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Forord

Denne DTU Aqua rapport indeholder resultater opnaet gennem projektet "Reduceret brug og
udledning af miljgbelastende antibiotika fra dambrug (Sundt Dambrug)”. Projektet er finansieret
af Den Europaeiske Hav- og Fiskerifond (EHFF) og Fiskeristyrelsen, bevillingsnummer 33111-I-
21-082. Projektet er gennemfart i perioden 05-03-2021 til 31-10-2023 under ledelse af professor
Niels Lorenzen.

Projektets overordnede formal var at udvikle strategier og metoder som kan medvirke til at redu-
cere miljgbelastningen med medicinrester fra opdraet af regnbuegrreder i ferskvandsdambrug,
dels gennem reduceret behov for brug af antibiotika til sygdomsbekaempelse, og dels ved rens-
ning af vandet for antibiotikarester inden udledning til miljget.

Antibiotika bruges til behandling af bakteriesygdomme i fiskeopdraet. Reduceret behov for brug
af antibiotika er i projektet adresseret ved udvikling af strategier til forebyggelse af to bakterie-
sygdomme kendt som henholdsvis yngeldgdelighedssyndrom og r@dpletsyge. Farstnaevnte
sygdom er iszer problematisk i tidlige livsstadier, hvor den ubehandlet kan vaere arsag til stor
dedelighed, mens rgdpletsygen ikke er dedelig, men ofte rammer salgsklare fisk, som far uap-
petitlig hudpatologi, hvilket resulterer i lavere salgspris. Forskellige alternative forebyggelses- og
behandlingsmetoder mod disse sygdomme blev eksperimentelt undersagt i projektet med hen-
blik pa udvikling af veerktgijer til at reducere behov for behandling med antibiotika. Samtidig un-
dersagte vi muligheden for brug af treeflisfiltre til at fierne antibiotikarester fra udledningsvand
fra ferskvanddambrug. Tilsammen rummer de to tiltag muligheder for at reducere udledning af
miljgbelastende antibiotika fra dambrug til et minimum.

Lyngby, august 2025

Niels Lorenzen
Professor
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Liste over forkortelser

APRIL: A Proliferation-Inducing Ligand

BAFF: B cell Activating Factor

COD: Chemical Oxygen Demand

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

ERM: Enteric Redmouth Disease (enterisk readmundsyge, som skyldes en bakteriel infektion med Yer-
sinia ruckeri)

FIA: Freund’s Incomplete Adjuvant (hjaelpestof til vacciner)

FKC: Formalin-draebte bakterier

HPLC: High Performance Liquid Chromatography

IP: | bughulen (intraperitoneal)

MALDI-TOF MS: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight Mass Spectrometry

MLST: Multilocus Sequence Typing (Genetisk typing baseret pa DNA sekvens)

MLO: Midichloria-lignende organisme (speciel gruppe af bakterier, som lever inde i veertdyrets celler).

prdm1a: Transkriptionsfaktor, som regulerer udtryk af gener i immunsystemets celler.

PVC: Polyvinylklorid

gPCR: quantitative Polymerase Chain Reaction

RAS: Recirkulerende Akvakultursystemer

RGNNV: Red Grouper Nervous Necrosis Virus (smitsom virus fundet hos fisk, som opdraettes i Mid-

delhavet)

Rpm: Omdrejninger per minut

rRNA: ribosomalt RNA

RTFS: Rainbow Trout Fry Syndrome (=YDS pa dansk)

TYES: Trypton-geerekstrakt-salt-medium

VapA: Virulence-Associated Membrane Protein A. (Protein pa overfladen af bakterien Aeromonas,
som giver sygdom i bl.a. regnbuegrreder.

VLP: Virus-lignende partikel

YDS: Yngeldadelighedssyndrom (bakteriel infektion med Flavobacterium psychrophilum)
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Sammendrag

Projektet er opdelt i tre arbejdspakker og resultaterne af hver arbejdspakke er opsummeret nedenfor.

AP1 (arbejdspakke 1) omhandler reduceret behov for brug af florfenicol gennem forebyggelse af YDS
(yngeldadelighedssyndrom). Arbejdet har omfattet forsgg med styring af vandparametre (temperatur
og saltholdighed) samt vaccination for forebyggelse af YDS. En af udfordringerne i arbejdet med ud-
vikling af forebyggende strategier for YDS har siden sygdommens erkendelse veeret at smitte under
eksperimentelle betingelser kun fremkaldte en hgj grad af sygdom, nar fiskene blev smittet ved injek-
tion, hvorimod smitte ved badinfektion var noget lavere og bl.a. meget afhaengig af det benyttede bak-
terie-isolat. Indledningsvis i projektarbejdet lykkedes det imidlertid at karakterisere en hgj-virulent vari-
ant af bakterien, Flavobacterium psychrophilum, som kunne fremkalde udpraeget grad af sygdom ved
naturlig (bad-) smitte i laboratoriet. Denne og besleegtede varianter af bakterien blev efterfalgende ka-
rakteriseret genetisk, da det er vigtigt at kunne fglge deres udbredelse og sikre at forebyggende tiltag
ogsa virker mod disse varianter. Forsgg med haevet vandtemperatur under smitteforsgg gav ikke den
forventede beskyttende effekt mod YDS. Derimod viste det sig, at tilseetning af salt (NaCl) til vandet
kunne haamme savel sygdom som smittespredning i fiskebestanden. Resultaterne var sa lovende, at
saltbehandling efterfalgende blev testet i starre skala under kommercielle betingelser pa et akvakul-
turanleeg (samarbejde med Grindsted Saettefisk). Her sa vi at saltbehandlingen gav en uges forsin-
kelse mht. sygdomsudbrud, men ikke eliminerede behovet for at behandle fiskene for YDS. Der var
dog en del praktiske udfordringer med tilseetning og monitering af saltkoncentrationen pa produktions-
anleegget, som betyder at resultatet ma tages med forbehold. Vi haber at kunne gentage afprgvnin-
gen i en mere kontrolleret opsaetning i naer fremtid. Den planlagte afprgvning af en kommerciel vac-
cine mod YDS kunne ikke gennemfgres, fordi vaccinen ikke blev markedsfart pga. utilstraekkelig ef-
fekt under test hos producenten. | stedet testede vi en raekke forskellige vaccine-formuleringer base-
ret pa draebte bakterier under eksperimentelle betingelser. Desvaerre gav ingen af disse tilstreekke-
ligbeskyttelse til at danne grundlag for afprgvning under kommercielle betingelser. Da der derfor var
behov for udvikling af nye vaccine strategier, testede vi et nyt koncept baseret pa dekorering af virus-
lignende partikler (VLP) med antigenkomponenter fra sygdomsfremkaldende bakterier. Resultaterne
viste at disse partikler gav et steerkt immunsvar i fiskene og vi planleegger at afprgve konceptet mod
YDS i regi af nye projekter. Samlet set har arbejdet resulteret i etablering af en ny og effektiv model
for afprevning af YDS-forebyggende strategier under laboratoriebetingelser, ny viden om de syg-
domsfremkaldende bakterier, en potentiel strategi for YDS-forebyggelse gennem saltbehandling, og
udvikling af et nyt lovende vaccinekoncept for forebyggelse af bakterielle sygdomme hos dambrugs-
fisk.

AP2 omhandler reduceret behov for brug af sulfatrim gennem forebyggelse af radpletsyge. Arbejdet
har omfattet opfglgende forsgg med tidlig naturlig eksponering af mindre fisk ved at holde disse sam-
men med starre fisk med tydelig sygdom i form af radpletsyge-laesioner. Det lykkedes herved at over-
fore sygdommen, som de sma fisk ret hurtigt kom igennem uden tab. Efterfalgende smitte nogle ma-
neder senere viste at den tidlige eksponering havde gjort fiskene immune overfor sygdommen. Resul-
taterne pegede desuden p4, at taet kontakt mellem smittede og usmittede fisk var ngdvendig for at
opna tilstreekkelig smitteoverfersel. Sygdomsoverfgrsel alene med vand fra smittede fisk gav mindre
effektiv overfgrsel. Projektet har bidraget til udvikling af en potentiel strategi for forebyggelse af rad-
pletsyge. Da dambrugeren, hos hvem dette koncept skulle have veeret testet i praksis, blev ngdt til at
lukke de relevante enheder ned af skonomiske arsager, og det efter en rundspegrge blandt Dansk
Akvakulturs medlemmer ikke lykkedes at finde andre velegnede dambrug for afprgvning af konceptet,
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blev arbejdet med radpletsyge under eksperimentelle betingelser prioriteret. Som planlagt blev effek-
ten af temperaturen pa radpletsyge undersggt. Her viste resultaterne, at hgje vandtemperaturer gav
et hurtigere sygdomsforlagb, mens lave temperaturer forsinkede sygdomsudviklingen markant. Forsag
med injektion af kortisol, et stress-relateret hormon som haammer immunforsvaret, viste at kortisol
haemmede sygdommen, hvilket igen indikerede, at symptomerne med de ragde pletter helt eller delvis
skyldes fiskens immunrespons péa infektionen. Molekyleere undersggelser af huden viste, at kortisolen
virkede haammende, men interessant nok i mindre grad og mere komplekst i selve hudlzesionerne.
Samlet set har projektet saledes resulteret i vigtig ny viden om rgdpletsyge kombineret med en me-
tode, der forventes at kunne bruges til forebyggelse af sygdommen.

AP3 omhandler fiernelse af antibiotika fra udlgbsvand. Arbejdet omfattede som planlagt ferst treeflis”
evne til at absorbere forskellige antibiotika fra vandet under kontrollerede laboratoriebetingelser. Her
blev anvendst to forskellige metoder: Dels batch-tests, hvor forskellige meengder treeflis blev tilsat et
givet vandvolumen med en startkoncentration pa 100 ug antibiotika/L, og dels gennemlgbs-tests, hvor
vand med en given koncentration af antibiotika blev pumpet igennem et rgr-filter. | begge tilfeelde blev
antibiotika koncentrationen efter absorption/gennemigb sammenlignet med startkoncentrationen. Re-
sultaterne viste at traeflis kunne fijerne en stor andel af 3 hyppigt anvendte antibiotika (oxolinsyre, tri-
metoprim og sulfadiazin), mens florfenicol (som typisk anvendes til behandling af sygdommen YDS,
der blev arbejdet med i AP1) ikke blev fijernet fra vandet ved traeflisfiltrering. | forbindelse med syg-
domsbehandling med antibiotika pa et dambrug med traeflisfilter, blev koncentrationen af antibiotika i
vandet undersggt far og efter filteret i to feltstudier. | det ene studie blev der anvendt oxolinsyre, og
her blev en stor del af stoffet (93%) fiernet fra vandet ved passage af treeflisfilteret. | det andet studie
blev der anvendt kombinations-praeparatet "sulfatrim”, som indeholder bade trimethoprim og sulfadi-
azin. Her viste resultaterne at treeflisfilteret fiernede ca. 75% af trimethoprim, ligesom acetyl-sulfadi-
azin koncentrationen blev reduceret. Sidstnaevnte blev dog modsvaret af en tilsvarende stigning i sul-
fadiazin koncentrationen, hvilket formentlig skyldes at acetyl-sulfadiazin omseettes bakterielt til sulfadi-
azin. Samlet set er der saledes en lovende effekt af traeflisfilterring i forhold til at fierne visse antibio-
tika fra vandet, mens der er behov for yderligere viden og afpravning af forskellige flis/filter-typer for
andre antibiotika.
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English summary

The project is divided into three work packages, and the results of each work package are summa-
rized below.

