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Tiivistelma

Vesihomeen ajallinen esiintyminen ja estomenetelmien optimointi kalanviljelylaitoksilla

Vesihome aiheuttaa suuria tappioita varsinkin lohikalojen viljelyssa. Tassa tutkimuksessa
seurattiin Saprolegnia parasitica -vesihomeen esiintymista kalanviljelylaitoksilla. Tutkimus on
harvinainen, silla aikaisempia tutkimustuloksia Saprolegnia -vesihomeen esiintymisesta
kalanviljelylaitosten vedessa on vdhan ja tutkimukset on yleensa tehty vahemman
sensitiivisilla viljelymenetelmilla kuin téssa tutkimuksessa kadytetty qPCR-menetelma.
Tutkimuksessa havaittiin laitosten valilla suuria vaihteluja S. parasitica -vesihomeen
esiintymisen maarissa, eli erilainen ymparisto ja erilaiset laitostyypit vaikuttavat vesihomeen
esiintymiseen laitoksella. Esimerkiksi kiertovesilaitoksella S. parasitica esiintyi vedessa
ympadri vuoden runsaana, toisin kuin lapivirtauslaitoksilla. Vesihometta esiintyi seka kaloissa
ettd vedessa eniten kesalld, mutta myos yksittdisissa altaissa talvella. Veden lampétilan ei
suoraan todettu vaikuttavan vesihomeinfektion esiintymiseen kalalla tai vesihomeen
maaraan vedessa. Selkein tutkimuksessa huomattu riskitekija vesihomeelle oli S. parasitica -
vesihometta kantavat kalat, joiden kautta vesihome kulkeutui laitoksille ja S. parasitica -
maarat nousivat korkeiksi vedessa. Lapivirtauslaitosten tuloveden S. parasitica -maarat olivat
suhteessa korkeampia silloin kun vesihomeinfektioita esiintyi tutkittujen altaiden kaloissa,
joka viittaa siihen, etta tuloveden suuremmalla S. parasitica -maaralla on vaikutusta kalojen
sairastuvuuteen laitoksella. Tuloveden S. parasitica -maara ei kuitenkaan vaikuttanut
lisddantyvan yksittaisilla laitoksilla tarkasteltuna vesihomeen esiintymiseen ja lisda tutkimusta
tarvitaan selvittamaan miten tulovedessa huomattu S. parasitica -infektiopaine vaikuttaa
kalojen sairastuvuuteen. Veden ndytteenottomenetelmia tulisikin edelleen kehittda niin, etta
S. parasitica -seurantaa vedesta pystyttaisiin kdyttdmaan joustavammin vesihomeen
riskinarviointiin laitoksilla. Lisdksi tulee huomioida my6s muut tekijat, jotka vaikuttavat
infektiopaineeseen vedessa esiintyvan S. parasitican lisdksi. Yksittdisten riskitekijoiden
selvittdmiseksi laitoksia tulisi tutkia pitemmalla aikavalilla esimerkiksi
verrokkitapaustutkimuksella, jossa seurataan vesihomeen lisdksi myds muita vesihomeelle
altistavia tekijoita laitoksilla. Tutkimuksessa arvioitiin kirjallisuuden perusteella useita
kylvetysaineita, jotka vaikuttavat S. parasitica -vesihomeen kasvuun ja tuhoutumiseen.
Tutkimustulokset ovat kuitenkin vaihtelevia, silld kylvetysten tehoon vaikuttaa
kylvetysaineen lisdksi monet ulkopuoliset tekijat, kuten ymparistdolosuhteet ja
lajispesifisyys. Lisaksi kylvetys- ja pesuaineiden kaytto lainsddddanndn nakokulmasta
elintarvikelaitoksilla ja/tai eldinladkinnallisesti on hyvin vaikeaselkoista.



Vesihomeen ajallinen esiintyminen ja estomenetelmien optimointi kalanviljelylaitoksilla

1 Johdanto

Oomykeetteja, jotka infektoivat vesielidita, kutsutaan usein puhekielessa vesihomeiksi.
Oomykeetteja esiintyy satoja lajeja vesistoissd, mutta Saprolegnia -suvun oomykeetit ovat
erityisen haitallisia kaloille aiheuttaen saprolegnioosia eli vesihometartunnan. Vesihometta
pidetdaankin yhtena suurimmista ekonomisista kasvua vahentavista tekijoistd makeanveden
kalanviljelyssa, silla tarpeeksi tehokkaita menetelmia vesihomeen torjumiseksi tai hoitoon ei
talla hetkellad ole kaytossa [1, 2]. Suomessa vesihometta on I6ydetty useilta
kalanviljelylaitoksilta ja sen aiheuttamaa kuolleisuutta pidetaan erittdin ongelmallisena, jopa
niin, etta tiettyjen vesihomeelle alttiiden kalalajien tai ikaryhmien viljely on jouduttu
lopettamaan kokonaan joillakin laitoksilla [3]. Taman tutkimuksen aikaiset tappiot
vesihomeinfektioista johtuen yhdella laitoksella aiheutuivat varsinkin taimenille ja bakteerien
vastaisen rokotuksen jalkeen kirjolohille, joiden menetys aiheutti 75 000 — 100 000 euron
tappion tutkimuksen aikana. My0s toisella tutkimuksessa mukana olleella laitoksella
vesihomeen aiheuttamia menetyksia raportoitiin ennen hanketta jopa 50 000 kuollutta lohta
ja lahemmas 100 000 euron taloudellinen tappio. Vuosittainen vaihtelu vesihomeen
esiintymisessa yksittaisilla laitoksilla oli kuitenkin suurta ja tutkimuksen aikana kyseisella
laitoksella ei havaittu vesihomeen aiheuttamaa kuolleisuutta kaloissa. Menetelmia
Saprolegnia-suvun vesihomeiden hillitsemiseksi kalanviljelylaitoksilla on kdytdnnossa vahan,
vaikka tutkimusta erilaisista vesihomeen estomenetelmistd, kuten vedenkasittelyista,
kylvetyksista ja rokotteestakin on tehty kokeellisesti [4, 5].

Suomessa kaloista ja vesistoistd eristettyja Saprolegnia -lajeja on vertailtu geneettisesti ja
huomattu, ettd yleisimmin Suomen kalanviljelylaitoksilta eristettiin S. parasitica -
vesihometta [6]. Tutkimuksissa on kehitetty kvantitatiivinen gPCR-menetelm3, jolla
pystytaan arvioimaan pienidkin maaria S. parasitica -vesihometta kaloissa ja vedessa sen
DNA:n esiintyvyyteen perustuen ja aikaisemmin kadytettyja menetelmia nopeammin [7]. Talla
menetelmalla voidaan ensi kertaa tarkemmin ja tehokkaammin arvioida vesihomeen maaran
vaihtelua ja sen mahdollisesti aiheuttamaa tautipainetta erilaisissa kalanviljelylaitosten
olosuhteissa. Vahan tiedetddn S. parasitica -vesihomeen esiintymisen vaihtelusta ympari
vuoden kalanviljelylaitoksilla ja sen esiintymiseen vaikuttavista riskitekijoistd. Monia
riskitekijoita on mainittu tutkimuksissa ja yksi ndista aikaisempien tutkimusten perusteella on
veden lampdtila [8].

