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Prosjektet består av følgende arbeidspakker:

Arbeidspakke I (2015 – 2016, Avsluttet): 
Fenotypisk karakterisering av amøbekloner og etablering av nedfrysningsmetode.

Arbeidspakke II (2015 – 2017, Avsluttet):

Smitteforsøk og cellekulturstudier for å kartlegge vertstropisme og virulens hos utvalgte 
kloner.

Arbeidspakke III (2015, Avsluttet):
Fullgenomsekvensering av kloner av P. perurans.

Arbeidspakke IV (2016 - 2017): 
Genotyping av kloner.

Arbeidspakke V (2017-2018): 
Kartlegging av geografisk og historisk utbredelse, identifisering av virulensmarkører, og 
variasjon hos isolater fra oppdrett og villfisk.

Arbeidspakke VI (2017): 
Utvikling av real time (sanntids) polymerasekjedereaksjon (RT PCR) for rask og sikker 
identifisering av arter (Paramoeba spp) og virulente kloner av P. perurans.



Arbeidspakke II: Tema virulens
• Et smitteforsøk gjennomført høst 2014-vår 2015

• To smitteforsøk gjennomført høst 2015

• To smitteforsøk gjennomført høst 2016

– Testing av kloner av P. perurans

– Temperatur effekter

– Dyrkingsbetingelser (passasjer, medium (bakterier), hyppig splitting etc.)

– Vertspopulasjoner (betydning av variasjon hos vert)

– Spredningsevne (shedder til ko-habitant)

• Analyse resultater:

– Atferdsendringer (apati, nedsatt mobilitet)

– Dødelighet (forsøkene er i utgangspunktet laget for å unngå dødelighet)

– Kondisjonsfaktor

– Klinikk (gross patologi)

– Gjellescore (0  til 5)

– Histopatologi (gjelleforandringer)

– Real time RT PCR (vev og vannprøver)



Gill score system for estimation of the severity of AGD



Gjellescore
8 gjellebuer fra 10 fisk i hvert uttak

Sheddere uttak 3 GJELLESCORE
Venstre side av fisken Høyre side av fisken

Dato Dag Fisk/kode vekt Lengde 1 2 3 4 1 2 3 4
29.09.2016 vs hs vs hs vs hs vs hs hs vs hs vs hs vs hs vs

H20/16Pp
29.09.2016 22dpi K8-1 99,3 21 4 4 5 3 4 5 4 4 4 5 4 5 3 5 3 4
29.09.2016 22dpi K8-2 80,1 18,5 4 3 3 4 4 2 3 2 4 4 4 5 4 5 4 5
29.09.2016 22dpi K8-3 76,6 18,5 4 4 5 5 5 4 5 5 5 5 5 5 5 5 4 5
29.09.2016 22dpi K8-4 93,2 21 5 5 5 5 5 5 5 5 4 5 5 5 3 5 3 4
29.09.2016 22dpi K8-5 98,1 21 4 5 5 4 4 4 4 4 4 3 3 4 4 4 4 4
29.09.2016 22dpi K8-6 77,5 19,5 4 3 3 3 3 3 3 4 4 4 3 2 4 4 3 3
29.09.2016 22dpi K8-7 91,7 20 4 4 4 4 4 4 3 3 4 4 4 4 4 4 3 3
29.09.2016 22dpi K8-8 87,8 21 4 4 4 3 4 4 4 4 4 3 4 3 4 4 3 3
29.09.2016 22dpi K8-9 90 20 3 4 4 5 4 4 3 4 4 4 4 4 4 4 3 4
29.09.2016 22dpi K8-10 88,3 20,1 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 3 4
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Figuren viser gj.sn. 
gjellescore for venstre 
og høyre side av alle 

gjellebuene (8) på 
begge sider.
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20 dager etter badsmitte ved 12 °C
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Temperatur effekt: 12 °C vs 16 °C
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Dyrkings-
betingelser

Splitting før 
smitte

Vedlikeholds-
dyrking før smitte

Hyppig splitting 
over lengre tid før 

smitte
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Betydning av bakterieflora i dyrkingsmedium

Mean GS = 0,7

Mean GS = 0,9

Mean GS = 0,0

Mean GS = 0,1



Uttak for real time RT PCR 
analyser:

2 gjellebue i «knekken»

Hvor representativt er dette 
uttaket for alle gjellebuene?



