni, en meligildin voru mjog lag i 6llum synum nema tveimur. Pegar
laxaseidi fara i sjogongubuning eda “smolta”, pa er mikill dlgastimi i lifsferli peirra, sem
minnkar motstoduafl gegn sykingum og R. salmoninarum smitmdgnun getur aukist (Mesa et
al., 1999).

[ sjonum neer fiskurinn ad margfalda pyngd sina og eftir arsdvél i sjo, greinast flestir
gongulaxarnir neikvaedir i pELISA. Annad hvort hefur fiskinum pvi tekist ad utryma
bakteriunni ar likama sinum eda ad bakterian hafi farid i dvala i fiskunum eins og pekkt er i
lifsferli skyldra bakteria s.s. Mycobacterium tuberculosis (Nuermberger et al 2004) og
Mycobacterum marinum (Stamm et Brown., 2004). Eftir pvi sem dvdl gongulaxanna i anni
lengdist, pvi fleiri greindust jakveedir i pELISA auk pess sem gleypnigildin i profinu
hakkudu. Annad hvort var fiskurinn pvi ad endursmitast med laréttu smiti i arvatninu og/eda
ad bakteria 1 dvala nadi sér a strik vegna aukins alags i umhverfinu og 6n@misbalingar sem
fylgir kynproskanum. Kronisk syking sem veldur ekki dauda, eykur likur & smiti milli
kynsloda med hrognum, en st leid er mikilveeg i lifsferli R. salmoninarum (Dale, 1994).
Onnur likleg skyring 4 vaxandi hlutfalli jakveedra fiska i 4nni, pegar sem lidur 4 sumarid, kann
ad vera afleiding af vaxandi péttni bakterinnar i arvatninu. [ eldri rannsékn voru laxar,
upprunnir ar Ellidadm, neikvaedir fyrir moétefnavokum R. salmoninarum, geymdir i
sleppitjorn, med arvatni. Eftir manadardvol i sleppitjorninni voru 76% fiskanna ordnir
jékvedir 1 pELISA (Kristmundsson, personal communication). Ad lokum mé benda & ad
smitmagn skv. pELISA i desember hopnum, var miklu leegra en i synunum Ur eldislaxinum i
hopi 1a, og ekkert pessara syni var jakvaett i snPCR eda nPCR.

b) bleikja og urridi ur Ellidavatni 2008

Bleikja og urridi, sem veidd voru i Ellidavatni sidsumars 2008, voru med 89% og 98%
hlutfall jakvaedra i pELISA. Pessar tolur eru mun haerri en fram komu i rannsokn 1993 pegar
smittidnin i bleikju var 16% og urrida 27% (Jonsdottir et al., 1998). Magn motefnavaka
bakteriunnar malt med pELISA var lika herra en 1993. Breyting af pessu tagi er ekki bundin
vid Ellidavatn og tengdar ar, heldur er svipada sogu ad segja vidsvegar um landid sja vidauka
og Kristmundsson et al,. (2009). A drunum 1988 til 2006 voru gerdar langtima rannsoknir 4
umhverfispattum { Ellidavatni. { 1jos kom m.a., ad 4 pessum 18 arum hakkadi medalhitastigid
i anni marktekt (Malmquist et al., 2009). Hitastigsbreyting geeti 4 patt i aukinni smittioni R.
salmoninarum i fiskastofnum i am og votnum landsins sidustu ar. Hitabreytingin er ad auki
talin orsakavaldur PKD sykingar sem fannst i fyrsta sinn hérlendis i Ellidavatni haustid 2008
(Kristmundsson et al., 2010).

Munurinn 4 smittioninni milli bleikjunnar og urridans var ekki marktekur. Erfitt er ad
bera smittioni pessara tegunda i Ellidavatni vid smittidni laxsins 1 Ellidadnum, vegna olikra
umhverfisadsteeona og lifsferils. Bleikjan og urridinn i Ellidavatni fara aldrei i
sjogéngubuining og eru i ferskvatni allan lifsferilinn.