2 Aineisto ja menetelmat

Tutkimuksessa oli mukana viisi kalanviljelylaitosta Suomen kolmelta eri vesistoalueelta
(Taulukko 1). Laitokset valittiin tutkimukseen, koska niilld oli todettu vesihometta kaloissa
aikaisemmin. Vesinadytteita otettiin laitoksilta vuoden ympari altaiden tulo- ja poistovesista
vahintaan kerran kuukaudessa, ja kahden viikon valein kevaisin ja syksyisin. Kalanaytteita ja
vesindytteitd kerattiin tihennetysti vesihomeinfektioiden yhteydessa liitteena 1 olevan
ohjeistuksen mukaisesti. Laitoksilla dokumentoitiin |ahetteeseen naytteenottoajankohtana
ainakin veden lampétila ja visuaalinen havainto vesihomeisten kalojen osuudesta
naytteenottoaltaissa (Liite 1).
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Vesihomeen ajallinen esiintyminen ja estomenetelmien optimointi kalanviljelylaitoksilla

Taulukko 1. Tassa tutkimuksessa mukana olleet kalanviljelylaitokset ja altaat, sekd otettujen
vesindytteiden tiedot

Laitos Naytteenottoaltaat ja vesitys Kalalaji Vesindytteet, Naytteenotto ajat
N
1 2x maa-allas, lapivirtaus Jarvitaimen, 58 1.6.2021-4.5.2022
Kirjolohi

2 Kiertovesi Siika 30 1.6.2021-4.5.2022

3 3 x muoviallas, lapivirtaus Merilohi 64 2.6.2021-8.6.2022

4 Lasikuitu- ja betoniallas, Merilohi 44 2.6.2021-8.6.2022
lapivirtaus

5 Lasikuitu ja betoniallas, Jarvilohi 24 22.6.2021-12.5.2022
lapivirtaus

5 | Tulovesindytteet; pohjaputki, Laitoksella 66 12.5.-20.6.2022

pintaputki, laitos, halliallas, useita
ulkoallas, seka laitoksen lohikalalajeja

poistovesindyte

Vesindytteiden S. parasitica DNA:n eristys ja PCR tehtiin aiemmassa tutkimuksessa testatun
menetelman [7] mukaisesti. Jokaisen vesindytteen DNA -maara laskettiin kahden filtterdidyn
(2 x 15 ml) ja kahden PCR -ajon (4 PCR tulosta per vesindyte) keskiarvona ja muutettiin S.
parasitica DNA ng/| per vesindyte. Tuloksia tarkasteltiin kaikkien ldpivirtauslaitosten
tulovesien ja poistovesien keskiarvona, mutta myos S. parasitica -vesihomeen esiintymista
yksittaisilla laitoksilla ajallisesti (Liite 2).

3 Hankkeen tulokset
3.1 Yleista vesihomeen esiintymisesta kalanviljelylaitoksilla

Kaikilla lapivirtauslaitoksilla S. parasitica -vesihometta havaittiin tulovedessa hyvin pienia
maaria, kun taas poistovesissa S. parasitica -vesihometta havaittiin ajoittain runsaasti (Liite
3). Tama vahvisti tietoa, etta S. parasitica lisdantyy tehokkaasti kalanviljelylaitoksissa ja
kaloissa.

Kun verrattiin kaikkien lapivirtauslaitosten tuloveden S. parasitica -maaraa silloin, kun
laitoksella oli kaloissa vesihomeinfektio ja silloin, kun laitoksella ei ollut vesihomeinfektiota,
huomattiin, etta tuloveden S. parasitica -maara on suurempi tulovedessa silloin, kun
laitoksella oli vesihomeinfektio (Kuva 1, Liite 3). Tama tulos viittaa siihen, etta tuloveden S.
parasitica -vesihomeen suuremmalla maéaralla on myos vaikutusta vesihomeinfektioiden
puhkeamiseen kalanviljelylaitoksella. Yksittdisia laitoksia tarkasteltaessa tuloveden S.
parasitica -maaralla ei ollut merkitysta vesihomeinfektion esiintymiseen laitoksella (Liite 4),
joten lisda tutkimusta tarvitaan selkeyttamaan, kuinka tarkea tuloveden S. parasitica -
maaran vaihtelu on vesihomeinfektioriskille kalanviljelylaitoksella.
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Kuva 1. Lapivirtauslaitosten S. parasitica DNA-ma&ara altaiden tulovedessa ja poistovedessa
silloin, kun naytteenoton yhteydessa havaittiin vesihomeisia kaloja ja silloin, kun niita ei
havaittu. Ero S. parasitica DNA:n maardssa vesindytteessa ja vesihomeen esiintymisessa
kaloissa oli tulovedessa (p=0,016) ja poistovesissa (p<0,001) tilastollisesti merkitseva.

3.2 Vesihomeen ajallinen esiintyminen laitoksilla

Kaikkien lapivirtauslaitosten tutkituissa altaissa esiintyi vedessa S. parasitica -vesihometta
seka kesalla etta talvella, lukuun ottamatta yhta laitosta, jossa vesihomeisia kaloja ei havaittu
kuin vasta tutkimuksen loputtua (laitos 4). Veden lampétilalla ei huomattu olevan vaikutusta
S. parasitica -vesihomeen esiintymiseen tulovedessa tai laitoksilla 1,2 ja 4 (Liite 4). Laitoksella
3 veden lampdtila korreloi positiivisesti S. parasitica -vesihomeen maaran kanssa laitoksen
vedessd, eli S. parasitica -vesihometta esiintyi runsaimmin lampiman veden aikaan. Tasta
poiketen laitoksella 5 S. parasitica -vesihomeen maara korreloi negatiivisesti veden
lampotilan kanssa, eli S. parasitica -vesihometta esiintyi runsaimmin kylméan veden aikaan
(Liite 4). Laitoksella 5 tihennettiin ndytteenottoa kevaalla 2022, niin ettd nadytteita otettiin
kaksi kertaa viikossa useasta tuloveden naytteenottopisteesta ja poistovedesta. Tassa
tutkimuksessa ei l6ydetty tuloveden S. parasitica -maaran vaikuttavan vesihomeen
levidmiseen laitoksella, eika veden l[ampdtila korreloinut havaitun vesihomeen maéaran
kanssa laitoksella (Liite 4, Kuva 8). Tama viittaa siihen, etta jokin tietty lamp6étila ei ole
merkittava tekija S. parasitica -vesihomeen esiintymisessa vedessa. Liitteen 4 kuvista
kuitenkin huomataan, etta vesihomeinfektiot kaloilla esiintyvat ajallisesti yleisesti silloin, kun
veden lampotilassa tapahtuu muutos. Myds laitoksella 5 jossa oli tihennetty seuranta, veden
[ampotila muuttui ja laitoksella havainnointiin vesihometta koko seurannan ajan. Lampétilan
vaihtelu on todenndkdisempi syy altistamaan kalat stressille ja immunosupressiolle ja tata
kautta myo6s vesihomeinfektiolle [9], kuin jokin tietty veden [ampédtila. Erityisesti kissakaloilla
esiintyvan saprolegnioosin on osoitettu aiheutuvan veden lampdtilan nopeasta laskusta,
jolloin kaloilla aiheutuu immunosupressiota, mutta myos Saprolegnia itididen maara
lisddantyy vedessa [10].
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3.3 Muiden patogeenien esiintyminen vesihomeen yhteydessa

S. parasitica -vesihomeen lisdksi kaloista 16ytyi bakteereista Flavobacterium psychrophilum
vhdesti, Vibrio anquillarum yhdesti, Chryseobacterium chaponense yhdesti ja lodobacter
limnosediminis seitseman kertaa, kahdessa tutkimuserassa ei spesifia bakteeria [6ytynyt
(Liite 5). Bakteeri-infektioissa tavataan usein ihovaurioita ja vesihomeen yhteydessa
eristetdaan usein I. imnosediminis -bakteeria. Varmuutta ei kuitenkaan ole siita, aiheuttaako
bakteeri ensin ihovaurion, joka altistaa vesihomeelle vai tuleeko bakteeri ihovaurioon, kun
vesihome haviaa iholta esim. kylvetysten yhteydessa. Tietyissa olosuhteissa I. imnosediminis
ja muut tassa tutkimuksessa havaitut bakteerit pystyvat aiheuttamaan kallalle ihovaurioita ja
tdma altistaa kalan osaltaan vesihomeelle. Kuitenkin vesihometta esiintyi myos tapauksissa,
joissa muita taudinaiheuttajia ei todettu. Varsinkin merilohien poikasilla on kuvattu
Skotlannin poikaslaitoksilla tyypillisesti vesihomeinfektio joka esiintyy kalojen kiduksilla,
mutta muuta taudinaiheuttajaa kaloista ei [6ydy [11]. My0s tutkituissa merilohen poikasissa
vesihometta esiintyi paaosin kiduksilla, kun taas taimenet, siiat ja merilohet olivat vanhempia
ja niilla vesihome esiintyi yleensa evien tyvilld ja pdan alueella.

3.4 Estomenetelmien vaikutus vesihomeeseen kaytannossa ja tutkimusolosuhteissa

a.

Estomenetelmien vaikutus S. parasitica -vesihomeen esiintyvyyteen vedessa

Flavobakteeri-rokotus ei vaikuttanut tassa tutkimuksessa seurattujen jarvilohien
vesihomeinfektioihin; vesihometta esiintyi niin rokotetuilla kuin rokottamattomillakin kaloilla
(kts tarkemmin Vekki-hanke: https://www.luke.fi/fi/projektit/vekki). Yksittdisten
kylvetysaineiden tehokkuutta vesihomeen estossa ei voida taman tutkimuksen perusteella
arvioida, silla S. parasitica -vesihomeen maaraan vedessa vaikutti muutkin kuin yksittdinen
kylvetysaine, kuten esimerkiksi tuloveden S. parasitica -maara (Liite 6).