WP1 (Work Package 1) concerns the reduced use of florfenicol through prevention of RTFS (Rain-
bow Trout Fry Syndrome). The work included experiments with the management of water parameters
(temperature and salinity), as well as vaccination for the prevention of RTFS. One of the challenges in
developing preventive strategies for RTFS, since the disease was first recognized, has been that in-
fection under experimental conditions only induced disease when the fish were infected by injection,
whereas bath challenge infection has caused lower level of disease, highly depending on e.g. the
used bacterial isolate. However, at the beginning of the project, we succeeded in characterizing a
highly virulent variant of the bacterium Flavobacterium psychrophilum, which could induce a high level
of disease via natural (bath) infection in the laboratory. This and related variants of the bacterium
were subsequently genetically characterized, as it is important to be able to track their spread and en-
sure that preventive measures are also effective against these variants. Experiments with elevated
water temperature during infection trials did not provide the expected protective effect against RTFS.
In contrast, it was found that the addition of salt (NaCl) to the water could delay the disease and re-
duce the spread of infection in the fish population. The results were so promising that salt treatment
was subsequently tested on a larger scale under commercial conditions at an aquaculture facility (in
collaboration with Grindsted Seettefisk). Here, we saw that salt treatment provided a one-week delay
but did not eliminate the need to treat the fish for RTFS. However, there were several practical chal-
lenges with the addition and monitoring of salt concentration at the production facility, meaning that
the result should be interpreted with caution. We hope to repeat the trial in a more controlled setup
soon. The planned trial of a commercial vaccine against RTFS could not be carried out because the
vaccine was not marketed due to insufficient efficacy during the manufacturer’s tests. Instead, we
tested a range of different vaccine formulations based on killed bacteria under experimental condi-
tions. Unfortunately, none of these provided sufficient protection to warrant testing under commercial
conditions. Since there was therefore a need to develop new vaccine strategies, we tested a new con-
cept based on decorating virus-like particles (VLPs) with antigen components from pathogenic bacte-
ria. The results showed that these particles elicited a strong immune response in the fish, and we plan
to test the concept against RTFS in future projects. Overall, the work has resulted in the establish-
ment of a new and effective model for testing RTFS-preventive strategies under laboratory conditions,
new knowledge about the pathogenic bacteria, a potential strategy for RTFS prevention through salt
treatment, and the development of a promising new vaccine concept for the prevention of bacterial
diseases in farmed fish.

WP2 concerns the reduced use of sulfa-trim through prevention of red mark syndrome. The work in-
cluded follow-up experiments with early natural exposure of smaller fish by keeping them together
with larger fish with clear signs of red mark syndrome lesions. This succeeded in transmitting the dis-
ease, which the small fish overcame relatively quickly without losses. Subsequent infection several
months later showed that the early exposure had rendered the fish immune to the disease. The re-
sults also indicated that close contact between infected and uninfected fish was necessary to achieve
sufficient transmission. Transmission of the disease solely via water from infected fish resulted in less
effective transmission. The project has contributed to the development of a potential strategy for the
prevention of red mark syndrome. Since the fish farmer who was to have tested this concept in prac-
tice had to shut down the relevant units for economic reasons, the trial could not be conducted as
planned. Furthermore, a survey among members of Danish Aquaculture did not identify other suitable
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facilities for testing the concept. Therefore, work on red mark syndrome was prioritized under experi-
mental conditions. As planned, the effect of temperature on red mark syndrome was investigated.
Here, the results showed that high water temperatures led to a faster disease course, while low tem-
peratures significantly delayed disease development. Experiments with injection of cortisol, a stress-
related hormone that suppresses the immune system, showed that cortisol inhibited the disease,
which again indicated that the symptoms of red spots are wholly or partly due to the fish's immune re-
sponse to infection. Molecular investigations of the skin showed that the cortisol had a suppressive
effect on immune factors, but surprisingly that this effect was more complex in the lesions. Overall,
the project has thus resulted in important new knowledge about red mark syndrome, combined with a
method expected to be useful for the prevention of the disease.

WP3 concerns the removal of antibiotics from effluent water. As planned, the work first examined the
ability of woodchips to absorb various antibiotics from water under controlled laboratory conditions.
Two different methods were used: batch tests, where different amounts of woodchips were added to a
given water volume with a starting concentration of 100 pg antibiotic/L, and flow-through tests, where
water with a given concentration of antibiotics was pumped through a pipe filter. In both cases, the an-
tibiotic concentration after absorption/flow-through was compared with the starting concentration. The
results showed that woodchips could remove a large proportion of three commonly used antibiotics
(oxolinic acid, trimethoprim, and sulfadiazine), while florfenicol (typically used for the treatment of
YDS, which was addressed in WP1) was not removed from the water by woodchip filtration. In con-
nection with disease treatment with antibiotics at a fish farm with a woodchip filter, the concentration
of antibiotics in the water was examined before and after the filter in two field studies. In one study,
oxolinic acid was used, and here a large proportion of the substance (93%) was removed from the
water by passage through the woodchip filter. In the other study, the combination drug "sulfatrim",
which contains both trimethoprim and sulfadiazine, was used. Here, the results showed that the
wood-chip filter removed about 75% of trimethoprim, and the acetyl-sulfadiazine concentration was
also reduced. The latter, however, was offset by a corresponding increase in sulfadiazine concentra-
tion, probably because acetyl-sulfadiazine is bacterially converted to sulfadiazine. Overall, there is
thus a promising effect of wood- chip filtration in relation to the removal of certain antibiotics from wa-
ter, while further knowledge and testing of different chip/filter types is needed for other antibiotics.
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1. Reduceret brug af florfenikol gennem forebyggelse
af YDS — AP1

1.1 Introduktion

Florfenikol er et relativt nyt antibiotikum, som takket vaere et bredt virknings-spektrum og lav toxicitet
har fundet bred veterinaer anvendelse til sygdomsbehandling hos svin, kvaeg, fierkrae og fisk. Dette
har imidlertid betydet oget forekomst af resistente bakterier (Li et al., 2020), hvilket er problematisk
bade i forhold til miljgmaessige aspekter og i forhold til stoffets anvendelighed pa laengere sigt. Ved
opdraet af regnbuegrreder i dambrug bruges florfenicol specielt til behandling af sakaldt yngeldadelig-
hedssyndrom (YDS), som her er en af de mest tabsvoldende sygdomme (DANMAP 2019 - Use of An-
timicrobial Agents and Occurrence of Antimicrobial Resistance in Bacteria from Food Animals, Food
and Humans in Denmark., 2019).

Arsagen til YDS er bakterien Flavobacterium psychrophilum. F. psychrophilum blev identificeret og
isoleret for farste gang i Danmark i december 1985 (Dalsgaard & Harlyck, 1990), og en undersggelse
i perioden 1991-1994 viste, at denne bakterie var arsagen til YDS (tidligere teenkt at vaere et multifak-
torielt sygdomskompleks) (Lorenzen et al., 1991; Lorenzen & Olesen, 1996). Symptomer og dgdelig-
hed afhaenger af fiskens stgrrelse. Hos yngel (0.2-2 g), kan dedeligheden vaere 30-90%, og der ses
symptomer som bleg lever, gra nyre, blege geeller, forstgrret milt og hvid, sker tarm. Hos sma saette-
fisk (2-10 g) kan dedeligheden veere 10-15% med symptomer som forstgrret milt, bladning i mundre-
gionen og pa den indre organer samt blodmangel. Hos stgrre fisk (50-200 g) ses symptomer som sar
pa siden af kroppen, blege geeller og udvikling af blindhed, og infektionen er ofte kronisk (Lorenzen &
Olesen, 1996). En undersggelse fra 1998 viste, at omkring en trediedel af al regnbuegrredyngel det
ar dgde pga. YDS, svarede til 18 mio DKK i direkte omkostninger (Jensen et al., 2003). Sygdomsud-
brud pga. YDS er steget med arene. Man ser primaert de hgje dagdeligheder hos yngel, men igennem
de senere ar ses der ogsa i RAS-anlaeg en hgjere forekomst af YDS hos starre fisk, ofte i form af sar.
Det kan veere ngdvendigt at behandle en batch af fisk flere gange med florfenikol i forbindelse med
sygdomsudbrud.

| AP1 fokuserede vi pa at udvikle strategier (vaccination, salt- og temperaturbehandling) mod yngel-
dadelighed (YDS) for at reducere brug af florfenikol pa dambrug.

Hvis F. psychrophilum kan holdes i skak, vil en stor del af medicinforbruget pa bl.a. yngelstadiet
kunne nedsaettes. Da fiskene helst skal vaccineres tidligt, vil bad- eller dypvaccination veere at fore-
traekke. Det er muligt at dyp-vaccinere yngel mod andre sygdomme, men pt. findes der ingen kom-
mercielle vacciner mod YDS. Forskere ved Stirling Universitet har dog rapporteret, at det med en mal-
rettet vaccine er muligt at beskytte yngel under laboratorieforhold (Hoare et al., 2017) . Vaccinen var
baseret pa draebte bakterieisolater fra britiske dambrug. Tilsvarende var gnsket i dette projekt at af-
pr@ve en vaccine baseret pa danske isolater og undersgge dens beskyttende effekt over for syg-
domsudbrud pa danske dambrug, ogsa defineret som afprgvning af en sakaldt autovaccine strategi,
hvor vaccinen fremstilles ud fra bakterier isoleret pa det bestemte dambrug og derfor er malrettet til
netop dette dambrug. Endvidere har tidligere forsgg vist, at fisk som har gennemgaet en infektion
med F. psychrophilum uden alvorlig sygdom/dadelighed kan etablere beskyttende immunitet (Loren-
zen et al., 2010), og at opsaltning eller opvarmning af vandet kan nedsaette dadeligheden i forbin-
delse med infektionen (Madsen & Dalsgaard, 2004). | projektet planlaegges det at udnytte disse ob-
servationer og udvikle en strategi for naturlig modstandsdygtighed over for YDS ved opvarmning eller
saltning af vandet i forbindelse med (kontrolleret) infektion med F. psychrophilum.
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Den mest lovende metode vil efterfglgende blive afprgvet og optimeret under dambrugsforhold, hvil-
ket pa leengere sigt skal fgre til reduktion af behovet for brug af florfenikol til behandling af YDS.