[ ljosi pess hve hlutfall jakvaedra syna i pELISA profi var hatt i synahopnum, er
athyglisvert hversu fa syni voru jakvaed i PCR og pa einvordungu i nPCR, sja mynd 7. betta
er gjorolikt pvi sem fannst i eldisklaklaxinum. Mikilvaegt er ad atta sig a pvi i hverju
munurinn liggur, en til pess parf aframhaldandi rannséknir.
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c¢) Bleikja og urridi ur Ellidavatni 2009

Syni ut pessum hopi voru profud i qPCR proéfi, auk peirra profa sem notud voru arid
adur. Eins og pa, greindi pELISA marktaekt flest jadkved syni, sidan kom qPCR og loks
nPCR. Samanburdur gleypnigilda i pELISA préfinu og Ct gilda i qPCR profinu, sem magnar
upp msa genid, syndi ekkert samremi. Su stadreynd, ad pELISA adferdin greinir fleiri
motefnavaka R. salmoninarum en MSA, getur valdid pessu d6samraemi. Samremi milli
gleypnigildis mELISA og pELISA og Ct gildis qPCR profs hefur komid fram i
sykingartilraun (Jansson et al., 2008). Ger0 var tilraun til reektunar 4 SKDM agar, en bakterian
raektadist ekki, svo edlilegt er ad velta pvi fyrir sér hvort raektanlega bakteriur hafi verid i
nyrnasynunum. Einnig er hugsanlegt ad fj6ldi bakteria hafi verid fyrir nedan greiningarmork
reektunaradferdarinnar eda pa ad bakterian fjolgi sér i einkum i einhverju 60ru lifferi.
Nidurstodur pELISA og raektunar hafa marg oft verid bornar saman og pELISA hefur oftast
reynst nemari (Pascho et al., 1987; Gudmundsdottir et al., 1993; Olea et al., 1993). Rektun
var nemari 1 einni rannsokn, en par var notud mELISA til samanburdar (Griffiths et al.,
1996). Marktekur munur var & fjolda jakvaeora einstaklinga skv. pELISA nidurstodum i
urridadanum i Ellidavatni 2008 (98%) og 2009 (74%), en ekki er haegt ad fullyrda ad hoparnir
hafi verid sambeerilegir ad 6llu leiti.

d) syni ur Vatnaverkefni

Syni tekin vegna ,,Vatnaverkefnisins® (Jonsdottir et al., 1998) voru vardveitt i
frystigeymslu fisksjukdémadeildar. Par sem pau syni voru einvordungu profud med pELISA &
sinum tima, var badi dhugavert a0 athuga hvort synin vaeru nothef i PCR prof og fa
nidurstodur Ur sliku profi. Notud voru syni Gr nyrnabitum ur urrida, sem veiddur var i
Myvatni og Lagarfljoti i Vatnaverkefninu. [ 1jos kom, ad unnt er ad magna gDNA
bakteriunnar ur nyrnabitum sem hafa verid allt ad 15 drum vid -20°C.

4.3 Utanfrumuafurdir R. salmoninarum og afdrif peirra i laxaseidum

Sterkustu bondin 1 silfurlitun og métefnalitun voru 59 kDa 0g58 kDa. Motefnin sem
notud voru eru einstofna motefni gegn MSA, svo bondin syna an efa rétta proteinid. Motefnid
greindi einnig 50 kDa band sem er vantanlega MSA sem hefur brotnad nidur. bar sem engin
smerri bond litudust, er greinilegt ad proteinid var ad mestu i heilu lagi og vatnsrof & pvi &
lagu stigi (Wiens & Kaattari, 1991).

Fiskur sem fékk utanfrumuafurdir i kvidarhol svaradi jakveatt bedi i pELISA og
mELISA. Syni voru préfud 6pynnt i mELISA, en pynnt 33 sinnum fyrir pELISA, til ad fa OD
gildi 4 svipudum skala. Skyringin 4 pessu er vaentanlega su ad pELISA greinir fjélda
sameinda auk MSA og enn fremur marga 6na@misvaka 4 hverri stérsameind.