My®0s altaiden tyhjentdmisen ja pesujen vaikutusta tutkittiin S. parasitica -maaraan laitosten
vedessa. Pesujen tehokkuudesta estomenetelmana ei voida arvioida tdssa tutkimuksessa,
koska S. parasitica -maarat tulo- ja poistovedessa oli vahaisia tai sitd ei havaittu ollenkaan
sekd ennen pesuja etta pesujen jalkeen (Liite 6). Kuitenkin kahdella laitoksella, yhteensa
viidessa eri altaassa huomattiin selked nousu veden S. parasitica -vesihomeen maarassa sen
jalkeen, kun kaloja tuotiin altaaseen pesujen jalkeen. Tdma selkeasti osoittaa, ettd kalojen
kantama S. parasitica on yksi tarkeimmista ldhteista vesihomeen esiintymisessa laitoksilla.

b. Kylvetysaineiden tehokkuus tutkimuksissa

Potentiaalisia kylvetysaineita vesihomeen kontrolloimiseksi on tutkittu paljon niin
laboratoriossa kuin laitoksilla (Liite 6, Taulukko 3). Aikaisemmin vesihomeen
kontrolloimiseksi kdytetty malakiittivinrea ei ole hyvaksytty kaytettavaksi EU:ssa
elintarvikkeeksi paatyvien eldinten hoidossa sen myrkyllisyyden ja syépaa aiheuttavien
ominaisuuksien vuoksi [12].

Liitteessa 6, taulukossa 3. luetellaan vesihomeen estoon tutkittuja aineita, niiden kaytettyja
ja suositeltuja pitoisuuksia, seka mahdollisia muita vaikutuksia. Koska kemikaaleilla on aina
jonkinasteisia haittavaikutuksia, niiden kaytossa tulee olla hyvin selvilla turvallisista
pitoisuuksista. Vaarin kaytettyna kemikaalit voivat olla jopa vahingollisempia kalalle kuin
itse vesihome. Lisaksi kayttajaturvallisuus ja suojainten kaytto tulee aina selvittaa jokaiselle
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kemikaalille kdyttoturvallisuustiedotteesta. Taman vuoksi kemikaalien kayttoa saadellaan
lainsdddanndssa. Sairauden ehkaisyssa ja hoidossa tulee huomioida eldinten
|adkitsemislainsaadanto. Ladkkeiden kdyttoa tuotantoeldimille voidaan rajoittaa, jos se
vaarantaa elintarvikkeen turvallisuuden tai laadun. EU:n asetuksessa 37/2010 luettelossa 1
mainittuja aineita voidaan kayttaa laakinnallisissa tarkoituksissa listatuille eldinlajeille.
Lisdksi on listattu kdytetyn kemikaalin sallittu jadmien enimmaismaar3, jos sellaisia
kemikaalista jda. Osa taulukossa 3. luetelluista kemikaaleista on vain tutkimuskaytossa ja
niita ei eldinten laakitsemislainsdadannon tai EU:n asetuksen 37/2010 mukaan kaikkia voi
kayttaa eldimille. Monet vesihomeen estoon kaytetyt kemikaalit ovat myds
desinfiointiaineita, joita ei kdyteta pelkastaan ladkinnallisissa tarkoituksissa, vaan myds
pintojen ja veden desinfiointiin vesihomeen estossa. Talldin kemikaalin kdytté on
desinfektiokdyttda ja siihen sovelletaan EU:n biosidiasetusta N:o 528/2012.

Nykyisin vesihomeen estossa kaytetaan yleisimmin formaliinia eli formaldehydin
vesiliuosta, jonka on todettu olevan tehokas estomenetelma varsinkin madissa esiintyvaan
vesihomeeseen. EU:ssa formaldehydi on sallittu eldinten hygieniassa, siihen kdyttéon
hyvaksytyilla valmisteilla. Formaldehydia kuitenkin suositellaan korvattavaksi
turvallisimmilla aineilla silloin kun se on mahdollista, sen potentiaalisten karsinogeenisten
vaikutusten vuoksi [15,13]. Schreier ym. [14] tutkimuksessa vaikuttavin annostus estaméaan
vesihometta kirjolohen ja jarvitaimenen médissa oli 0,5 - 1,5 ml/l 37 % formaldehydia
annosteltuna 15 minuuttia joka toinen paiva kahden viikon ajan. Vesihometta
sairastaneissa kirjolohissa 37 % formaldehydikylvyt (60 min) joka toinen paiva, kolmen
paivan ajan, 0,05 — 0,15 ml/l annosteltuna vdhensi kuolleisuutta. Formaliinilla on kuitenkin
haittapuolia, kuten kidusvauriot ja hapen sitominen vedesta. Useat lohikalat ovat varsin
herkkia formaliinille ja terapeuttinen annostus on usein ldhella kalan sietorajaa (Taulukko
3).

Formaldehydi on tehokas useita ektoparasiitteja ja patogeeneja vastaan vesihomeen lisdksi
ja siksi yksi kdytetyimmista kylvetyskemikaaleista vesiviljelyssa ympari maailman.
Estomenetelmien yksipuolisuus kuitenkin lisaa lohikalan viljelyn haavoittuvuutta, jos aineen
kadyttoa rajoitetaan tai sen tehokkuus karsii, joten tarvitaan vaihtoehtoisia menetelmia.
Vetyperoksidia on pidetty yhtena talla hetkelld lupaavimmista vaihtoehdoista formaliinille
vesihomeen estossa, silld sen ominaisuus hajota nopeasti vedessa tekee siita
ymparistoystavallisemman ja turvallisemman kemikaalin [16], toisaalta tdma ja orgaaniseen
aineeseen sitoutuminen vaikeuttaa vetyperoksidin tehokasta annostelua. Vetyperoksidi
500 — 1000 mg /I paivittdisena huuhteluna haudonnan ajan on huomattu olevan tehokas
madin homehtumisen estossa lohikaloilla [17, 18]. Se myds vahensi lohenpoikasten
kuolleisuutta, kun sitd annosteltiin paivittdin 30 min neljdn viikon ajan 0,2 mg/I [19].
Kyseisessa tutkimuksessa [19] ei huomattu naissa olosuhteissa peretikkahapon (0,2 tai 0,5
mg/l) vahentavan lohenpoikasten kuolleisuutta, mutta kiertovesisysteemin (RAS)
olosuhteissa peretikkahappo vihensi vesihomeen esiintymista lohenpoikasilla (0,2-1 mg/l),
ilman etta se vaikutti biofilttereiden mikrobistoon [31].

Vaikka lupaavia estomenetelmia vesihomeen estoon on olemassa (Taulukko 3), lisda
tutkimusta tarvitaan niiden toimivuudesta kdytanndssa. Kylvetysaineiden tehokkuuteen
vaikuttaa aina kdytetyn aineen ominaisuudet, mutta my6s ymparistotekijat kylvetyksen
aikana, kuten viljelymenetelma, lampdtila, kiintoaineen maara jne. Tama tarkoittaa etta
tietylla aineella saatu tulos vesihomeen estossa tietyssa ymparistossa ei olekaan aina
toistettavissa toisessa ymparistdssa tai eri kalalajilla.
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c. Menetelmien validointi

Tassa tutkimuksessa kdytetty eDNA -menetelma [7] on verrattain uusi, joten osa
vesindytteista tutkittiin lisaksi sekvensoimalla. Vesindytteista monistuneen PCR -tuotteen
sekvensointi varmisti, ettd gPCR -menetelma tunnisti S. parasitica -DNA:ta (Liite 7). Lisaksi
menetelméssa veden suodattaminen tulee tehdd mahdollisimman nopeasti, ettd saadaan
luotettavia tuloksia S. parasitica -maarasta vedessa naytteenottohetkelld. Tassa kuitenkin
logistiikkaongelmat aiheuttivat tutkimuksen yhteydessa sen, ettd vesindytetta ei saatu
ajoissa suodatettua ja nayte oli tutkimuskelvoton. Taman vuoksi hankkeen yhteydessa
kokeiltiin vesinaytteen pakastamista ja vesindytteen suodattamista paikan paalla, jotka
voisivat ratkaista taman ongelman ja mahdollistaa menetelman sujuvamman kaytén
kalanviljelylaitoksilla. Pakastaminen kuitenkin muutti S. parasitica -maaria vesindytteessa
(Liite 7). Paikan paalla tehtavaa suodatustakin tulee vield kehittaa, etta silld saadaan
varmasti luotettavia tuloksia.