1.2 Isolering og karakterisering af F. psychrophilum isolater

Vi isolerede og karakteriserede 8 udvalgte F. psychrophilum isolater indsamlet fra dambrug ved feeno-
typiske (f.eks. serotype, antimikrobiel resistensprofil, proteolytisk aktivitet, gliding motility, bestem-
melse af mediandadelig dosis ved fiskefors@g) og genotypiske analyser (WGS, Oxford Nanopore
R10.4.1 pore chemistry, antimikrobiel resistensprofil og virulensmarkgrer).

Figur 1 viser procedurer brugt ved isolering og karakterisering af nye F. psychrophilum isolater. Prg-
veudtagning var det farste led i isolering af F. psychrophilum. Praver fra nyre, milt og hjerne blev ud-
taget sterilt og udstreget pa TYES-agarplader og inkuberet ved 15 °C i 4-5 dage (op til 2 uger). Identi-
fikation af bakterie-kolonier blev verificeret ved brug af MALDI-TOF MS (Jansson et al., 2020). Efter
isolering blev isolaterne naermere karakteriseret, bade faenotypisk og genotypisk. Serotypebestem-
melsen blev foretaget vha. en PCR-baseret metode udviklet af Rochat et al. (2017). Antimikrobiel re-
sistens profiler blev analyseret ved brug af disc diffusionstest og bestemmelse af minimal inhibitory
concentrations (MIC-test) (CLSI, 2020; Dalsgaard, 2014) med fokus pa antibiotika som bruges i dam-
brug (for eksempel, oxolinsyre og florfenicol). Proteolytisk aktivitet og gliding motility blev undersggt
for nogle af isolaterne ved hjeelp af protokoller udviklet af Barbier et al. (2020), Dalsgaard and Mad-
sen (2000), Rochat et al. (2019), Sundell et al. (2019) [protokollerne fokuserede pa nedbrydning af
forskellige substrater]. Bestemmelse af dgdelig dosis 50% (bakterie-dosis som slar 50 procent af fisk i
en gruppe ihjel) blev vurderet ved fiskeforsgg (Sundell et al., 2019). Til at vurdere genotypiske karak-
teristika blev DNA ekstraheret og sekvenseret (Nanopore teknologi). Genomer blev analyseret med
fokus pa MLST typning, virulens-markgrer og antimikrobielle resistensgener.

1. Baktericlogisk undersegelse af regnbuegrred og identifikation af Flavobacterium psychrophilum kolonier

,» ldentifikation af erfarne medarbejdere
(bekrzeftet af MALDI-TOF MS)

Preveudtagning af fisk ————  Inspektion af kolonier

Praver fra

indre organer

er stribet pa

det passende
medier og efter
inkubation, kolonier
er inspiceret og

s subkultiveret,

hvis af interesse

2. Fanotypisk og genotypisk karakterisering af de nye £ psychrophilum isolater

Fanotypiske karakteristika Genotypiske karakteristika
Serotype Genom sekventering
Antimikrobiel resistensprofil MLST typning
Proteolytisk aktivitet Analyse af virulens og antimikrobielle resistensgener
Gliding motility e T ——

Median dedelig dosis

Serotype Genom analyse

Figur 1. Oversigt for isoleringsprocedurer (1) og karakterisering (2) af Flavobacterium psychrophilum iso-
later.
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Det blev fundet, at isolaterne tilhgrte den samme serotype (kaldet 2 eller Th) med forskellige virulens-
niveauer (nedbrydning af forskellige substrater/gliding motility/ dadelig dosis 50%). Nogle af dem var
resistente overfor florfenikol (og med florfenikol resistensgener) (Donati & Madsen, 2023, 2024). Fun-
det af florfenikol-resistens understreger vigtigheden og ngdvendigheden af at fortseette vores arbejde
pa dette omrade. Pt. er florfenikol-resistens hos F. psychrophilum isolater overvejende kun fundet pa
ét dambrug, men chancen for spredning eksisterer. For yderligere detaljer vedrarende faenotypiske og
genotypiske karakteristika for de nyere F. psychrophilum isolater henvises til indsendt artikel af Donati
& Madsen (indsendt artikel).

Blandt de 8 isolater blev to udvalgt til en sammenlignende undersagelse af eksperimentelle infekti-
onsmetoder (intraperitoneal injektion (IP) og bad), hvor malet var at udvikle reproducerbare og palide-
lige infektionsmetoder til at teste de formodede vacciner og andre behandlinger. Reproducerbarheden
af intraperitoneal injektion er veldokumenteret ved inficering af fisk med F. psychrophilum (Madsen &
Dalsgaard, 1999), omend denne metode adskiller sig fra hvordan en infektion vil forega pa et dam-
brug. For at tilneerme os naturlige forhold fokuserede vi pa at udvikle en reproducérbar badinfektions-
metode (Madsen & Dalsgaard, 1999) (Gesto et al., 2021). Figur 2 viser proceduren til at evaluere in-
fektionsmetoderne. Isolaterne blev dyrket i flere flasker for at producere et stort volumen til bade IP-
og badinfektioner. Til IP-infektionen blev fisk bedavet og herefter inficeret med en specifik dosis af
bakterier. Til badinfektionen blev bakterie-bouillonen fortyndet med ferskvand i 8 L akvarier og fiskene
efterladt svemmende i blandingen i nogle timer. Der var ikke signifikant forskel pa overlevelsesraten
mellem de to isolater ved brug IP-infektion, mens det ene isolat ved badinfektion viste en signifikant
hgjere overlevelsesrate sammenholdt med det andet isolat. Baseret pa disse resultater blev isolatet
med den laveste overlevelsesrate ved badinfektion valgt til infektionsforsgg for at teste vacciners
samt salt- og temperaturbehandlingers effekt pa overlevelsesraten.

Intraperitoneal injektion (IP)

Bedgvelse

Overlevelsesanalyse:

Evaluering af fiskenes
overlevelse over tid

Figur 2. Udvikling af reproducerbare og palidelige infektionsmetoder. Fra venstre mod hgijre viser bille-
derne de forskellige trin, der er fulgt for at evaluere IP og badinfektionsmetoder med de to udvalgte isola-
ter. Det forste trin var dyrkning af bakterier i hgj koncentration og i stort volumen (da vi foretog badinfek-
tionen). Billederne til venstre viser feerdige bakteriekulturer i forskellige typer flasker efter 48 timers inku-
bation ved 15 °C. Til badinfektion blev fardige bakteriekulturer fortyndet med ferskvand i 8 L akvarier og
fiskene efterladt svommende i blandingen i nogle timer. For begge infektionsmetoder blev fiskens overle-
velse fulgt over tid, og til sidst blev der udfart en overlevelsesanalyse.
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1.3 Vaccination mod YDS

Under projektet blev effektiviteten af forskellige typer
af vacciner (baseret pa draebte bakterier af Flavo-
bacterium psychrophilum) testet i tre fiskeforsag i vo-
res fiskestald (DTU Aqua). Et overblik over de testede
vacciner i de tre fiskeforsag findes i Tabel 1. Vacci-
nerne blev primaert administreret ved bad, og stikvac-
cination blev inkluderet som en positiv kontrol. Efter
vaccination fik fiskene tid til at respondere pa vacci-
nen i ca. 6 uger (Figur 3), inden de blev udsat for
smitte med Flavobakterier.

Fiskestgrrelsen er en kritisk parameter, nar man ar-
bejder med YDS, fordi fiskene typisk bliver mindre
modtagelige nar de bliver 3-4 g og sterre (Madsen &
Dalsgaard, 1999). | nogle fors@g naede fiskene sale-
des at blive lidt for store til, at der kunne opnas en hg;j
andel af syge fisk i kontrol-vaccinegruppen. Figur 4.
viser resultaterne fra et af vaccinationsforsggene,
hvor det trods den forholdsvis lave andel af syge fisk,
var tydeligt at den IP-injicerede vaccine gave en vis
beskyttelse, mens ingen af bad-vaccinerne havde ef-
fekt.

Figur 3. Vaccinerede fisk i kar i karantane
omrade i DTU Aqua.

Da der saledes var behov for udvikling af nye vaccinestrategier, blev et nyt koncept baseret pa deko-
rering af virus-lignende partikler (VLP) med antigenkomponenter fra sygdomsfremkaldende bakterier
testet. Her brugte vi en anden bakterie, Aeromonas salmonicida, som beskrevet i afsnit 1.3.1 neden-
for. Resultaterne viste, at disse partikler gav et steerkt immunsvar i fiskene, og det planlaegges at af-

prave konceptet mod YDS i regi af nye projekter. Arbejdet var et samarbejde mellem Sundt Dambrug
og to andre forskningsprojekter og med kolleger pad Kabenhavns Universitet.

Tabel 1. Oversigt over vaccine-fiskeforsgg, vaccinations- og bakterielle infektionsprocedurer.

Vaccine formulering L Fisk vaegt Bakteriel infektion
Forsgg - - Vaccination
] Grupper  F. psychrophilum Y. ruckeri Adjuvant  PBS metod v.ed ) Metode og tid Fisk vaegt
Bakt. Bakt. vaccination
1 Vaccine nr.1 X - - - IP 3-4g IP; 6 uger efter vax 7-88
1 Kontrolnr.1 - - X IP 3-4¢g IP; 6 uger efter vax 7-88
2 Vaccine nr.1 X - X Bad 0.5-0.8g Bad;6ugereftervax 1-2g
2 Vaccine nr.2 X X - Bad 0.5-0.8g Bad;6ugereftervax 1-2g
2 Vaccine nr.3 X X X Bad 0.5-0.8g Bad;6ugereftervax 1-2g
2 Vaccine nr.4 X X X Bad 0.5-0.8g Bad;6ugereftervax 1-2g
2 Kontrolnr.1 - - - X Bad 0.5-0.8g Bad;6ugereftervax 1-2g
2 Kontrolnr.2 - - X - Bad 0.5-0.8g Bad;6ugereftervax 1-2g
2 Vaccinenr.1 X - IP 0.5-0.8g Bad;6ugereftervax 1-2g
2 Kontrolnr.1 - - - X IP 0.5-0.8g Bad;6ugereftervax 1-2g
3 Vaccinenr.1 X - - Bad 1-2g Bad; 5uger eftervax  3-4g
3 Vaccine nr.2 X X - Bad 1-2¢g Bad; 5 uger eftervax  3-4g
3 Vaccine nr.3 X X - Bad 1-2g Bad; 5uger eftervax  3-4g
3 Vaccine nr.4 X - - Bad 1-2¢ Bad; 5 uger eftervax  3-4g
3 Kontrolnr.1 - X - Bad 1-2g Bad; 5ugereftervax 3-4g
3 Kontrolnr.2 - - X Bad 1-2g Bad; 5 uger eftervax  3-4g
3 Vaccinenr.1 X - - - IP 1-2g Bad; 5ugereftervax 3-4g
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Figur 4. Eksempel pa resultat af vaccinationsforsgg. Figuren viser den procentvise overlevelse i grupper
af vaccinerede fisk efter smitte med F. psychrophilum. Procent overlevelse ved afslutning af fiskeforseg
er angivet for hver gruppe i signatur-forklaringen. Fiskene, som blev stikvaccineret med drabte Flavo-
bakterier (Vaccine nr. 1, lysebla kurve), var signifikant bedre til at modsta infektionen end kontrolgrup-
perne (Kontrol nr. 1 og 2, hhv. gra og sort kurve). Ingen af de gvrige grupper, som alle blev bad-vaccine-
ret, udviste beskyttende effekt. Som i andre smitteforseg, blev fisk med tydelige symptomer pa sygdom
aflivet ved neddypning i vand tilsat bedevelsesmiddel. Alle dede og aflivede fisk var positive for F.
psychrophilum og der var ingen dedelighed pa grund af F. psychrophilum i de ikke-smittede.