pELISA medaltalsgildin breyttust litid 4 peim 6 vikum sem tilraunin st6d. P6 voru 2-3
fiskar af atta neikvaedir vid hverja synatoku fyrir fiskinn sem fékk 0,1 mg ECP. mELISA gildi
i pessum fiski maldu mesta breytingu. OD-medaltolin leekkudu og hlutfall neikvadra syna
jokst vid hverja synatoku. { lokin voru einungis 2 af 8 fiskum jakveedir. Framangreindar
nidurstodur syna ad utanfrumuafurdir geta greinst i nyra i talsvert langan tima eftir ad peer
byrja ad safnast par upp. Skammtastaerdir i pessari tilraun voru langt yfir peim morkum sem
buast ma vid 1 natturulegri sykingu, enda var pessi tilraun hugsud sem fyrsta skref, etlad til ad
fa abendingar um uppsetningu itarlegri tilrauna.
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[ tilraun til bodunar i utanfrumuafurdum greindust engin jakvaed syni med ELISA. Pad
svarar ekki spurningunni um pad hvort fiskurinn geti tekid upp utanfrumuafurdir eda einstakar
sameindir peirra Gr umhverfinu, heldur synir bara ad bédun i tveer og halfa klst. dugar ekki til
pess. Hins vegar méa benda 4, ad émedhondladir samanburdarfiskar, sem voru i keri med
sprautada fisknum allan tilraunatimann, voru allir med neikvedar malingar i bAdum ELISA
profunum 1 lok tilraunar, sem synir ad fiskurinn tok ekki upp moétefnavaka Gr umhverfinu,
a.m.k. ekki i meelanlegu magni.

f 1j6si ofanskradra atrida er einsynt ad pELISA verdur afram adal skimunarprofid i
pjonusturannsoknum, en nested- og semi-nested PCR profin eru nu tiltek sem mikilveg
stadfestingarprof og rannsoknateki. A0 auki eru qPCR og RT-qPCR proéfin sem koma ad
notum vid sérstakar adstedur og rannsoknira edli sykingarinnar. P4 er komid 1 1j6s ad hvorki
hrognavokvi né talknasyni geta komid i stad nyrnasyna vid skimun og greiningar. Mikid
hagradi er ad notkun FTA pappirs til vardveislu syna fyrir bedi PCR profin. Unnt ad setja
syni & pappir um leid og syni er undiobtid fyrir ELISA prof og gripa til pess ef porf krefur,
t.d. stadfesting & nysmiti i eldisst60.

Mikilveegar nidurstodur
PCR prof sem proad var i verkefninu, snPCR, var sambearilegt ad nemi, en 6ruggara
og 6dyrara en nPCR prof sem OIE melir med.

- Notkun FTA pappirs vid einangrun kjarnsyra er einfaldari og ddyrari leid en hreinsun
med DNA-Kkitti. P4 er langtima geymsla slikra syna audveld.

- Medhondlun syna med achromopeptidasa betir arangur pegar DNA-kitt er notad til ad
einangra DNA (gerdum i raun engan samanburd).

- Nidurstoour snPCR og nPCR greininga 4 nyrnasynum Ur mikid syktum laxahopi gafu
svo til sama naemi og 94,4% samsvorun. bau greindu ferri, en ekki marktekt faerri
jakvaed syni 1 hopi med virka sykingu, en pELISA.

- gPCR og RT-qPCR voru sidri greiningarteki og gafu ekki jakvadar nidurstodur 1 hopi
med virka sykingu fyrr en pELISA gildi var ordid hatt (ODa4g, > 0.750).

- pELISA greindi flest jadkveaed syni i 6llum hépum.

- mELISA er 6nothef vid islenskar adstadur.

- Hrognavokvi og talknasyni eru ekki heppileg syni, hvorki fyrir sjakdomsgreiningu né
skimun.

- Nidurstodur ar villtum fiski syna ad birtingarmynd smitsins er mjog olik pvi sem
gerist 1 eldishopi med virka sykingu.

Smit i urrida og bleikju, sem ekki ganga til sjavar, gati verid mikilvaeg uppspretta
smits 1 sjogonguseidum laxins.

Neemi eda pol?

Notkun ordanna naemi (susceptibility) eda pols (resistance) vekja ymsar spurningar
pegar sykill eins og R. salmoninarum a i hlut. Hugsanlegt er ad pol tiltekinnar tegundar byggi
a 0flugu 6naemissvari sem haldi sykingunni i skefjum (Dale, 1994). Einnig getur verid um ad
reda adlogun ad syklinum sem byggist aftur a litilli dnaemissvorun. Polni gagnvart R.
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salmoninarum gaeti hafa proast i ferskvatnsfiski, par sem nabyli vid syktan fisk er stodugt og
likur &4 smiti umtalsverdar (Meyers et al., 1999). Nidurstodur vidtekrar rannsoknar a
vatnafiski benda til pess ad bakterian valdi oftar en ekki vaegu smiti 1 villtri bleikju og urrida
(Jonsdottir et al., 1998). Liklegt er, ad sjukdomseinkenni sem einkenna svasnar sykingar,
endurspegli einkum viobrogd onemiskerfisins vid sykingunni (Young & Chapman, 1978).
bvi er mogulegt ad Onamiskerfi onemari fisktegunda syni litla dnemissvorun, bakterian
haldist vio 1 hyslinum og fjolgi sér hegt. Ef petta er rétt tilgata, er hugtakid nemur ekki
heppilegt vid pessar adstaedur.