4 Hankkeen toteutus

Hanke aloitettiin kesalld 2021 ja se paattyi syyskuussa 2022. Hanke toteutettiin suunnitellun
aikataulun ja mydnnettyjen maararahojen puitteissa (Taulukko 2). Hankkeen vetija ja
koordinaattori oli Ruokavirasto, jossa hankkeen vastuullisena johtajana toimi johtava
asiantuntija Satu Viljamaa-Dirks ja yksikdn johtaja Riikka Holopainen. Hankevastaavana
tutkijana toimi Tiina Korkea-aho. Tutkimusyhteistyota hankkeessa tehtiin Luken
vesiviljelytutkijoiden, sekad Savon Taimen Oy ja Voimalohi Oy kanssa.

Taulukko 2. Hankkeeseen myonnetty rahoitus ja toteutuneet menot

Kustannuslaji Myonnetty rahoitus € Hankkeessa toteutuneet
menot €

Henkilostokustannukset 43161,77 39369,26

Kiinteamaardinen tuki 6474,27 5905,39

Kone- ja laitehankinnat 14630 13357,84

Matkakulut 4825 1633,62

Ostopalvelut 3336 163,98

Muu kustannus 5454,86 2212,36

Vastikkeeton ty6 ja tyopanos | 3400 3240

Yhteensa 81281,90 65882,45

4.1 Hankkeen tiedotteet ja julkaisut

Vesihomeen ajallinen esiintyminen ja estomenetelmien optimointi kalanviljelylaitoksilla.
Paivitetty 5.10.2022. Katsottu 21.11.2022. Vesihomeen ajallinen esiintyminen ja
estomenetelmien optimointi kalanviljelylaitoksilla - Ruokavirasto

Vesihomehankkeessa jatketaan tutkimuksia kalanviljelylaitoksilla. Suomen
kalankasvattajaliitto ry tiedote. Julkaistu 14.12.2021. Katsottu 21.11.2022.
Vesihomehankkeessa jatketaan tutkimuksia kalanviljelylaitoksilla - Suomen
Kalankasvattajaliitto ry (kalankasvatus.fi)

Vesihomehankkeista. Eldinterveystutkimuksen uutiskirje 4/2022. Katsottu 21.11.2022.
Eldinterveystutkimuksen uutiskirje 4/2022 (ruokavirasto.fi)
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Kiitokset

Vesihomeen ajallinen esiintyminen ja estomenetelmien optimointi kalanviljelylaitoksilla

Tuomela, S.: S. parasitica -vesihometta tunnistavien kolmen gPCR-menetelman vertailu ja
valitun menetelman toimivuus kalanviljelylaitosten vesindytteissa. Pro gradu-tutkielma.
Helsingin yliopisto. 2022. S. parasitica-vesihometta tunnistavien kolmen gPCR-menetelman
vertailu ja valitun menetelman toimivuus kalanviljelylaitosten vesindytteissa (helsinki.fi)
Korkea-aho T, Wiklund T, Engblom C, Vainikka A, Viljamaa-Dirks S: Detection and
Quantification of the Oomycete Saprolegnia parasitica in Aquaculture Environments.
Microorganisms 2022, 10(11):2186. Microorganisms | Free Full-Text | Detection and
Quantification of the Oomycete Saprolegnia parasitica in Aquaculture Environments
(mdpi.com)

Korkea-aho, T., Villamaa-Dirks, S., Holopainen, R. Vesihomeen ajallinen esiintyminen ja
estomenetelmien optimointi kalanviljelylaitoksilla. Hankkeen loppuraportti 10 s. 2022.

Haluamme kiittaa kaikkia hankkeen tyohon osallistuneita, erityisesti kaikkia tutkimuksessa
mukana ollutta henkil6stoa Ruokavirastossa, Luke vesiviljelyssa, Savon Taimen Oy:ssa ja
Voimalohi Oy:ssa. Kiitos myds hankkeessa pro gradun Helsingin yliopistolle tehneelle Suvi
Tuomelalle. Taman hankkeen mahdollisti Pohjois-Savon ELY keskuksen myontama
hankerahoitus Euroopan meri- ja kalatalousrahastosta (Hankenumero 169768).
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Liite 1. Vesihomehankkeen naytteidenotto lomake

Tutkimme Ruokaviraston koordinoimassa hankkeessa vesihomeen maaran vaihtelua Suomen
kalanviljelylaitoksilla ja miten ymparistotekijat ja mahdolliset kasittelyt vaikuttavat vesihomeen maariin
kalanviljelylaitoksilla. Tutkituista altaista ja tulovedesta otetaan vesindyte kerran kuukaudessa. Silloin kun
tutkitussa altaassa esiintyy tai epadilladn vesihometta, otetaan vesinayte, joka sdilytetadan kylmdssa. Taman
jalkeen allas kasitelladn normaali kdytantdjen mukaisesti (esim. formaliini) ja vuorokausi kylvetyksen
jalkeen otetaan uudet vesindytteet. Tautitapausten yhteydessa lahetetdadan myos oireellisia kaloja
tutkittavaksi. Tayta tama lomake jokaiselle altaalle ja vedenottopaikalle, josta otetaan naytteet.

Naytteenotto-ohjeet:

1. Vesindytteenotto. Ota ensimmaiseksi ndyte tulovedesta veden kasittelyn jalkeen (esim.
rumpusuodattimen jalkeen). Taman jalkeen ota vesindytteet altaista poistoputken suulta tai
mahdollisimman kaukana altaan tulovedesta. Kasittele vesinadytepulloja vain puhtaat kertakayttéhanskat
kadessa. Ala koske pullon suuhun tai korkin sisdpintaan kasin. Vie avoin pullo vinossa asennossa
vedenpinnan alle ja kuljeta sitd poispdin itsestdsi vastavirtaan, niin etta se tayttyy vedella. Sulje korkki ja
sailyta vesinaytepullo kylmassa. Merkitse my6s vesindytepulloon milloin ja mistd ndyte on otettu.

2. Kalandytteenotto. Ota vesindytteiden lisdksi tarvittaessa altaista naytteeksi myos oireellisia kaloja, noin
5-10 kalaa/ allas, lopeta ne ja sdilyta kylmassa.

3. Ldhetd/ kuljeta kala- ja vesindytteet mahdollisimman pian Kuopion Ruokavirastoon. Naytteet tulee olla
perilla viimeistaan vuorokauden kuluessa naytteenotosta ja ne tulee sadilyttaa kylmassa koko ajan. Kun
tiedat ndytteenotto- ja lahetysajankohdan ole yhteydessa Ruokaviraston tutkijaan (tiina.korkea-
aho@ruokavirasto.fi tai p. 040 489 3380).
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Kala- ja vesindytteen mukaan nama tiedot

Naytteenottopaivamaara:

Naytteenottajan nimi, puhelinnumero ja/tai s-posti:

Allastyyppi ja tunniste:

Veden lampétila:

Veden kasittely (rumpusuodatin tms.) ja muita vesiarvoja (pH, happisaturaatio ym.)

Kalalaji:

Kalojen ika:

Kalatiheys:

Onko naytteenottoaltaassa havaittu vesihomeisia kaloja, milloin alkanut? Arvioi
silmamaarisesti vesihomeisten kalojen osuus altaassa (%)

Altaan kuolleisuus % / pv

Altaiden kylvetykset / kasittelyt ja ajankohdat?

Naytekalat lkm.

Muita havaintoja/tietoja:
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Liite 2. Tutkimuksen tilastolliset menetelmat

Lapivirtauslaitosten S. parasitica DNA -maarien keskiarvoja tarkasteltiin ensin kaikkien
laitosten kaikkia altaita yhdessa, ja myos erikseen ei parametrisilla Mann-Whittney U
(parittaiset vertailut) ja Kruskal-Wallis (usean ryhman vertailut) -testeilld. Laitoksen 2. S.
parasitica DNA -maarien aineisto oli normaalijakautunut, joten DNA -maérien keskiarvojen
vertailuun kaytettiin varianssianalyysia (ANOVA).