1.3.1 Afprovning af antigen-dekorerede virus-lignende partikler som vaccine
mod furunkulose i regnbuegrreder

Vacciner baseret pa virus-lignende partikler bruges blandt andet mod livmoderhalskreeft som forarsa-
ges af humant papillomavirus (HPV) hos mennesker og har ogsa givet lovende resultater som vacci-
ner mod nogle virusinfektioner i fisk (Barsge et al. 2021). Konceptet er baseret pa, at man far kolibak-
terier til at masseproducere et virusprotein, som af sig selv samles til virus-lignende partikler (VLP er).
Disse VLP er ligner viruspartikler udefra, og er derfor gode til at aktivere immunsystemet. Men fordi
de ikke indeholder noget arvemateriale fra virus, er de ikke smitsomme og helt ufarlige. For at udnytte
sadanne VLP ers evne til at fremkalde immunitet mod andre sygdomme, har forskere pa Kgbenhavns
Universitet udviklet en teknologi til at koble andre vaccinekomponenter (antigener) udenpa VLP er.
Konceptet blev blandt andet brugt til udvikling af en lovende vaccine mod COVID-19 (Fougeroux et al
2021), men har ikke veeret afprgvet i fisk. Under projektet har vi brugt dette koncept til at udvikle en ny
type rekombinant vaccine mod fiskesygdommen furunkulose, som forarsages af bakterien Aeromo-
nas salmonicida (A. salmonicida). Det er en alvorlig sygdom hos regnbuegrreder i akvakultur, og eksi-
sterende vacciner yder ikke altid tilstraekkelig beskyttende effekt, hvilket som ved YDS ngdvendigger
brug af antibiotika. Vi valgte denne bakterie til forsgget, fordi den er lidt bedre karakteriseret end den
bakterie, som forarsager YDS, og man ved at et bestemt overfladeprotein kaldet "VapA” udger en po-
tentiel vaccinekomponent. Vaccinen var saledes baseret pa virus-lignende partikler (VLP’er), dekore-
ret med VapA-antigen fra bakterien A. salmonicida. Arbejdet med fremstilling og afprevning af vacci-
nen under eksperimentelle betingelser er beskrevet nedenfor. Resultaterne er publiceret "Frontiers in
Immunology” (Yang et al. 2023).
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VLP'er blev fremstillet ved at udtrykke kapsidproteiner fra enten red grouper nervous necrosis virus
(RGNNV) eller Acinetobacter-fag AP205 i E. coli. VapA-proteinet fra A. salmonicida blev koblet til
VLP'erne ved hjeelp af SpyTag/SpyCatcher-teknologi (figur 5 og 6).

Aeromonas salmonicida

Adayer T - Gram-negative bacterium causin

*** VapA >> cell's major surface protein

antigen
i Spy 2
Catcher N
+ ) — 3 L
SpyTag™" 8 ==~ W
VapA
VLP VapA

VLP-VapA

Figur 5. Aeromonas bakterien har yderst en proteinkappe, som primaert bestar af VapA-proteinet. Dette
protein blev koblet pa VLP partikler ved hjalp af et peptid-bindingskoncept kendt som SpyTag-SpyCat-
cher.

Fremstillingen af VLP-VapA-vaccinerne involverede flere trin, herunder ekspression af VapA-SpyCat-

cher i E. coli, oprensning ved hjaelp af affinitetskromatografi, og kobling til VLP-SpyTag (figur 5 og 6).
Optimering af reaktionsbetingelserne var afgarende for at opna hgjt udbytte og kvalitet af vaccinen.

Coupling of VLP-SpyTag and VapA-SpyCatcher
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Most of capsid protein involved in VLP would be conjugated with VapA.

Figur 6. Gel-elektroforese, hvor proteiner separeres efter storrelse, de storste migrerer langsomst (averst
i billedet). Nar VLP-partiklerne med SpyTag blandes med VapA bundet til SpyCatcher, sker der en auto-
matisk sammenkobling. Reaktionen laves med overskud af VapA. Herved bliver det meste capsid protein
koblet til VapA, og bliver derved stoerre. Dette kan ses gelelektroforese, hvor "VLP” bandet afleses af et
andet band (VLP-VapA versus VLP).
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Figur 7. Resultaterne viste, at VLP'er med VapA kunne fremstilles og oprenses succesfuldt. Elektronmi-
kroskopi og dynamisk lysspredning bekraeftede VLP'ernes struktur og sterrelse.

Regnbuegrreder blev vaccineret med VLP-VapA-vacciner ved intraperitoneal (IP) injektion og smittet

med A. salmonicida gennem IP injektion efter 7 uger (figur 9). Antistofresponset blev analyseret, og
beskyttelsesgraden blev sammenlignet med en traditionel vaccine-type baseret pa draebte bakterier.

In vivo testing of the VLPs decorating VapA

Rainbow trout

13£2g
12°C 50 days 69 days
| I’
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RGNNV VLP-VapA
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+ans -L.P challenge with A. sal
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Figur 8. Vaccinationsforseg med VapA-dekorerede VLP-partikler. Formalin-drabte bakterier (FKC) indgik
som positiv kontrol. Derudover blev vaccinerne testet med og uden hjaIpestoffet FIA.

Vaccinerede fisk udviklede et staerkt antistofrespons mod VapA uanset kapsidprotein. Beskyttelses-
graden for VLP-vaccinerne var sammenlignelig med den traditionelle bakterievaccine. Sa vidt vi ved,
er det for fgrste gang herved pavist, at antigen-dekorerede VLP'er kan anvendes som vaccine mod
bakteriel sygdom hos laksefisk (figur 9 og 10).
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Figur 9. Antistof-reaktion i serum (blod) fra vaccinerede fisk v mod hhv. A. salmonicida bakterier og Vap-
A malt i ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Specielt hos fisk vaccineret med VLP-vaccine
kombineret med FIA, ses der et kraftigt respons mod VapA.
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Figur 10. Kumulativ dedelighed af fisk, som 50 dage efter vaccination (Buffer er kontrolgruppen) blev
smittet med A. salmonicida. @rreder vaccineret med RGNNV VLP-VapA + FIA, har den laveste dedelig-
hed. Under eksperimentelle betingelser aflives fiskene med en overdosis af bedovelse, nar de viser tegn
pa sygdom. Sadanne aflivede fisk henregnes under ”dedelighed”, nar resultatet af smitteforseget gores
op.

Samlet set kan vi konkludere, at den VLP-baserede vacciner mod furunkulose viser lovende resultater
og har potentiale til at bidrage til forbedret sundhed og velfeerd i grredopdreet. Metoden har flere for-
dele, herunder ingen risiko for sygdomsoverfgrsel, hgj immunstimulerende kapacitet og mulighed for
at tilfgje forskellige antigener til VLP-platformen.
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Denne innovative tilgang til fiskevacciner kan bidrage til en mere bzeredygtig akvakultur ved at redu-
cere behovet for brug af antibiotika og forbedre fiskesundheden. Vi har saledes vist at VLP-teknolo-
gien giver mulighed for udvikling af effektive og sikre vacciner til akvakultursektoren, ikke kun mod vi-
rale sygdomme, men nu ogsad mod bakterielle infektioner.

Yderligere forskning er nadvendig for at optimere vaccinen og undersgge langtidseffekter. Fremtidige
studier ber omfatte test af vaccinen i starre skala, undersggelse af krydsbeskyttelse mod forskellige
A. salmonicida-stammer, udvikling af VLP-vacciner mod andre fiskesygdomme som YDS og optime-
ring af produktionsprocessen med henblik pa4 kommerciel anvendelse. Dertil kommer at vaccinen, for
at veere aktuel til tidlig vaccination af sma fisk, ma kunne gives ved bad eller gennem foderet.

1.4 Naturlig immunisering mod YDS

Salt- og temperaturbehandlinger mod YDS blev testet ved kontrollerede laboratoriefiskeforsag (tre fi-
skeforsag i alt). Saltbehandling (1%) medfarte en reduktion i spredningen af infektionen, mens tempe-
raturbehandling (forhgjet vandtemperatur) fgrte til en gget YDS-dgdelighed.

| laboratoriet kan F. psychrophilum dyrkes mellem 4 og 25 °C og ved saltholdigheder op til 1% (10
g/L), mens bakterierne potentielt kan opfagre sig anderledes, nar de er i fiskene og pa dambrug. Da
det valgte F. psychrophilum isolat ikke kunne overleve i saltvand (1%) i laboratoriet, karte vi vores far-
ste fiskeforsag hvor vi skiftede ferskvand til saltvand (1%) enten dagen efter badinfektionen eller ved
dedelighedsstart. Den samme lave YDS-dgdelighed sas i alle grupperne, fordi fiskene var lidt starre
(3-4 g), end den starrelse fisk vi normalt bruger ved YDS bad-infektionsforsag. Der var ingen forskel i
dadelighed i saltbehandlingsgrupperne. Fiskestgrrelsen er en kritisk parameter, nar man arbejder
med YDS, fordi modellens reproducerbarhed sndres, nar fiskene bliver 3-4 g og derover, og selve
badinfektionen er svaerere at fa til at sla an pa starre fisk. Derfor blev fiskeforsaget med saltbehand-
ling gentaget med mindre fisk. | det efterfelgende fiskeforsag testede vi salt- (1%) og haevet tempera-
tur (18 °C) (0.5-0.7 g regnbuegrreder). | en gruppe skiftede vi ferskvand til saltvand (1%) dagen efter
badinfektionen (Figur 11), mens vi i temperaturgrupperne ggede temperaturen fra 12-13 °C til 17-18
°C enten dagen efter badinfektionen eller ved begyndende dedelighed. Der var ingen forskel ved
sammenligning mellem de endelige overlevelsesprocenter, men overlevelseskurverne af salt- og tem-
peraturbehandlingsgrupperne (startende dagen efter badinfektionen) var anderledes sammenholdt
med overlevelseskurven for den positive kontrol (ferskvand, 12 °C). Vi kunne se, at saltbehandlingen
forsinkede infektionen og reducerede de kliniske symptomer (f.eks. sar pa kaeben), mens haevet tem-
peratur forarsagede en acceleration af YDS-dgdeligheden. | vores tredje og sidste fiskefors@g fokuse-
rede vi pa saltbehandling (1% hele tiden), og fiskene (1-2 g regnbueg@rreder) blev inficeret ved en co-
habitationsmodel, som er lidt teettere pa, hvordan infektionen sker pa dambrug, end bad- og IP-infekti-
onsmetoderne. Ved co-habitation inficeres en del af fiskene i en gruppe ved injektion med bakterien i
bughulen (kaldet IP (intraperitioneal) infektion), og man felger s&, om de @vrige fisk i gruppen far in-
fektionen. Overlevelsen blandt fiskene i saltvandsgruppen var signifikant hgjere (43%) end overlevel-
sen i den positive kontrol (ferskvand, 18%).
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Figur 11 Billeder af akvarier med fisk under eksperimentelle infektionsforseg. (A) Fiskene eksponeres for
bakterier ved badinfektion. (B) Efter badinfektion.