Nokkur ord um faraldsfreedi

bekking 4 faraldsfraedi R. salmoninarum 4 Islandi hefur aukist talsvert undanfarin 4r.
bad hefur itrekad synt sig, ad pad er naudsynlegt ad fylgjast vel med, vanda skraningu, og
framkvemd, jafnt sjtkdomsgreininga sem eftirlits- og rannsoknaverkefna. Sidasti faraldur i
eldisfiski reyndist atvinnugreininni afar dyr og skerpti 4 naudsyn oOruggra sottvarna og
pekkingar & mismunandi edli sjukdomsvalda i eldi laxfiska. Hvad vardar fiskirekt, pa virdist
reynsla undanfarinna 4ra benda til pess ad yfir standi breytingar i vistkerfi vatna og da, sem
undirstrikar enn frekar naudsyn eftirlits. Mikilvagi pess ad adskilja fisk i eldi og fisk sem
geymdur er til reektunar var einnig raekilega undirstrikad, pvi liklegt er ad uppruni faraldursins
er hofst 2003 hafi einmitt verid 1 smiti sem barst ar villtum klakfiski, 1 eldisseidi. Einnig hefur
komid 1 [jos ad vio geymslu & villtum klakfiski verdur oft mikil smitmdgnun, en unnt er ad
draga r henni i mérgum tilfellum eins og pegar hefur verid synt fram & (Kristmundsson et al.,
2009).

pakkarord: Dr. Sunnu Sigurdardottur, sérfreedingi 4 Lifeinda- og sameindaliffraedistofu Hi,
er pokkud mikilveg samvinna og frabaer radgjof vid proun adferda. Starfsmonnum i
Kirkjuvogi og 4 Veidimalastofnun, auk Gisla Jonssonar dyralekni fisksjuikdoma, er pokkud
mikilsverd adstod vid synatoku, starfsmonnum & Keldum er pokkud teeknileg adstod og
gagnlegar umradur og forsvarsmenn 4 Keldum fa pokk fyrir adstoduna.
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Faraldsfraedi nyrnaveiki & Islandi
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Nyrnaveiki 1 laxfiskum: greining sykingar og framvinda sjukdoms
Verknumer: AVS R076-07
Styrktaradili auk AVS: Tilraunast6d Haskola fslands i meinafradi, Keldum vid

Vesturlandsveg, 112-Reykjavik.

Eldisfiskur

Almennt

Nyrnaveiki af voldum bakteriunnar Renibacterium salmoninarum greinist i laxfiskum
vida um heim. Bakterian hefur nokkra sérstodu medal sykla er sykja laxfiska pvi hun getur
borist inni 1 hrognum fra syktri hrygnu til afkvaemis. Smittidni i villifiskum er jafnan lag og
eru faraldrar af voldum bakteriunnar sjaldgaefir i nattrunni. Ekki er vitad um
nyrnaveikifaraldra 1 villifiskum hér & landi. Berist bakterian hins vegar i fiskeldisstdd synir
reynslan ad sykin magnast par og verdur pa tidum litt vidradanleg.

Bakterian greindist i fyrsta skipti 4 fslandi arid 1968 i laxaseidum i eldisst6d vid
Ellidaar. Neaesta tilfelli vard svo 1 annarri stod arin 1977-78. Fra fyrstu greiningu bakteriunnar
hér 4 landi, og par til n, ma greina prju megin-skeid i sogu nyrnaveikinnar. Fyrsta timabilio
spannar arin 1985-1992, en pé vard nyrnaveiki verulegt vandamal i kjolfar mikillar aukningar
a laxeldi. Neasta timabil spannar arin 1992-2003, en pa hafoi tekist ad né valdi & vandanum.
A0 lokum er svo timabilid fra 2003 er nyrnaveiki greindist 4 ny 1 eldisst6d og sidan i
allmorgum fleiri.
Strax haustid 1985, 1 kjolfar 1985-hrinunnar, hof Rannsoknadeild fisksjukdoma &4 Keldum
kerfisbundna skimun fyrir nyrnaveikibakteriunni i klakfiskum til pess ad hindra smitdreifingu
med hrognum fré syktu foreldri og hefur skimunin stadid 6slitin sidan.. Allar hrygnur til
undaneldis ur hafbeitarstodvum eru skimadar svo og trtak klakfiska af eldisuppruna. A
timabilinu hafa vissar breytingar ordid 4 greiningaradferdum. I fyrstu var bakterian einangrud
ur vefjum fiska 4 valeti, en fra 1991 hefur métefna- (ELISA-) profi verid beitt.
1985-1992