Vedessa esiintyvan S. parasitica -vesihomeen maaran ja veden lampétilan vaikutusta
vesihomeen esiintymiseen kaloissa tarkasteltiin lapivirtauslaitoksilla yleisella tasolla kaikissa
altaissa Mann-Whittney U -testilla. Yksittaisia laitoksia tarkasteltaessa DNA maarat
luokiteltiin jarjestysasteikollisesti S. parasitica DNA-maaran mukaan; 1. 0 ng/1 S. parasitica
DNA:ta, 2. 0,1 ng/I S. parasitica DNA:ta, 3. <1 ng/| S. parasitica DNA:ta, <10 ng/| S. parasitica
DNA:ta, 4. >10 ng/| S. parasitica DNA:ta. Luokiteltua DNA -maaraan vaikutusta tulo- ja
poistovedessa vesihomeinfektioiden esiintyvyyteen testattiin yksittaisilla laitoksilla Pearson
x> -testilld. Analyyseistd poistettiin tulokset altaista, jotka olivat jadssa, koska silloin
havaintoja vesihomeisista kaloista ei pystytty tekemaan luotettavasti. Spearmanin
jarjestyskorrelaatiota ja Pearsonin korrelaatiota (normaalijakautunut aineisto) kaytettiin
veden lampotilan, vesihomeisten kala-altaiden prosenttiosuuden seké kuolleisuuden
korrelaation tutkimiseen S. parasitica DNA-maaran kanssa yksittdisissa laitoksissa.
Tilastolliset testit tehtiin IBM SPSS tilastollisella analyysiohjelmalla, tilastollisen
merkitsevyyden rajana oli 0,05.
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Liite 3. S. parasitica tutkituilla kalanviljelylaitoksilla

S. parasitica -vesihomeen esiintyminen vaihteli laitoksesta riippuen (tilastollisesti merkitseva
ero laitosten vililld; p<0,001, Kuva 1). Tédma tulos on samanlainen kuin tutkimuksessa, jossa
vertailtiin S. parasitica -vesihomeen esiintymista kahdella italialaisella ja kahdella
skotlantilaisella laitoksella, ja todettiin, etta S. parasitican esiintyminen kaloissa ja vedessa
vaihteli laitoksesta riippuen [21]. Nama tulokset vahvistavat sita tietoa, etta laitosten
erilaiset ymparistotekijat ja olosuhteet, seka laitostyyppi vaikuttavat suuresti vesihomeen
esiintymiseen ja lisdantymiseen laitoksilla.

100,0
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0
0,0 =S = -
1 2 3 4 5

S. parasitica DNA ng/|

Kalanviljelylaitos

Kuva 1. S. parasitica -vesihomeen DNA:n (ng/L) keskiarvo ja keskivirhe (+SE) ympéri vuoden
viidelta eri kalanviljelylaitokselta otetuissa vesinaytteissa. Laitosten ja vesindytteiden tiedot
taulukossa 1.

Lapivirtauslaitosten (laitokset 1,3,4,5) tuloveden S. parasitica DNA-ma&ara (kaxSE; 0,59+0,22)
oli selkedsti pienempi kuin altaiden poistoveden keskimaarainen S. parasitica DNA -maara
(13,4147,84). Havaittu ero oli tilastollisesti merkitseva (p=0,044). Tama vahvistaa tiedon, etta
S. parasitica lisddntyy kaloissa tehokkaasti.

Kun tarkasteltiin kaikkien lapivirtauslaitosten S. parasitica DNA-ma&aria, altaiden tulo- ja
poistovesissa mitattiin vahemman S. parasitica DNA:ta silloin, kun kaloissa ei ollut nakyvaa
vesihomeinfektiota ja toisaalta vesihometta oli vedessa enemman silloin, kun myos kaloissa
havaittiin vesihomeinfektio (Kuva 2.). Tama oli tilastollisesti merkitseva ero tulovedessa
(p=0,016), sekéa poistovedessa (p<0,001). Tama tulos viittaa siihen, ettd S. parasitica DNA:n
korkeampi maara tulovedessa vaikuttaa todennadkoisesti kalojen vesihomeinfektion
esiintymiseen laitoksella. S. parasitica DNA-maéarat tulovedessa ovat hyvin pienia ja selkeita
eroja laitoskohtaisissa mittauksissa ei saatu tuloveden korkeammasta maarasta, silloin kun
laitoksella havaittiin vesihomeinfektio (kts luku 3.2). Lisaksi lapivirtauslaitosten 1, 3 ja 5
tuloveden S. parasitica DNA-maaraa verrattaessa laitoksen 4 tuloveden DNA-maaraan, jossa
vesihomeisia kaloja vesinaytteiden ottohetkelld ei havaittu koko vuoden aikana, tuloveden S.
parasitica DNA-maara ei eronnut tilastollisesti merkitsevasti laitosten valilla (p=0,075).
Toisaalta tulee muistaa, ettd on todennakaoista, etta tuloveden S. parasitica -maara altistaa
kalat vesihomeinfektiolle jo ennen kuin vesihometta nakyy kaloissa ja tuloveden S. parasitica
DNA-maaraa tulisikin tarkastella tiheammin ja seurata S. parasitica -maaran vaikutusta juuri
ennen vesihomeinfektion puhkeamista tulevaisuudessa, etta sen vaikutusta
vesihomeinfektion syntymiseen pystytdaan tarkemmin maarittamaan. Poistoveden S.
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parasitica -maaran nousu vesihomeinfektion aikaan osaltaan vahvistaa kasitysta siita, etta S.
parasitica lisdantyy tehokkaasti ja lisdaa tata kautta infektiopainetta laitoksella. Aikaisemmissa
tutkimuksissa vesihomeen maaran liséantyminen vedessa sairaiden kalojen kautta on
huomattu, mutta tuloveden Saprolegnia itididen maaran ei ole aikaisemmin huomattu
vaikuttavan kalojen lohen méatimunien kuoritumistulokseen [8].

Kun tarkasteltiin kaikkien tutkimuksessa olleiden lapivirtauslaitosten tuloveden lampétiloja
silloin, kun kaloissa oli havaittu vesihomeinfektio, se vaihteli vuoden aikana (ka+SE) 7,2+1,51
°Cja 9,2+1,06 °Csilloin, kun vesihomeinfektioita tutkituissa altaissa ei havaittu. Limpétila ero
tulovedessa ei ollut tilastollisesti merkitseva (p= 0,536). Poistovedessa lampétilan vaihtelu
havaittujen vesihomeisten kalojen kanssa vaihteli 8,1+1,6 °C ja silloin, kun vesihometta ei
havaittu kaloissa veden lampétila vaihteli 8,1+0,8 °C, eli tilastollista merkitsevyytta
lampdtilalla ei havaittu olevan S. parasitica DNA:n esiintyvyyteen kaloissa.
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Liite 4. Kalanviljelylaitosten S. parasitica -maarat tulo- ja poistovesissa, seka veden
[ampdtilan vaihtelu vuoden aikana

Ymparivuotiset vesinaytteet viidelta tutkimuksessa mukana olleelta laitokselta (laitokset 1, 2,
3,4 ja5; Taulukko 1.)

Altaassa 1 a esiintyi vesihomeinfektioita kesalla ja talvella, altaassa 1b havaittiin
vesihomeinfektio kesdkuun alussa (kuva 3.). Verrattaessa vesihomeinfektion esiintyvyytta
vesihomeen maardan vedessa tuloveden vesihomemaaralla ei ollut vaikutusta siihen
esiintyiko altaissa vesihomeinfektiota (p=0,528). S. parasitica DNA-maara sen sijaan oli
selkeasti korkeampi poistovedessa silloin kun vesihomeinfektioita esiintyi altaassa,
verrattuna siihen, kun vesihomeinfektiota ei esiintynyt (p=0,015). Veden lampdtila ei
korreloinut vesihomeen DNA:n maaraan tulovedessa (p=0,953), eikd poistovedessa

(p=0,564).
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Kuva 3. Laitoksen 1. S. parasitica DNA-maara (ng/1) kahden maa-altaan tulo- ja poistovedessa
ja veden lampdtilan vaihtelu vuosina 2021-2022. *Vesihomeisia kaloja altaassa, "ei kaloja
altaassa. /allas jaatynyt.
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Kuva 4. Laitoksen 2. S. parasitica DNA-maara tulo-, allas- ja poistovedessa seka veden
[ampatilan vaihtelu vuosina 2021-2022.*Vesihomeisia kaloja altaassa.