Resultaterne er nyligt indsendt til publicering i det videnskabelige tidsskrift "Journal of Fish Diseases”
og dannede grundlag for at teste den forebyggende effekt af saltvand under dambrugsbetingelser,
som beskrevet i fglgende afsnit. Donati et al. 2025.

1.5 Forseg med forebyggelse af YDS pa dambrug

Vi samarbejdede med Grindsted Saettefisk dambrug (Figur 12) for at teste saltbehandling (0.5%) i fel-
ten. Dambrugeren havde etableret to strenge (hver streng bestadende af 8 kummer) med samme
batch af fisk i begge strenge. En af strengene blev behandlet med salt. Feltforsgget kgrte i perioden
august-september 2023. Til at monitorere F. psychrophilum infektionsniveauet blev prgver (fisk) sendt
til DTU, hvor evt. F. psychrophilum blev isoleret og karakteriseret.

A -
Figur 12. Billede fra Grindsted Sattefisk RAS facilitet (A). (B) Regnbuegrredyngel.

Overblik over feltforsgget pa Grindsted Saettefisk dambrug er praesenteret i Figur 13. Syv dage efter
fors@gsopstarten (august 2023) blev fisk i begge strenge behandlet med florfenicol pa grund af YDS.
Bakterien kunne ikke isoleres i prgver udtaget en maned efter antibiotika-behandlingen, men YDS-

Reduceret brug og udledning af miljgbelastende antibiotika fra dambrug 19



infektionen dukkede op igen syv dage efter denne prgvetagning i prgver fra strengen med "fisk uden
salt”. En senere opstart i dadelighed i den salt-behandlede gruppe sas i forhold til gruppen uden salt.
Ligeledes var der en tendens til lavere forekomst af bakterierne hos fiskene, som blev holdt i saltvand,
specielt i starten af forlgbet Dgdelighederne blev dog ens over tid (14-20%) i begge grupper. Figur 14
viser resultaterne af monitorering af F. psychrophilum infektionsniveauet, hvor bakteriologisk undersg-
gelse af pragver fra dambrug blev udfgrt for hver gruppe i forsaget. Ved serotypeundersggelse af ud-

valgte isolater blev den samme serotype fundet hos de undersggte isolater.

01-08-2023

ID-DF-ZOZB 17-08-2023

FISK MED SALT
10-08-2023

FISK UDEN SALT

10-08-2023

To strenge (8 kar i hver streng)

med samme fiskebesztning, hvor

kun den ene gives salt.

0.25 g fisk (4.000stk/Kg; 800.000stk

i hver streng)

Temp: haeves gradvist fra 12°9C
(kleekkereden) til 200C,

Salt: tilseettes 3 gange dagligt i
afgasnings-omrade (zndret til: at give
saltet ved fiskene), 0.35-0.55% (5%o)
Fodring: 4.6%

I perioden 10-08 til 17-08 blev fiskene
behandlet med oxolinsyre ("mavepine")

stet.
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NO.1

01-09-2023

07-09-2023

14-09-2023
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NO.2

YDS dgdelighed |

01—1|0— 023

20-09-2023 31_099-2023

Yés fed atypiske symptomer,

ikKe vaesenlig dedelighed

PROVETAGNING
NO.3

17-08-2023

Fisk med salt (0.23g):
Fp fra 9 af 10 fisk
Fisk n sal .22
Fp fra alle 10 fisk

07-09-2023
Fisk med salt (1.49):

21-09-2023
Fisk med salt (3.7g):

Fp ikke fundet (10 fisk)
Fisk uden salt {1.6g):
Fp ikke fundet (10 fisk)

Fp fra 4 af 5 fisk
(2 fra indre organer

og 2 kun fra mucus)

*VDS . PROVETAGNING

Figur 13. Overblik over feltforseg pa Grindsted Sattefisk dambrug, hvor saltbehandling (0.5%) blev te-

Fisk uden salt (3.1¢):
Fp fra alle 5 fisk
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Karakterisering Karakterisering

Fisk :1V] BU BU :1V]

:1V]
i b isk: isk: Serot
Anlzzg FiSKhE species Sl Sl Milt Nyre Hjerne Slim Galler AL
vaegt(g) laengde(cm)

18-08-2023 | Med salt 1 O. mykiss 0,2 3,1 + + + ND - 1
18-08-2023 Med salt 2 0. mykiss 0,21 3,1 + + - ND + ND
18-08-2023 | Med salt 3 0. mykiss 0,29 3,4 + + + ND - 1
18-08-2023 | Med salt 4 0. mykiss 0,27 3,3 + + + ND + ND
18-08-2023 | Med salt 5 O. mykiss 0,21 31 ND + + ND + ND
18-08-2023 | Med salt 6 O. mykiss 0,24 2,9 ND + + ND - ND
18-08-2023 | Med salt 7 O. mykiss 0,22 3 - + - ND - ND
18-08-2023 Med salt 8 0. mykiss 0,16 29 - - - ND - ND
18-08-2023 | Med salt 9 0. mykiss 0,25 3,1 + + + ND - ND
18-08-2023 | Med salt 10 0. mykiss 0,26 33 + + + ND - ND
18-08-2023 | Uden salt 11 O. mykiss 0,27 32 + + + ND + ND
18-08-2023 | Uden salt 12 O. mykiss 0,24 3,1 + + + ND + 1
18-08-2023 | Uden salt 13 O. mykiss 0,16 2,8 + + + ND + ND
18-08-2023 | Uden salt 14 0. mykiss 0,24 3,1 + + + ND + ND
18-08-2023 | Uden salt 15 0. mykiss 0,13 2,7 ND + + ND + ND
18-08-2023 | Uden salt 16 O. mykiss 0,21 3,1 + + + ND + ND
18-08-2023 | Uden salt 17 O. mykiss 0,23 32 + + + ND + 1
18-08-2023 | Uden salt 18 O. mykiss 0,19 2,8 + + + ND + ND
18-08-2023 | Uden salt 19 0. mykiss 0,29 3 + + + ND + ND
18-08-2023 | Uden salt 20 0. mykiss 0,22 2,9 ND + + ND + ND
08-09-2023 | Med salt 21 O. mykiss 0,96 41 - - - ND - ND
08-09-2023 | Med salt 22 O. mykiss 1,21 43 - - - ND - ND
08-09-2023 | Med salt 23 O. mykiss 1,52 48 - - - ND - ND
08-09-2023 [ Med salt 24 0. mykiss 1,48 51 - - - ND - ND
08-09-2023 Med salt 25 0. mykiss 1,5 4,6 - - - ND - ND
08-09-2023 | Med salt 26 0. mykiss 1,37 5 - - - ND - ND
08-09-2023 | Med salt 27 O. mykiss 1,79 51 - - - ND - ND
08-09-2023 | Med salt 28 O. mykiss 0,96 4,5 - - - ND - ND
08-09-2023 | Med salt 29 O. mykiss 1,39 4,7 - - - ND - ND
08-09-2023 [ Med salt 30 0. mykiss 1,87 51 - - - ND - ND
08-09-2023 | Uden salt 31 0. mykiss 1,06 4,5 - - - ND - ND
08-09-2023 | Uden salt 32 0. mykiss 1,84 51 - - - ND - ND
08-09-2023 | Uden salt 33 O. mykiss 19 51 - - - ND - ND
08-09-2023 | Uden salt 34 O. mykiss 1,32 48 - - - ND - ND
08-09-2023 | Uden salt 35 O. mykiss 1,76 4,9 - - - ND - ND
08-09-2023 | Uden salt 36 0. mykiss 1,57 51 - - - ND - ND
08-09-2023 | Uden salt 37 0. mykiss 1,64 49 - - - ND - ND
08-09-2023 | Uden salt 38 O. mykiss 191 51 - - - ND - ND
08-09-2023 | Uden salt 39 O. mykiss 1,26 4,6 - - - ND - ND
08-09-2023 [ Uden salt 40 0. mykiss 147 48 - - - ND - ND
21-09-2023 | Med salt 41 O. mykiss 4,51 6,9 - - - - - ND
21-09-2023 | Med salt 42 0. mykiss 3,38 6,2 + + + + + 1
21-09-2023 | Med salt 43 0. mykiss 4,82 7,2 - - - + + 1
21-09-2023 | Medsalt a4 O. mykiss 2,95 59 - - - + - ND
21-09-2023 [ Med salt a5 0. mykiss 2,7 57 + + + + ND
21-09-2023 | Uden salt 46 O. mykiss 2,54 57 - - - + - ND
21-09-2023 | Uden salt 47 0. mykiss 2,03 55 + + - + - 1
21-09-2023 | Uden salt 48 0. mykiss 2,68 5,9 + + + + + ND
21-09-2023 | Uden salt 49 0. mykiss 1,67 53 + + + + + ND
21-09-2023 | Uden salt 50 O. mykiss 6,37 7.8 + - - - - 1

Legend
Bakteriologisk undersggelse (BU) pa TYES-A:
+ F. psychrophilum Positiv
- Negativ (uden bakteriel vaekst)

Not determined (ikke bestemt)

Figur 14. Resultaterne af monitorering af F. psychrophilum infektionsniveauet i de to grupper af fisk i for-
saget med forebyggende saltbehandling pa dambrug.
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1.6 Konklusion

F. psychrophilum er et vigtigt fiskepatogen, der forarsager varierende grad af sygdom og dedelighed i
danske akvakulturbrug. Infektion med patogenet behandles med florfenikol, da andre antibiotika brugt
i dansk akvakultur har vist sig at vaere mindre effektive. Resistens over for dette antibiotikum er dog
set i kliniske isolater indsamlet fra et dansk RAS-system igennem de senere ar. Pt. er florfenikol-resi-
stens hos F. psychrophilum isolater overvejende kun fundet pa ét dambrug, men chancen for spred-
ning eksisterer. Det er saledes ngdvendigt at fortseette forskningen fokuseret pa udvikling af alterna-
tive terapier og profylaktiske foranstaltninger til at kontrollere denne bakterielle infektion.

De vacciner, der er testet i dette projekt, har ikke veeret succesfulde. Da der derfor var behov for ud-
vikling af nye vaccinestrategier, blev et nyt koncept baseret pa dekorering af virus-lignende partikler
(VLP) med antigenkomponenter fra sygdomsfremkaldende bakterier testet. Her brugte vi A. salmoni-
cida bakterien, fordi et potentielt vaccineantigen tidligere er beskrevet for denne bakterie. Resulta-
terne viste, at disse partikler gav et steerkt immunsvar i fiskene, og det planlaegges at afprgve koncep-
tet mod YDS i regi af nye projekter.