Fjorar eldisstodvar tengdust 1985-faraldrinum, par af voru tvaer svokalladar

hafbeitarstodvar. { hafbeitarstddvunum vard nyrnaveiki-faraldurinn sérstakur fyrir pa sok ad
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klakfiskar voru valdir ur hopi fiska sem komu af hafi hvert sumar. Vio geymslu peirra fra
sumri til hrognatoku ad hausti magnadist nyrnaveikismit verulega og nddi smittidni allt ad
40% 1 stoku fiskahdpum. Nyrnaveikin vard par verulegt vandamal. Kerfisbundin skimun
klakfiska og férgun hrogna undan syktum fiskum skiladi hins vegar géoum arangri, pvi
smittioni sem 1 sumum klakfiskahopunum vard allt ad 40% arid 1986 nddist nidur i 0% arid
1992.
1992-2003

Vegna markvissrar skimunar klakfiska og annarra hefdbundinna smitvarnaradgerda
tokst arid 1992 ad na tokum a nyrnaveiki i islensku laxfiskaeldi og var tidindalitid & peim

vigstodvum til arsins 2003.

2003-2008

Fra arinu 2003 par til n hefur ordid mikil aukning nyrnaveikitilfella i eldisstodvum a
fslandi (Mynd 1.). Smit hefur greinst i laxi, bleikju og regnbogasilungi, badi i keraeldi og i
sjokvium i alls 18 eldstodvum, eda i um pad bil helmingi stddva med laxfiska i eldi. Ad auki
ma leida ad pvi likur ad nyrnaveikifaraldur sem greindist i kviaeldi 4 laxi i Fereyjum arid
2007 megi rekja til innflutnings smitadra seida fra fslandi.

[ tilteknum faraldri ma rekja nyrnaveikismit i 10 stédvum til sumu uppsprettu. bPar var

seidum ur einni st6d dreift til annarra stodva og padan til enn fleiri stddva (Mynd 2). Pessi

faraldur hafoi viotaekar

=
o

afleidingar, og sidast arid 2007

/

eda meira en 3 arum sidar

greindist syking 1 enn einni st6d

sem ad likum matti rekja til somu

Fjoldi syktra stodvar

uppsprettu. Annar faraldur, ad pvi

/

/

1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

er virdist otengdur peim fyrri,

o [ N w S [$2] [<2) ~ © ©
I I I I I

hofst 4rid 2005 og tengdust pa sex

stodvar; sa faraldur olli einnig

verulegu tjoni (Mynd 3). Onnur en  Mynd 1. Fjéldi eldisstddva sem nyrnaveiki greindist i
umfangsminni tilfelli hafa einnig ~ arin 1999-2007.

komid upp og dvissa um uppruna smitsins.
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Mynd 2. Faraldsfredi nyrnaveikifaraldurs sem hofst arid 2003. Myndin synir

eldisstodvar sem komu vid sdgu, hvener og hvert seidahopar voru fluttir og hveneer

storsae sjukdomseinkenni komu fram.

Uppspretta smits og framvinda sykinga er nokkud mismunandi eftir eldisstodvum svo
og faréldrum. T sumum tilfellum hefur tekist ad rekja smitleidir. Sjikdémseinkenni hafa
stundum komid fljotlega i 1jos en demi eru pess ad allt ad 2-3 ar lidi fra pvi ad smit greinist
fyrst par til sjikdémseinkenni koma fram. [ enn 6drum tilfellum hafa sjukdémseinkenni aldrei

komid fram pratt fyrir ad viokomandi fiskahjord hafi verid alin i 2-3 &r og smit greinst

reglulega 4 timabilinu. med moétefnaprofi.
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Mynd 3. Faraldsfradi nyrnaveikifaraldurs sem hofst arid 2005. Myndin synir
eldisstoovar sem komu vid sdgu, hvener og hvert seidahopar voru fluttir og hvenzer

storse sjukdomseinkenni komu fram.