Laitoksella 2 havaittiin S. parasitica DNA:ta vuoden ympadri tulo-, allas, ja poistovedessa, seka
vesihomeisia kaloja. Laitoksen 2 S. parasitica DNA-maara kierron tulevassa vedessa oli
(kaxSE) 28,36%5,96 ng/l, altaassa 53,71+14,25 ng/l ja kierron poistovedessa 41,97+6,72 ng/|.
Vaikka tulovedessa oli yksittaisid ndytteenottoja tarkasteltaessa vahemman S. parasitica
DNA:ta kuin allas- tai poistovedessa, keskiarvoa tarkasteltaessa ei tulo-, allas- ja poistoveden
valilla ollut tilastollisesti merkitsevaa eroa (p=0,183). Tama tulos kertoo, ettd S. parasitica -
itioita tavattiin kaikissa naytteenottopisteissd veden kierrossa ympari vuoden laitoksella.
Laitoksella 2 veden lampatilan vaihtelu oli vahaista vuoden aikana, eika lampdtila korreloinut
vedessa olevan S. parasitica DNA-maaran kanssa (p=0,094). Laitoksella 2
naytteenottopdivind 1.6.2021-31.1.2022 kalojen pdivakuolleisuudet vaihtelivat kierrossa
(kaxSE) 0,06410,026 % ja vesindytteenotto altaassa 0,057+0,025%, mutta ei korreloinut S.
parasitica DNA-maaran kanssa tulovedessa (n=8, p=0,720), allasvedessa (n=7, p=0,830) tai
poistovedessa (n=8, p=0,617).
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Kuva 5. Laitoksen 3 S. parasitica DNA-maarat altaissa 3a ja 3b vuosina 2021-2022, seka S.
parasitica DNA-maara altaassa 3c 2.6.2021, altaassa 3d 6.7.-13.10.2021 ja altaassa 3e
27.10.2021-8.6.2022 aikana, seka veden lampétila ndytteenoton yhteydessa. *Vesihomeisia
kaloja altaassa, “ei kaloja altaassa.
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Laitoksen 3 altaissa 3a ja 3b esiintyi vesihomeinfektioita kaloissa pdaasiassa kesalla.
Laitoksella kuitenkin esiintyi yksittdisissa altaissa vesihomeinfektiota myos talven aikana
(Kuva 5.). Kaikkien altaiden S. parasitica DNA-maara korreloikin veden lampotilan kanssa
positiivisesti poistovesissa (p<0,001), mutta ei tulovesissa (p=0,159). Tdma tulos viittaa
siithen, etta S. parasitica lisdantyy kaloissa erityisesti lampiman veden aikaan naissa
olosuhteissa. Kun kaikkien altaiden tuloveden vesihomemaaria verrattiin vesihomeinfektion
esiintymiseen, ei ollut tilastollista merkitsevyytta tuloveden S. parasitica DNA-maarassa
verrattuna siihen oliko altaassa vesihomeinfektio vai ei (p=0,064). Poistovedessa S. parasitica
DNA-maara oli selkeasti kohonnut silloin kun vesihomeinfektio havaittiin kaloissa, verrattuna
S. parasitica DNA maaraan silloin kun vesihomeisia kaloja ei ollut altaassa (p=0,027).
Laitoksen 3 altaat olivat tyhjilladn kaloista ja puhdistettiin 30.5.2022, jonka jalkeen uusia
kaloja tuotiin altaaseen. Uusien kalojen tuomisen jalkeisessa vesindytteessa havaittiin
kohonneita S. parasitica maaria seka tulovedessa etta poistovedessa (8.6.2022), mutta
vesihomekaloja ei havaittu kyseiselld naytteenottohetkelld (Liite 6, kuva 10.).
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Kuva 6. Laitoksen 4 altaiden S. parasitica DNA maara tulo- ja poistovedessa ja veden
[ampotilan vaihtelu vuosina 2021-2022.7ei kaloja altaassa

Laitoksella 4 seurattiin S. parasitica DNA-maaria kahdesta altaasta, joissa ei seurannan
aikana esiintynyt vesihomeisia kaloja. Vedessa havaittiin S. parasitica DNA:ta varsinkin
kesdisin, mutta DNA-maara ei korreloinut tuloveden lampétilan (p=0,072), eikd poistoveden
[ampotilan (p=0,120) kanssa. Tutkitut altaat tyhjennettiin ja pestiin kesakuun alussa ja
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3.6.2022 altaisiin tuotiin uudet kalat, jonka jalkeen vesihometta havaittiin kummankin altaan
vedessd, vaikka vesihomeisia kaloja ei ndytteenottohetkelld havainnoitu. Yksittaisia
vesihomekaloja oli laitoksella esiintynyt kuitenkin myéhemmin 20.-28.6. valisena aikana.
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< (o
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u 0 - 1'7 . 0
226 227 19 22.9 7.10 1.11 " 112 14.2 153 11.4 125
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Altaat 5a,b,c 0,38 0 0,5 O 0 5,31 4,97 909 57,7 35,8 9,3 30,57
— Lampétila 17 18,2 16 11,8 85 58 48 4,7 12 12 19 6

Kuva 7. Laitoksen 5 S. parasitica DNA-maarat tulo- ja poistovedessa altaassa 5a 22.6.-
7.10.2021, 5b 1.11.2021-11.4.2022 ja 5¢ 12.5.2022 ja veden lampotila ndytteenottohetkella.
*Vesihometta kaloissa.

Laitoksella 5 seurattiin S. parasitica DNA:n esiintymista altaiden tulo- ja poistovesissa, joissa
oli seka F. psychrophilum -bakteeria vastaan rokotettuja ja rokottamattomia jarvilohia (kts
tarkemmin Vekki-hanke: https://www.luke.fi/fi/projektit/vekki). Vesihomeinfektioiden
havaintojen yhteydessa ei tuloveden S. parasitica DNA-maara eronnut tilastollisesti DNA-
maarasta tulovedessd, kun vesihomeinfektioita ei havaittu (p=0,189), mutta poistovedessa S.
parasitica -mddrd oli tilastollisesti merkitsevasti korkeampi, silloin, kun vesihomeinfektioita
kaloissa esiintyi (p=0,025). Tulovedessa ei ollut korrelaatiota S. parasitica DNA-ma&arassa
verrattuna lampotilaan (p=0,198). Sen sijaan lampdtilalla ja S. parasitica DNA:n maaralla oli
selked negatiivinen korrelaatio (p=0,001), eli S. parasitica DNA:ta esiintyi poistovedessa
eniten kylman veden aikaan. Tama oli taysin erilainen korrelaatio lampédtilan ja veden S.
parasitica DNA-maarassa kuin laitoksella 3 ja vahvistaa kasitysta siita, ettd S. parasitica
esiintyy laitoksilla sekd vedessa etta kaloissa niin lampiman kuin kylman veden yhteydessa.
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Kuva 8. Laitoksen 5 vesindytteiden S. parasitica DNA-maarat tarkasteltuna tuloveden viidesta
eri ndytteenottopisteestd ja poistovedestd kahdesti viikossa 12.5-20.6.2022. Veden lampdtila
laitoksella ndyttenottoajankohtina ja altaiden % -osuus, joissa todettu ndytteenottohetkella
vesihome kaloissa.