Saltbehandling (1%) medfarte en reduktion i spredningen af infektionen, mens temperaturbehandling
(forhgjet vandtemperatur) farte til en gget YDS-dadelighed. Saltbehandling (1%) gav positive resulta-
ter, der indikerer dets potentielle brug til at forsinke og forhindre YDS-udbrud. Derudover viste forela-
bige feltforseg med saltbehandling (i samarbejde med Grindsted Seettefisk) en forsinkelse af infektion
ved gget saltholdighed. Dette er genstand for en ny projektansagning for yderligere at undersgge
dets gennemfarlighed.

Overordnet set vil fremtidige undersggelser fokusere pa fglgende emner:
- Evaluering af robustheden af saltbehandlingens forebyggende effekt
- Effekt af saltbehandling pa mikrobielle samfund (fisk og dambrugsmiljg)
- Undersggelse af synergien ved saltbehandling i kombination med andre behandlinger sdsom
fagterapi
- Yderligere undersggelse af vandtemperaturers effekt pa Flavobacterium psychrophilum / YDS
- Fortseettelse af vaccineudvikling
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2. Reduceret brug af sulfa-trim gennem forebyg-
gelse af rgdpletsyge - AP2

2.1 Introduktion

Radpletsyge skyldes en relativt ubeskrevet intracelluleer bakterie, som kaldes ”Midichloria-lig-
nende organisme” (MLO). Eneste behandlingsmulighed er for nuveerende med antibiotika
(Schmidt et al 2021). Rgdpletsyge er ikke dadelig, men er til gengaeld problematisk for afsaet-
ningen af hele fisk (f.eks. som portionsarreder, til put and take-fiskeri etc.), da fiskene far store
rede leesioner og dermed et uappetitligt udseende. Sygdommen rammer oftest portionsfiskene
lige omkring det tidspunkt, at de skal seelges, hvilket giver opdreetterne problemer med afsaet-
ningen i form af tab af kunder og lavere salgspris eller det planlagte flow pa anleegget edelaeg-
ges hvis opdreetteren veelger at beholde fiskene til symptomerne forsvinder (Schmidt et al
2018). Uanset hvad opdraetteren veelger, vil det medfgre et tab og behandling med antibiotika
indebeerer tillige risiko for udvikling af antibiotikaresistens, hvilket reducerer mulighederne for at
behandle bakteriesygdomme og det er derfor gnskveerdigt at reducere antibiotikaforbruget.

Som alternativ til behandling af radpletsyge med antibiotika, arbejdede vi i denne arbejdspakke
videre pa et forebyggelseskoncept, hvor saettefisk (sma regnbuegrreder) bevidst udsaettes for
smitte. De indledende skridt til dette koncept blev taget i GUDP-projektet "Shelterfish”
(https://icrofs.dk/en/research/danish-research/organic-rdd-4/shelterfish/). Den overordnede idé
er, at da sygdommen ikke er dedelig, kan sma fisk smittes pa en kontrolleret made, og herefter
udvikle et mildt sygdomsforlgb, som er overstaet nar fisken opnar en salgsklar starrelse samti-
dig med at fisken har opbygget beskyttende immunitet. Der er imidlertid nogle ubesvarede
spargsmal, som vi har forsggt at belyse: 1) Hvordan stress pavirker udvikling af redpletsyge; 2)
Hvordan temperaturen pavirker udvikling af rgdpletsyge; og 3) Hvordan man kan smitte fiskene
pa en hensigtsmaessig made.

Disse tre spagrgsmal har vi forsggt at besvare via kontrollerede eksperimentelle forsgg i facilite-
terne pa DTU Aqua i Lyngby. Punkt 3 var planlagt hovedsageligt som praktiske feltforsgg med
tidlig smitte pa et opdreetsanlaeg, men disse matte opgives. De kraftigt stigende energipriser i
projektperioden i forbindelse med Ruslands invasion af Ukraine bevirkede at de faciliteter, der
skulle bruges til dette formal, matte lukkes ned.

2.2 Hvordan pavirker stress udviklingen af redpletsyge?

En af arsagerne til at vi fokuserede pa stress, var gjenvidneberetninger fra personer i opdraets-
erhvervet, som beskrev observationer af at levende fisk under transport kunne fa en forveerring
af rgdpletsygesymptomerne. Transport er stressende for regnbuegrreder, og giver ggede korti-
solniveauer (Tacchi et al 2015). En langvarig forggelse i kortisolniveauet pavirker immunrespon-
sen negativt, og saenker altsa evnen til at reagere pa patogener. Langvarig stress kunne altsa
teenkes at pavirke responsen mod den bakterie, der forarsager radpletsyge, og dermed pavirke
udviklingen af patologi. S& om end transporten ikke giver langvarig stress, og dermed sandsyn-
ligvis ikke er arsag til eventuelt forveerret patologi, sa var det alligevel interessant at undersgge
effekten af stress pa redpletsyge. Observationer af vores eksperimentelt smittede fisk fra tidli-
gere forsgg tydede nemlig pa, at fiskens almene helbredstilstand sa ud til at pavirke udviklingen
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af radpletsyge — men direkte modsat af, hvad man normailt ville forvente: Jo mere sund og rask
en smittet fisk forekom (fraregnet radpletsygen), des voldsommere var dens rgdpletsygesymp-
tomer. Disse observationer forsggte vi at eftervise eksperimentelt.

Da radpletsyge har et langstrakt sygdomsforlgb, var det vigtigt for undersggelsen, at fiskene var
stressede over en laengere periode. Der er flere mader at stresse fisk pa eksperimentelt. Disse
inkluderer at seenke vandstanden, og at jage fiskene rundt i tanken med et net eller lignende.
Men disse metoder giver akut stress, og skal gentages dagligt for at have en kronisk effekt. |
stedet benyttede vi os af implantater indeholdende stresshormonet kortisol. Kortisol produceres
naturligt af bAde mennesker og fisk i forbindelse med stress. Disse implantater frigav kortisol
over leengere tid, og gav en fysiologisk effekt svarende til langvarig stress. Kokosolie blev be-
nyttet som matrix til at iblande kortisol for langsom frigivelse. Kokosolie har den egenskab, at
den er flydende omkring stuetemperatur, mens den heerder ved lavere temperatur. Vi kunne
altsa injicere kokosolien i bughulen pa de relativt kolde (12 °C) fisk, hvor den naesten gjeblikke-
ligt heerdede og dannede et depot, der langsomt frigav kortisol over forsggsperioden. Som kon-
trolgruppe for effekten af kortisol, blev en gruppe af fisk, injiceret med kokosolie uden kortisol.
For at pavise en eventuel effekt af kokosolie alene, blev der inkluderet en gruppe fisk, der slet
ikke blev injiceret. Endelig blev der inkluderet en gruppe fisk, der hverken blev injiceret eller
smittet med MLO.

Forsggsopsatning

Forsaget blev udfart i en 1000 L tank ved 12 °C, 12:12 timers lys:marke og udfodring med 1%
kommercielt grredfoder (BioMar A/S, Brande, Danmark) dagligt. Vandet blev beluftet gennem
luftsten, og der var gennemstrgmning med omkring 125 L frisk vand i timen.

Da vi ikke kan isolere og dyrke den bakterie, der forarsager radpletsyge, smitter vi fiskene ved
co-habitering, hvilket bestar i at holde syge fisk med r@dpletsygesymptomer (trojanere) i samme
kar som naive, raske fisk (co-habitanter). Smittemodellen med r@dpletsyge er beskrevet i Jor-
gensen et al (2019).

Ved forsggets start var der trojanere og 40 co-habitanter, der fordelte sig pa 5 behandlingsgrup-
per & 8 fisk pa omkring 200 g. De 5 behandlingsgrupper var 1) injektion af kortisol i kokosolie
ved start af co-habitering; 2) injektion af kortisol i kokosolie efter 35 dages co-habitering (kort
inden forventet begyndende rgdpletsygesymptomer); 3) injektion af kokosolie ved start af co-
habitering; 4) injektion af kortisol i kokosolie efter 35 dages co-habitering, og 5) ingen injektion
(figur 15). De to behandlingstidspunkter blev valgt for at observere en eventuel specifik effekt af
stress pa 1) modtagelighed for smitte (injektion ved start af co-habitering) samt 2) en specifik
effekt pa udvikling af patologi. Desuden var der overvejelser om hvor lzenge kortisolen i implan-
tatet ville frigives i maengder, der kunne taenkes at pavirke fiskens immunsystem tilstreekkeligt til
at der kunne males en effekt. Vi var derfor ikke sikre pa, at injektion af implantat ved forsggs-
start ville sikre tilstraekkelig kortisolfrigivelse i hele forsggsperioden. Desuden holdt vi 6 ikke-
smittede negative kontrolfisk fra samme batch af fisk som de smittede i en 180 L tank.

Pa dagen for start af co-habitering, blev alle kommende co-habitanter bedgvet i benzokain

(~100 mg/L), og malt og vejet. Herefter blev de relevante fisk injiceret med enten kokosolie
alene (0,5 mL) eller kortisol oplgst i kokosolie (40 mg i 0,5 mL kokosolie).
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Trojanerne blev fiernet efter 8 dage, da de pa dette tidspunkt allerede var i ophelingsstadier, og
de derfor ikke lzengere frigav smitteagens. Samtidig blev alle co-habitanter bedgvet i benzokain
(~100 mg/L), malt og vejet, og deres radpletsygesymptomer blev scoret (der var ingen sympto-
mer pa dag 8). Samme procedure gennemgik de pa dag 35 (hvor relevante fisk samtidig blev
injiceret), 49 og 70 — p& dag 70 dog med den forskel, at de blev aflivet i en overdosis benzokain
og herefter prgvetaget (figur 15).

Radpletsygesymptomerne er karakteriseret ved fokalt adem, hyperaemi og skeelresorption. Det
giver sig til udtryk i velafgraensede omrader af huden, der er haevede, anderledes farvede end
resten af huden (farven afhaenger af udviklingsstadiet af redpletsyge, men géar fra hvidlig, over
pink og hgjred i de aktive faser, og herefter radbrun, brun og gralig i ophelingsfaserne), samt at
skaellene i moderate til svaere udviklingsstadier resorberes af osteoclaster, hvorfor skeellene en-
ten er mere utydelige, eller helt mangler centralt i lsesionerne. Scoren, der tildeles hver fisk, er
altsa baseret pa disse tre faktorer, og fisken tildeles en overordnet score alt efter om det vurde-
res at fisken er uden symptomer, har meget milde symptomer, milde symptomer, moderate
symptomer eller sveere symptomer.

Co-habitering

startes
A
Dag  -153 -72 0 8 35 49 70
| , L1 ! 1
3 ¥ v vV Vv
Alle fisk injiceres Trojanere Alle fisk vejes, males og scores
med PIT meerke smittes l ‘
Trojanere Forseg afsluttes
fiernes og
v

fisk prevetages
Implantatinjiceres

Figur 15. Tidslinje fra forseget med effekt af kronisk stress pa udviklingen af redpletsyge.