R18/15Pp 12 °C

H20/16Pp 12 °C

Ct verdi vs Gjellescore

Load vs GS

Maximum load = 45
Minimum load = 0

Venstre  Y-akse = load
Høyre Y-akse = GS



Patologi



Viktige virulensfaktorer hos Acanthamoeba spp.

• Ødeleggelse av epitelceller:
– Cytolyse, fagocytose, apoptose

– Separering av celler i epitel, vakuolisering

• Årsaker til endringene
– Mekaniske skader forårsaket av trofozoittene, og

– Enzym aktivitet  (ekstracellulære produkter, ECP)
• Serin proteaser

• Metalloproteaser

• Elastaser

• Cyctein proteaser

• fosfolilapser

• Cytotoksiske proteaser



ST19/15PpB

GS = 0/2
Ct = 12,8



H02/13PpC

GS = 4/4
Ct = 13,8

Hva kan være de viktigste 

virulensfaktorene hos 

Paramoeba perurans?



H04/14Pp

H04/14Pp

GS = 5/5
Ct = 10,0



Paramoeba perurans 

- påvirkning på laksegjeller

• Enzymatisk påvirkning

– Proteaser

– Lipaser

• Mekanisk påvirkning

– Reduserer den respiratoriske overflaten

– Ødelegger strukturen til gjelleepitelcellene



Konklusjon arbeidspakke II
• Stor variasjon i virulens

• Virulens påvirkes av:
– Temperatur

– Vert

– Bakterier?

• Spredningshastighet avhengig av temperatur

• Virulensmekanismer:
– Proteaser og lipaser (ekstracellulære enzymer)

– Mekanisk påvirkning

• Vertsresponser:
– Øking i antall mukusceller

– Epitelcellehyperplasi

– Nekroser

• Tap av respiratorisk overflate og redusert 
blodgjennomstrømming i gjellene



Arbeidspakke IV, 2016-2017
Oppstart høst 2016

A. Identifisering av virulens markører eller virulens
gener (C. Trösse & D Pistone).

B. Identifisering av genetisk variasjon (VNTR & MLST
analyser) som kan brukes i spredningsstudier og til
kartlegging av geografisk variasjon (C. Trösse & D Pistone).



Gener hos Perkinsela sp. 
fra P. perurans

Vektlegging av 
variasjon mellom 

kloner
Genetisk variasjon

R18/15Perk

H03/14Perk



Andre årsaker til virulens variasjon
• Betydning av symbionter

– Perkinsela sp.

– Andre symbionter (bakterier, virus, sopp???)

• Betydning av vert (og variasjon hos vertsart)

• Betydning av bakterier i dyrkingsmediene

– Tilsette bakterier fra kloner med høyvirulente P. 

perurans til kloner som er lav-virulente (testes i 
smitteforsøk høsten 2016)



Virulensmarkører

• Fylogenetiske analyser

• MLST analyser

• VNTR analyser



2011



rDNA organisering i genomet



18S rDNA

Y
W Y



18S - SSU



elongation factor



Mitokondrielt DNA, cyt B



Myosin II heavy chain



Variable numbers of tandem repeats
- VNTR hos P. perurans





Konklusjon
Virulens markører

NB:

Ingen genetiske virulensmarkører er påvist 



Arbeidspakke V, 2017
Oppstart 2017

• Kartlegging av geografisk utbredelse/spredning

– Dario Pistone & Mats Kindt

• Kartlegging av historisk utbredelse

– Dario Pistone & Mats Kindt

• Sikker påvisning

– 2006, 2012 - 2017
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