Ljost er a0 nyrnaveiki hefur, ekki sist fra arinu 2003, hoggid stor skord i fiskeldi &
fslandi. Fargad hefur verid milljonum eldisseida og nemur tj6nid hundrudum milljéna kréna.
Ekki sér fyrir endann & vandamalum tengum pessum sjukdomi, pvi 4 sidasta ari greindist enn

smit i niu eldisstodvum (Mynd 1).

Villtur klakfiskur til fiskireektar

Um margra ara skeid hefur klakfiski ur fjolmoérgum laxveiddm verid safnad til
undaneldis. Frjévgud hrogn peirra eru klakin og alin i eldisst6d og padan sleppt, sumardldum
eda sem gonguseidum i upprunad. betta er gert i peim tilgangi ad styrkja laxastofna &nna.
Logum samkvemt skal skima villta klakfiska fyrir nyrnaveiki. Greinist smit er hrognum
undan viokomandi fiski fargad. P6 a0 ekki sé vitad um nyrnaveikifaraldra i nattGrulegum
stofnum pa er varhugavert ad sleppa nyrnaveikismitudum fiskum i vatnakerfi. Slikt radslag
yki ad likindum smittidni i &num sem torveldadi sidan val & smitfrium undaneldisfiski. Hér er
pvi um ad reda augljost hagsmunamal margra veidifélaga og stangveidimanna.

Eins og adur sagdi hefur smittioni nyrnaveikibakteriunnar jafnan verio lag i klaklaxi af
villiuppruna. Sidustu ar hefur tidni nyrnaveikismits hins vegar aukist til muna (Mynd 4). Arid
1999 greindist ekkert smit { villtum klaklaxi. Arin 2000-2005 var smittidnin um eda innan vid

1%, utan arsins 2003 er smit greindist i um 3% fiska. Haustid 2006 jokst smittionin upp i um
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12% (20% syna') og nd i haust (2007) i u.p.b 17% (29% syna'). Fjoldi 4a sem klaklaxi hefur
verid safnad ur & undanfornum arum er a bilinu 40 — 60. bar til haustid 2006, greindist
einungis smit i fiskum einstoku 4a, en arid 2006 greindist smit { um 51% 4a (26 af 51 am) og
haustid 2007 1 um 70% (39 af 56 am). Af pessum sokum hefur purft ad farga gifurlegum
fjolda hrogna sidastlionar tvaer klaktioir.
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Mynd 4. Smittioni i villtum klakfiskum (t.v.) og hlutfall 4a sem smit greindist i arin 1999-
2007

Orsakir pessarar miklu aukningar smittioni 1 villtum klakfiski mé i nokkrum tilfellum
rekja til sleppinga syktra seida; i allmorgum tilfellum eru orsakir enn 6ljésar. Ef til vill koma

par til ad einhverju leyti nattrulegar sveiflur i vistkerfinu.

Umrada
Eftir ad nyrnaveiki hafdi valdid verulegu tjoni i fiskeldi 4 Islandi 4rin 1985-1992 leid
riflega aratugur par sem smit greindist einungis i stoku tilfellum, pa einkum i villtum
klakfiski. Arid 2003 vard nyrnaveiki verulegt vandamal 4 ny og sér ekki fyrir endann & pvi.
Allt fra pvi skimun a villtum klakfiski hofst hér &4 landi hefur smittionin avallt verid

lag (0,5 — 3%). Haustid 2005 jokst smittidnin verulega og greindist i um 12% fiska.
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Sidastlioid haust, jokst tidnin enn frekar og greindist pa i u.p.b. 17% fiska, Gr 39 af 56 &m sem
klakfiski var safnad ur.

Astaedur ofanskrads eru vafalaust margar, en ljost er ad hér hefur verid og er enn,
mikill vandi 4 ferd og ljost ad nyrnaveiki er ennpa verulegt vandamal i eldi laxfiska 4 Islandi.
Frekari rannsoknir 4 smiti, smitleidum og préun sjukdoms, asamt endurskodun verklagsreglna

t.d. hvad vardar eldisferla, eftirlit og flutning, eru pvi bryn verkefni.

'f flestum tilfellum eru syni Gr 2 fiskum skimud i senn, par af leidandi verdur alltaf dkvedin 6vissa hve margir
fiskar eru smitadir, p.e. badir fiskar i syni eda bara annar.
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