Laitoksen 5 tulovesien S. parasitica DNA:ta seurattiin kevaallad 2022 viidesta eri tuloveden
naytteenottopisteestd ja poistovedestd. Tulovesissad havaittiin ensimmaisessa
naytteenotossa (12.5.22) pienid maaria S. parasitica DNA:ta pohjaputkessa vedenottamolla,
laitoksen tulovedessa ja ulkoaltaan tulovedessa ja satunnaisesti 2.6. ulkoaltaan tulovedessa
seka 16.6. pohjaputkesta vedenottamolta otetussa vesindytteessa. Laitoksen poistovedessa
havaittiin jatkuvasti S. parasitica DNA:ta (Kuva 8). Tama edelleen vahvistaa kasityst3 siitd,
ettd vesihome lisddntyy erittdin tehokkaasti kaloissa, ja muut tekijat kuin tuloveden S.
parasitica-maara vaikuttaa vesihomeen esiintymiseen laitoksen kaloissa, silloin kun laitoksen
kaloissa on jo todettu vesihomeinfektio. Altaiden osuus, joissa vesihomeisia kaloja esiintyi
laitoksella (%) eri ndytteenotto ajankohtina, ei korreloinut tilastollisesti merkitsevasti veden
[ampéotilan kanssa (p=0,07). Vaikka tulosten perusteella poistovedessa vaikuttaisi olevan
enemman S. parasitica DNA:ta silloin kun suuremmassa prosenttiosuudessa kala-altaita
havainnoitiin olevan vesihomeisia kaloja, tulos ei korreloinut tilastollisesti merkitsevasti
(p=0,095) (Kuva 8). Veden S. parasitica DNA-maaran vaihteluun poistovedessa vaikutti
vesihomeisten kalojen maaran lisaksi todennakdisesti myos kaytetyt kylvetykset.
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Liite 5. Muut patogeenit ja S. parasitica

Vesihomeisia kaloja tutkittiin vesihomeinfektioiden yhteydessa 11 kertaa. S. parasitica -
vesihomeen lisaksi kaloista 16ytyi bakteereista Flavobacterium psychrophilum yhdesti, Vibrio
anquillarum yhdesti, Chryseobacterium chaponense yhdesti ja lodobacter limnosediminis
seitseman kertaa ja kahdessa tutkimuserdssa ei spesifia bakteeria 16ytynyt (Taulukko 2).
Vesihomeen lisdksi kaloista |6ydettiin patologisissa tutkimuksissa ihovaurioita, joissa ei
kasvanut nakyvaa vesihometta, kahdeksassa tutkitussa erassa. Vain kolmessa kalaerdssa ei
selkeita ihovaurioita, vesihomeen aiheuttamien ihovaurioiden lisaksi, |16ytynyt ja tall6in ei
myoskaan spesifid bakteeria [6ytynyt (kaksi tutkimuseraa) tai I. limnosediminis eristettiin
munuaisesta (yksi tutkimusera). Usein bakteeri eristettiin ihovaurioista (Taulukko 2, kuva 9).

Taulukko 2. Laitoksilta tutkitut kalanaytteet vesihomeinfektioiden yhteydessa ja vesihomeen,
ihovaurioiden ja bakteerien esiintyminen tutkituissa kalanaytteissa

Laitos | Ndytteenotto @ Kalat, | Kalalaji | Ka Vesihomeisia | lhovaurioita | Bakteeri
pvm N paino | % %
(g)

1 1.6.2021 5 taimen 190 100 0 munuaisessa /.
limnosediminis

1 1.6.2021 2 taimen 131 100 50 munuaisessa /.
limnosediminis

2 7.7.2021 4 siika 258 100 40 munuaisessa
V. anquillarum

3 21.6.2021 7 merilohi | 9 29 29 ihovaurioissa /.
limnosediminis

3 6.7.2021 5 merilohi | 13 80 0 ei spesifia

3 27.10.2021 5 merilohi | 35 100 40 ihovaurioissa
F.
psychrophilum

5 17.11.2021 5 jarvilohi | 141 100 0 ei spesifia

5 1.12.2021 9 jarvilohi | 166 100 44 ihovauriossa .
limnosediminis
/C.
chaponense

5 12.5.2022 14 jarvilohi | 190 100 21 kiduksilla /.
limnosediminis

5 19.5.2022 15 jarvilohi | 236 100 73 ihovauriossa ja
kiduksella /.
limnosediminis

5 31.5.2022 6 jarvilohi | 209 100 50 ihovauriossa .
limnosediminis
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Kuva 9. Ihovaurio jarvilohen padassa.
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Liite 6. Vesihomeen estomenetelmat

Kahdella laitoksella seurattiin vesihomeinfektioiden yhteydessa annettujen kylvetysten
vaikutusta S. parasitica DNA:n maaraan vedessa. Laitoksella 1 tulovedessd huomattiin pieni
maara ainoastaan ennen kylvetysta. Poistovedessa S. parasitica DNA vaheni kylvetysten
jalkeen, mutta ero ei ollut tilastollisesti merkitseva (p=0,178). Laitoksella 3 eroa ei ollut
veden S. parasitica DNA-maarassa ennen ja jalkeen kylvetyksen (p=0,459) (Kuva 10).
Yksittdista syyta siihen, miksi laitoksilla oli tallainen ero kylvetysten vaikutuksessa ei voi
taman tutkimuksen perusteella sanoa, silla kalojen infektiostatus, veden parametrit, erilaiset
kylvetysaineet ja niiden erilainen kaytto, seka tuloveden S. parasitica -maara erosivat
laitosten valilld ja saattoivat vaikuttaa mitattuihin S. parasitica DNA-pitoisuuksiin eri

laitoksilla.
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Kuva 10. S. parasitica DNA-maarat tulovedessa ja poistovedessa ennen kylvetysta ja
kylvetyksen jalkeen. Laitos 1 = kahden altaan keskiarvo + keskihajonta, laitos 3 = kolmen
altaan keskiarvo + keskihajonta.

Kolmella laitoksella tutkittiin altaiden tyhjennyksen ja pesujen vaikutusta vesihomeen
maaraan tulo- ja poistovedessa. Laitoksella 1 ei saatu tilastollisesti merkitsevia tuloksia,
koska kahden tutkitun altaan vesindytteissa havaittiin niin vahaisia maaria S. parasitica
DNA:ta jokaisella ndytteenotolla (Kuva 11; Laitos 1). Laitoksella 3 (kolme allasta) ja 4 (kaksi
allasta) ei ollut merkitsevaa eroa ennen ja jalkeen altaiden pesujen, koska S. parasitica -
mddrdt vedessa olivat alhaisia, mutta kun uudet kalat tuotiin altaisiin pesujen jalkeen,
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vesihomeen maara nousi tilastollisesti merkitsevasti poistovedessa laitoksella 3 (p=0,018) ja
laitoksella 4 (p=0,05), mutta ei tulovedessa. Tama tulos osoittaa selvasti, etta vesihome siirtyi
altaiden veteen kalojen mukana.
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0'0 -
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Pesujen jalkeen

kalat altaassa
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S. parasitica DNA ng/I

Laitos 3
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Ennen pesuja Pesujen jalkeen
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Laitos 4
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Pesujen jalkeen

E j Pesujen jalk
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Kuva 11. S. parasitica DNA maarat tulovedessa ja altaan poistovedessd, kun vesinadytteet
otettiin ennen pesua (kalat altaassa), kalat siirrettiin pois altaasta ja vesindyte otettiin
tyhjasta altaasta pesujen jalkeen ja kun kaloja oli taas altaassa. Laitos 1 = kahden altaan
keskiarvo * keskihajonta, laitos 3 = kolmen altaan keskiarvo + keskihajonta, Laitos 4 = kahden
altaan keskiarvo * keskihajonta.
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Taulukkoon 3. on koottu yhteenveto tutkituista aineista, joita on kaytetty vesihomeen
estossa seka laboratoriossa etta laitosolosuhteissa. Talla hetkelld vesihomeen estossa
kaloille on eniten tutkimustietoa kylvetysaineista, joilla on yleinen mikrobeja tuhoava
vaikutus (esim. formaliini, suola, vetyperoksidi, boorihappo, peretikkahappo). Spesifisempi
vesihomeen estossa on esim. bronopoli, jonka tiedetaan inhiboivan dehydrogenaasi-
entsyymejd, mutta sille resistensseja vesihomekantoja on jo |6ydetty [22].

Taulukko 3. Laboratoriossa ja laitosolosuhteissa tutkittuja aineita vesihomeen estossa
lohikaloille ja niiden matimunille. Osa taulukossa 3. luetelluista kemikaaleista on vain
tutkimuskaytossa ja niita ei eldinten laakitsemislainsaadannon tai EU:n asetuksen 37/2010
mukaan kaikkia voi kdyttaa tuotantoeldimille. Aineiden pitoisuudet esitetty alkuperaisen

ldhteen mukaisesti.