Materialer og metoder

Pravetagningen ved forsggsafslutningen pa dag 70 bestod i 1 mL blod udtaget fra halevenen (i
1,5 mL eppendorfrgr pa is), herefter et hudskrab fra omradet mellem rygfinnen og sidelinjen pa
fiskens venstre side (i rundbundet 2 mL eppendorfrgr med ATL-buffer (Qiagen)), to stykker hud
fra en redpletsygelaesion og et stykke hud fra et omrade uden synlig patologi (i hver deres 1,5
mL eppendorfrgr med RNAlater (Invitrogen) og endelig blev udtaget en hudprave til histologi (i
formalin). Efter alle fisk var pragvetaget, blev prgverne bragt til laboratoriet eller placeret ved -80
°C indtil videre processering.
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Hudpraverne blev dels brugt til at male maengden af MLO (hudskrab, samt det ene hudstykke
fra laesion), og dels til at male udtryk af immungener (det andet hudstykke fra laesion, samt styk-
ket fra ikke-pavirket hud). MLO blev kvantificeret ved qPCR og normaliseret som beskrevet i
Jorgensen et al. (2019). Genudtrykket blev ligeledes malt med gPCR. Praverne til histologi blev
behandlet efter velafprgvede standardforskrifter, indstebt i paraffin, hvorefter tynde snit blev lagt
pa objektglas og farvet med haematoksylin og eosin. Til maling af meengden af antistoffet IgM
og kortisol i serum blev i begge tilfeelde benyttet ELISA.

Kortisol

Vi malte maengden af kortisol i alle co-habitanterne ved forsggsafslutningen pa dag 70 efter
start af co-habitering. Resultaterne er vist i figur 16. Der var ikke signifikant forskel (p>0,05) pa
kortisolniveauerne i serum fra grupperne, der enten blev injiceret med kun kokosolie, ikke blev
injiceret, eller hverken blev injiceret eller smittet. Derimod var der forskel i kortisolniveauerne,
nar man sammenlignede de to grupper, der blev injiceret med kortisol (pa dag 0 og 35) med de-
res respektive kontrolgruppe kun injiceret med kokosolie, og ligeledes med gruppen, der hver-
ken blev injiceret eller smittet. Gruppen, der blev injiceret pa dag 35, havde ligeledes signifikant
forskellige kortisolniveauer sammenlignet med den ikke-injicerede gruppe, mens gruppen injice-
ret pa dag 0 ikke kunne pavises at veere forskellig fra den ikke-injicerede gruppe, hvilket for-
mentlig ma tilskrives at denne gruppe var reduceret til kun 4 fisk. Konklusionen er dermed, at
implantatet frigav kortisol over lang tid, og at vi kunne male forhgjede kortisolniveauer sammen-
lignet med kontrollerne selv 70 dage efter injektion. Forsggets design var saledes solidt, men
hvilke effekter havde sa disse forhgjede kortisolniveauer?
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Figur 16. Grafen viser kortisolniveauerne malt i serum dag 70 efter starten af forsgget. Der er ikke
signifikant forskel (p>0,05) pa kortisolniveauerne i serum fra grupperne, der enten blev injiceret
med kun kokosolie, ikke blev injiceret, eller hverken blev injiceret eller smittet. Derimod er der for-
skel i kortisolniveauerne, nar man sammenligner de to grupper, der blev injiceret med kortisol (dag
0 og 35) med deres respektive kontrolgruppe kun injiceret med kokosolie, og ligeledes med grup-
pen der hverken blev injiceret eller smittet. Gruppen injiceret dag 35 har ligeledes signifikant for-
skellige kortisolniveauer sammenlignet med den ikke-injicerede gruppe, mens gruppen injiceret
dag 0 ikke kan pavises at vaere forskellig fra den ikke-injicerede gruppe, hvilket formentlig ma til-
skrives at denne gruppe var reduceret til kun 4 fisk. *0.05>p>0.01, **0.01>p>0.001.

Serum IgM

Da stress er immundaempende, forventede vi at grupperne injiceret med kortisol ville have la-
vere niveauer af serum IgM sammenlignet med deres respektive kontroller. IgM er et af tre typer
antistof, der findes i fisk. De to andre er IgT og IgD. IgM er dog langt det mest almindelige i se-
rum. Antistoffer bliver ofte dannet som reaktion pa en infektion. Specielt for rgdpletsyge har vi
tidligere vist, at IgM produceres i store maengder lokalt i hud med rade pletter. Vores resultater
viste, at de smittede fisk havde hgjere IgM-maengder i serum sammenlignet med ikke-smittede
kontrolfisk — dog var dette ikke signifikant for grupperne injiceret med kortisol (figur 17). Om-
vendt var der dog ikke signifikant lavere maengde IgM i serum hos de kortisolbehandlede grup-
per sammenlignet med de andre grupper.
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Figur 17. Grafen viser serum IgM-niveauerne dag 70 efter starten af forsgget. Der er ingen signifi-
kant forskel i serum IgM-niveauerne mellem de fem smittede grupper af fisk. Det ses derimod at
smitte generelt leder til en gget produktion af serum IgM. Sammenlignet med ikke-smittede kontrol-
fisk, er der nemlig hgjere serum IgM-niveauer i de grupper af fisk, der ikke blev injiceret eller blev
injiceret med kokosolie alene. Om end der er tendens til hajere IgM-niveauer ogsa i de kortisol-inji-
cerede grupper, er disse ikke signifikant forskellige fra de den ikke-smittede gruppe. Altsa er der
en tendens til at injektion med kortisol pavirker produktionen af IgM, om end denne effekt ikke er
meget markant. *0,05>p>0,01.

Patologi

Patologien blev vurderet pa bedgvede fisk pa dag 8, 35, 49 og 70. Patologien blev scoret ud fra
en kombination af farve samt graden af gdem og skeelresorption. Ud fra dette blev fiskene pla-
ceret i én af fglgende grupper: Ingen patologi, meget mild, mild, moderat og sveer patologi. Re-
sultaterne er vist i figur 18. Ingen af de kortisol-injicerede fisk udviste svaere symptomer, mens i
alt 8 fisk fra de andre grupper blev scoret med svaer patologi. Omvendt var begge de fisk, der
slet ikke udviklede synlig patologi fra gruppen, injiceret med kortisol dag 35. Der var signifikant
forskel (95% konfidensinterval) mellem grupperne, der fik kokosolie hhv. kortisol i kokosolie dag
35. Kortisolen havde altsa en deempende effekt pa redpletsygepatologien.
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Figur 18. Udviklingen af synlige hudforandringer blev vurderet pa dag 8, 35, 49 og 70. Her er vist
scoren pa sidste dag. Fiskene injiceret med kortisol havde mildere synlig patologi.

Mangden af MLO i huden

Meengden af MLO i huden pa to praver fra hver fisk blev malt ved hjaelp af metoden kvantitativ
polymerasekaedereaktion (qPCR). Den ene prgve var et hudskrab taget fra et forudbestemt om-
rade, der var ens hos hver fisk uanset om der var tegn péa patologi her eller ej. Denne prgve
blev inkluderet for at have et standardiseret mal. Den anden prgve blev nemlig taget fra en rad-
pletsygelaesion. Der er typisk 10-100 gange sa meget MLO i hudlzesionerne i forhold til hud fra
den samme fisk taget udenfor laesionerne. Der er dog flere potentielle faldgruber med denne
prevetype, da det ikke er alle fisk, der far patologi dvs. at der ikke kan tages en repreesentativ
prove fra alle fisk. Omvendt far fisk ofte flere leesioner, og disse kan have forskellig starrelse og
svaerhedsgrad. Det er derfor ikke helt ligegyldigt, hvilken laesion, der tages prove fra. Desuden
tager resultatet ikke hgjde for antallet af lsesioner, men siger kun noget om meengden af MLO i
den specifikke leesion. Hudskrabet er saledes en made at standardisere prgvetagningen til at
daekke alle fisk uanset graden af patologi. Resultaterne fra begge typer hudprgve er vist i figur
19. Det ses, at meengden af MLO (malt ved antallet af kopier af genet der koder for 16S rRNA)
er hgjere i prover fra fisk, der er injiceret med kortisol. Dette gaelder bade nar der sammenlignes
med de direkte kontroller, der er injiceret med kokosolie, og med de fisk, der ikke er injicerede.
Malt pa hudskrab er denne forskel dog ikke statistisk signifikant for den decimerede gruppe, der
blev injiceret pa dag O.
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Figur 19. Ma&ngde af MLO malt i hud med redpletsygepatologi (A), samt i standardiserede ”blind”
prover (hudskrab, B). Lag maerke til den logaritmiske Y-akse. Det ses, at mangden af MLO ikke er
signifikant forskellige mellem grupperne, der ikke er injiceret, samt kun er injiceret med kokosolie.
Derimod har hudprever fra grupperne af fisk injiceret med kortisol en vaesentlig hgjere mangde
MLO end deres respektive kokosolie-injicerede kontrolgruppe, samt den ikke-injicerede kontrol-
gruppe. Det galder bade prover taget fra et omrade med radplet-sygepatologi og fra det standardi-
serede hudskrab. For hudskrab var dette dog ikke statistisk signifikant for gruppen injiceret pa dag
0. Prover fra de ikke-smittede kontroller er ikke vist, da de alle var negative for MLO.
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Udtryk af immungener

Det er tidligere vist, at B lymfocytter udger en betydelig del af de infiltrerende immunceller i red-
pletsygelaesioner (Jargensen et al 2019). Denne involvering har vi belyst mere detaljeret i regi
af Sundt Dambrug og i samarbejde med udenlandske kolleger. Resultaterne konfirmerede at B
lymfocytter var dominerende in rgdpletsygelaesioner, og viste at de her differentierede til IgM-
producerende plasmaceller. Desuden pegede neermere analyse af B-celler fra laesioner pa, at
cellerne var migreret til lzesionerne fra fiskens hovednyre og at en del af cellerne var inficerede
med MLO. Og selvom fisk med RMS havde signifikant forhgjet indhold af IgM antistoffer i blo-
det, havde disse antistoffer neeppe nogen beskyttende/helbredende effekt mod/pa RMS-symp-
tomerne. Maske snarere tveertimod! Et manuskript, som beskriver ovenstaende fund i detaljer er
nylig accepteret til publicering i det videnskabelige tidsskrift "Advanced Science” (Herranz-
Jusdado et al, 2025).

Kortisol og kronisk stress pavirker bade meengden og differentieringen af lymfocytter, og vi un-
dersggte derfor specifikt kortisols effekt pa reguleringen af udtrykket af en raekke gener relevant
for B lymfocytter. Resultaterne er vist i tabel 2. Injektion af kortisol i kokosolie havde effekt pa
flere gener nar de blev sammenlignet med fisk, der var injiceret med kokosolie alene. Interes-
sant var det dog, at der var forskel pa, hvilke gener, der blev pavirket i og udenfor laesionerne. |
leesionerne blev opreguleringen af membranbundet IgM og IgD haemmet af kortisol, mens det
udenfor leesionerne var udtrykket af IgM (bade membranbundet og sekreteret), prdm1a (begge
typer) og BAFF, der blev signifikant heemmet af kortisol. | lzesionerne blev APRIL desuden svagt
men signifikant opreguleret. For de fleste af de undersggte gener bade i og udenfor laesioner,
sas der en mindre maengde transkript i fiskene behandlet med kortisol. Kortisol sa altsa ud til
overordnet at virke heemmende pa immunsystemet. Dog var effekterne direkte i hudlaesionerne
overraskende begraensede.