Kylvetysaine Saprolegnia Vesihomeen estossa Raportoituja Lihteet
estossa toiminut pitoisuus sivuvaikutuksia ja /tai
kaytetty MLC | laitosolosuhteissa elintarviketurvallisuuden
pitoisuus perusteella kielletyt
laboratoriossa

Suola 20g/l,4°C Mati: 30 g/1 15 min Myrkyllisyys vaihtelee 3,5- [14, 23-

joka toinen paiva 150 g/|, riippuen 25, 42]
ymparistoolosuhteista ja
kalalajista
Vetyperoksidi 5000 ppm Maéti: 500 mg/I 30 min LCso Kirjolohi: 2,38g/1 7°Cja | [4, 5,
tai 1000 mg/I 15 min 0,218g/1 22°C. méti: 1000 17, 23,
paivittdin. Kala: 25 mg/l | pl/I 26]
huuhtelu

Boorihappo 400 pg/ml - Ruskuaispussipoikanen: | LCso 1,59g/I (Tilapia) [27-29]
0,7g/1(0,8g/l | 0,5g/l (jatkuva
itio) huuhtelu), Mati: 0,2-

1,4g/| (jatkuva
huuhtelu) 1-4g/I
(paivittainen kylpy)

Peretikkahappo 500 ppm Lohen poikanen: 0,2 — 0,2 — 1 mg/| paivittdiset [4, 30,
(Actidrox), 1 mg/l (VigorOX, huuhtelut vaikutti kasvuun | 31]
100 ppm paivittdinen huuhtelu,

(Detarox), 5 RAS-systeemi)
mg/|
(Wolfasteril)

Bronopol (Pyceze) 20 mg/l, (20 Kala: 15-30 mg/l, 30 - Resistentteja [22, 32-
mg/l itiét, 200 | 60 min paivittdinen vesihomekantoja 35]
mg /I n. 96% kylvetys. Mati: 30 -100
hyyfi mg/| 30 min paivittdin.
kuolleisuus
biofilmissa)

Formaliini (37% Kala: 0,05 -0,15 ml/I LCso kirjolohi 430 mg/I ja [9, 14,

formaldehydi) 60 min kylvetys lohi 64 mg/l. Aiheuttaa 15, 17,

paivittdin. Mati: 0,5 — kidusvaurioita. 18, 36]
1,5 ml/I joka toinen
paiva.

Kuparisulfaatti MLC 5000 Maéti: 30-50 mg/I Kuolleisuus karpilla (Grass (4, 28,
ppm, 400-600 | huuhtelu paivittdin. carp) nousi 1mg/I 37, 38]
mg/l, (1 mg/| Kuparikuitu 300g — pitoisuudessa. Madin
ei itididen 800g (esti kylvetyksen jalkeen
tuottoa) homehtumista, poikasissa kuparijaamia
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Jodoforit

Malakiittivihrea

Bentsoehappo

Propaanihappo /
Propionihappo

Jodietikkahappo

Maitohappo

Oksaalihappo

Viinihappo
Natriumkarbonaatti

Pentakalium-
bis(peroksimonosulfaatti)-
bis(sulfaatti) ja useita
muita (Virkon)

Triklosaani

Acetohydroxamic acid

Sulfametaksotoli
(antibiootti)
Kloramfenikoli
(antibiootti)

Glyseroli

Albendatsoli (loisladke)
Tiabendatsoli (loisldake,
fungisidi)
Atselaiinihappo

5ppm,0,8-1
pg/ml

250 ppm, 400-
600 pg/ml
4ml/182 %

hyyfi
kuolleisuus
biofilmissa

50 -100 ppm

(riipuen
Saprolegnia
lajista)
500 - 1000
ppm (riipuen
Saprolegnia
lajista)
1000-5000
ppm (riipuen
Saprolegnia
lajista)
> 5000 ppm
> 5000 ppm

1000 ppm

4 -6 pug /mi

600 — 800
pug/ml

800 pg/ml
800 pg/ml
>1000ug/ml
>1000ug/ml

>1000ug/ml

800 pg/ml

kuoriutumisprosentti n.
42%)

Mati: 100 mg/l 30 min
kylvetys

Kala: 0,25 mg/l 15 min
kylvetys 10 °C.

Teratogeeninen,
mutageeninen ja syopaa
aiheuttava. Ei hyvaksytty
kaytettavaksi
elintarviketuotantoeldimille
Ei hyvaksytty kaytettavaksi
elintarviketuotantoeldimille
Ei hyvaksytty kaytettavaksi
elintarviketuotantoeldimille

Toksinen

Ei hyvaksytty kaytettavaksi
elintarviketuotantoeldimille
Ei hyvaksytty kaytettavaksi
elintarviketuotantoeldimille

Kirjolohi: 71,3 pg/l toksinen
poikasille. Ei hyvaksytty
kaytettavaksi
elintarviketuotantoeldimille
Ei hyvaksytty kaytettavaksi
elintarviketuotantoeldimille
Resistenttiys

Ei hyvaksytty kaytettavaksi
elintarviketuotantoeladimilla

Ei hyvaksytty kaytettdvaksi
elintarviketuotantoeldimille

MLC = Minimum Lethal Concentration eli pienin kuolettava konsentraatio (Tasséa taulukossa
saprolegnia hyyfille, jos ei muuta mainittu)
LCso= Lethal Concentration 50 % eli pitoisuus joka aiheuttaa 50 % kuolleisuuden
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Liite 7. Kaytetyn eDNA menetelman luotettavuuden varmistaminen ja kehittaminen

Tassa tutkimuksessa kaytetty kvantitatiivinen gPCR-menetelma, joka mittaa vedesta S.
parasitica DNA:n maaria, on noninvasiivinen, eli kaloja vahingoittamaton, menetelma S.
parasitica -vesihome -maarien monitorointiin vesiviljelylaitoksilla. Menetelman spesifisyys S.
parasitica DNA:n toteamiseen vesindytteista tassa tutkimuksessa varmistettiin
sekvensoimalla PCR-tuotteet kahdelta eri laitokselta otetusta kymmenesta
poistovesindytteesta. Kaikkien naytteiden sekvenssi oli identtinen S. parasitica -vesihomeen
genomin ITS-alueeseen verrattuna, mika varmistaa osaltaan, ettd PCR:n kvantitoima DNA
vesindytteissa oli S. parasitica DNA:ta.

Vedessa olevan DNAn maaran analysoimiseksi mahdollisimman luotettavasti, tulisi vesindyte
saada laboratorioon suodatettavaksi vuorokauden kuluessa ndytteenotosta. Tutkimuksen
aikana huomattiin, etta varsinkin pidemmilla matkoilla vesindytteen logistiikka on erittdin
tyollistavaa, kallista ja joskus jopa mahdotonta vuorokauden kuluessa. Taméan vuoksi
testattiin alustavasti vesindytteen pakastamista, jolloin kuljetuksella ei olisi niin kiire ja
logistiikassa voitaisiin tehda joustoja.

Kun kalanviljelylaitoksilta tutkittuja S. parasitica-positiivisia poistovesinaytteita suodatettiin
24h kuluessa tai rinnakkainen vesindyte pakastettiin ja sailytettiin useita paivia -20 C° ja
sulatettiin ennen suodatusta, huomattiin, ettd PCR:lld havaittu DNA-m&ara vaheni selvasti
naytteestd pakastuksen vaikutuksesta, eika ollut ndin suoraan verrattavissa
pakastamattomaan vesindytteeseen, varsinkaan silloin kun ndytteessa oli pieni maara
DNA:ta (Kuva 12.).
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Pakastettu nayte 70,8 54,8 9,0 3,7 7,1

Kuva 12. S. parasitica DNA:n maara kalanviljelylaitosten poistovesindytteissa (vesindytteet) ja

samaan aikaan otetuissa pakastetuissa ja sulatetuissa poistovesindytteissa (pakastettu
nayte).

Toinen vaihtoehto logistiikan helpottamiseksi olisi suodattaa vesindytteet
kalanviljelylaitoksella. Tassa tutkimuksessa kokeiltiinkin eDNA-naytteenottoa laitoksella 5,
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tulovesindytteenottojen yhteydessa. eDNA-ndytteenotossa kaytettiin kannettavaa eDNA
naytteenotinta (Smith-Root) ja 2 litraa vetta suodatettiin kertakayttdisen, itsestdan sdilyvan
5 um filtterin (Smith-Root) [20] lapi ja PCR-analyysi suoritettiin suodattimesta eristetysta
DNA naytteestd, kuten laboratoriossa suodatettujen suodattimien PCR-analyysi. Tulosten
perusteella havaittiin, ettd eDNA-naytteiden inhibition vuoksi tassa tutkimuksessa kaytetty
PCR-menetelma tarvitsee validointia ennen kuin se soveltuu kadytettavaksi paikan paalla
tehtyyn eDNA-ndytteenottoon.
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