1gM memb| IgM sec |IgD membl 1gD sec |IgT memb| 1gT sec |prdm1a-2 prdmia-1{prdmic-2|prdmic-1

Effekt af kortisol dag 0i hud uden synlig radpletsyge -2,86 -3,47 -1,89 2,02 -2,70 -1,30 -7,97 -7,91 -2,02 -1,90
Effekt af kortisol dag 35i hud uden synlig redpletsyge -4,14 -5,88 -2,46 1,64 -3,54 -3,00 -8,49 -5,74 -1,38 -1,70
Effekt af kortisol dag 0i hud med rodpletsyge -1,46 -1,44 -1,22 -1,15 -1,79 -1,49 -1,21 -1,73 1,62 1,71
Effekt af kortisol dag 35i hud med radpletsyge -2,24 1,06 -2,67 &7/ =7 1,57 1,20 -1,26 1,87 1,75

BALM BCMA BAFF BAFF-R | APRIL TACI IRF4
Effekt af kortisol dag 0i hud uden synlig radpletsyge -3,44 -2,04 -2,69 =il,74%) -3,34 -2,71 -2,02
Effekt af kortisol dag 35i hud uden synlig radpletsyge | -2,47 -1,97 -3,15 -1,91 2,42 -2,98 -3,59
Effekt af kortisol dag 0i hud med rodpletsyge 1,07 -1,13 -1,01 1,00 1,70 -1,82 -1,35
Effekt af kortisol dag 35i hud med redpletsyge -1,24 2,15 -1,20 1,19 2,14 1,11 -1,07

Tabel 2. Tabellen viser udtrykket af 17 gener relateret til B-lymfocytter. Hver af de fire linjer viser
forskellen mellem det gennemsnitlige udtryk af hvert gen for fiskene der pa dag 0 er injiceret med
kortisol i kokosolie relativt til fiskene injiceret med kokosolie alene. F.eks betyder de -2,86 i averste
venstre hjgrne at der gennemsnitligt er malt 2,86 gange mindre transkription af genet der koder for
membranbundet IgM i fisk, som havde faet kortisol. Feltet er markeret med redt, da kortisolbehand-
ling bevirker et lavere udtryk. Et hgjere genudtryk i kortisolbehandlede fisk er vist med grent, hvor-
imod gult indikerer ingen forandring (eller hgjst en fordobling eller halvering). Effekten er testet
statistisk med en t test, og de vardier, hvor kortisol har en signifikant (p<0.05) effekt er markeret
med fed tekst. Der ses en relativt mild effekt af kortisol pa genudtrykket. Som ventet er kortisol ge-
nerelt immundaempende, og udtrykket af flere gener er lavere i de kortisolbehandlede fisk. Dette er
dog mest tydeligt i hud, hvor der ikke er redsygepatologi, mens der i redpletsygelaesioner er fa sig-
nifikante forskelle.

Konklusion af resultater fra stressforsog

Vores hypotese var, at den observerede rgdsygepatologi i hgj grad var veertsdrevet. Altsa at lae-
sionerne var en effekt af fiskens respons pa infektion med MLO. For at teste denne hypotese
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gnskede vi at deempe fiskens immunrespons for at se, om dette ville fgre til mindre patologi. Til
dette formal udnyttede vi, at kronisk stress saenker immunforsvaret, og vi lagde derfor depoter
med stresshormonet kortisol ind i bughulen pa fiskene. Vi brugte herefter en co-habiteringssmit-
temodel til at smitte fiskene med MLO, sa de udviklede radpletsyge.

Resultaterne bekraeftede vores hypotese. Fiskene behandlet med kortisolimplantater havde ha-
jere koncentrationer af kortisol i serum og udviklede mindre rgdpletsygepatologi. Omvendt
havde de samme fisk veesentligt hgjere maengder af MLO. Da vi stressede fisken, og dermed
deempede dens immunrespons, kunne fisken altsa ikke leengere effektivt bekaempe MLO bakte-
rien. Dette sa dog ikke ud til at pavirke fiskene negativt. Derimod ma man formode, at stressede
eller pa anden vis immunsupprimerede fisk vil frigive MLO til omgivelserne i stgrre meengder, og
dermed mere effektivt smitte andre fisk i dammen/tanken.

Da vi kiggede naermere pa effekten af kortisol pa immunsystemet, fandt vi en ikke-signifikant
tendens til at kortisol seenkede maengden af IgM i serum. Samtidig fandt vi en lavere produktion
(lavere transkription) af IgM i huden fra disse fisk, samt et lavere udtryk af de generne prdm1a-1
og -2, der netop er involveret i udviklingen af plasmaceller, som producerer serum IgM. Denne
forskel fandt vi dog ikke i laesionerne, men kun i den visuelt upavirkede hud. | laesionerne var
derimod meengden af de to membranbundne immunglobuliner IgM og IgD markant lavere. Det
kunne tyde pa, at der var markant feerre B lymfocytter i laesionerne.

Fisk, der er stressede eller af anden arsag immunudfordrede, vil udvikle mindre radsygepato-
logi. Dette er vigtig viden om samspillet mellem patogen og veert. Der vil derfor veere hgjere
sandsynlighed for, at radpletsyge i fisk med ringe immunstatus vil ga under radaren. Dette kan
veere et problem, da vi i vores forsgg fandt agede maengder MLO i de stressede fisk. Disse vil
sandsynligvis udggre en starre risiko for at baere smitten videre til andre fisk. Det tyder derfor pa
at veere en god idé at undga stressede fisk, hvis man som opdraetter vil seenke MLO-smittepres-
set mellem fiskene. Det vil kraeve yderligere undersggelser at afklare, hvorvidt de tidligere om-
talte visuelle observationer af effekten af transport pA RMS kan kaedes sammen med den her
beskrevne haeammende effekt af kortisol pa redsygepatologi. Selvom der umiddelbart ikke synes
at veere sammenhaeng, kan en mulighed veere, at der ved transport induceres en mere akut
form for stress kombineret med fysisk pavirkning, som ikke direkte kan sammenlignes med ef-
fekten af injektion kortisol i kokosolie.

2.3 Hvordan pavirker temperaturen udviklingen af redpletsyge?

Biologiske processer er temperaturafhaengige, og gar typisk langsommere ved lavere tempera-
turer. Dette gaelder ogsa for udviklingen af radpletsyge, hvilket vi tidligere har vist for temperatu-
rere 12, 15,5 og 19 °C (Orioles et al 2022). Ved 12 °C udvikles patologien langsommere end
ved 15,5 °C, mens der ved 19 °C stort set ingen patologi ses. Vi har ligeledes tidligere vist, at
rgdpletsygelaesionerne immunologisk er domineret af B lymfocytter og produktion af im-
munglobuliner. Disse bidrager altsa sandsynligvis til udviklingen af de patologiske symptomer
associeret med rgdpletsyge. Lymfocytter er en del af den adaptive arm af immunsystemet.
Denne del af immunsystemet er i hgjere grad pavirket af temperaturen end den innate del, og
ved meget lave temperaturer kan den naesten saettes ud af spil (Abram et al 2017). Vores hypo-
tese var derfor, at radpletsygen ville udvikle sig mindre alvorligt (med mildere patologi) og/eller
langsommere ved lav temperatur.
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Forsggsopsatning

For at efterprgve hypotesen, opsatte vi et smitteforsgg. Vi benyttede os af samme co-habite-
ringsprincip til smitteoverfgrsel, som beskrevet ovenfor. Vi opsatte to 180 L tanke med fersk-
vand. Den ene tank blev holdt ved 12 °C, og den anden ved 7 °C. | begge tanke Igb frisk fersk-
vand ind med ca. 25 liter i timen uden recirkulering gennem filter, og udigbsvandet blev fgrt til
pasteuriseringsanlaeg og derefter til kloak. Indlgbstemperaturen var i begge tilfaelde 12 °C, men
i den kolde tank blev vandet cirkuleret gennem en kegler for at holde temperaturen nede pa de
gnskede 7 °C. Lysregimet blev holdt pa en 12:12 timers lys:marke degnrytme. Fiskene blev fod-
ret kommercielle foderpiller (Biomar A/S, Brande, Danmark).

En uge inden egentlig forsggsstart flyttede vi 12 naive, raske co-habitanter over i en 1000 L
tank med syge trojanere ved 12 °C, sa co-habitanter kunne blive smittede med MLO inden for-
sggsstart. Om morgenen pa dagen for forsagsstart flyttede vi de 12 (nu smittede, men endnu
ikke syge) co-habitanter over i forsggstankene med 6 fisk i hver. Vi flyttede ligeledes 12 troja-
nere med over i de to tanke med 6 fisk i hver tank. Endelig flyttede vi 18 naive, raske fisk over i
tankene med 9 i hver tank. Pa dette tidspunkt var temperaturen 12 °C i begge tanke. Vi startede
nu kgleren i den ene tank, og temperaturen blev saenket med cirka en halv grad i timen indtil
temperaturen var nede pa 7 °C. Vi brugte altsa i alt 42 regnbuegrreder til forsgget — 21 i hver
tank. Disse 21 fisk fordelte sig pa tre grupper: 1) trojanere med radpletsyge (6 i hver tank), 2)
allerede smittede co-habitanter (6 i hver tank), og 3) naive co-habitanter (9 i hver tank). Grun-
den til at allerede smittede co-habitanter blev inkluderet i forsggsdesignet var, at vi ikke var
sikre pa, om trojanerne ville inficere co-habitanterne ved lav temperatur. For at veere sikre pa at,
at eventuelt udeblivende udvikling af radpletsygepatologi ved lav temperatur ikke skyldtes at co-
habitanterne slet ikke blev inficerede, inkluderede vi alts& allerede smittede fisk. Smittemodellen
er velafprgvet ved 12 °C. Omvendt var vi ogsa interesserede i, hvordan sygdommen forlgb
uden "tyvstart” ved 12 °C. Derfor inkluderedes bade co-habitanter smittet ved 12 °C og ved 7
°C.

Under forsgget fulgte vi den Igbende udvikling af eksternt synlig patologi. Fiskene blev med
jeevne intervaller bedgvet i benzokain, malt vejet og scoret for radpletsyge.

Resultater

Pa grund af utilsigtet infektion med flavobakterier matte 12 °C gruppen desveerre udga af forse-
get. Vi havde altsa ikke laengere muligheden for at sammenligne sygdomsudvikling ved 7 °C
med en fuldsteendigt sammenlignelig tank ved 12 °C. Dog har vi gennem de sidste syv ar gen-
nemfart adskillige smitteforsgg med raedpletsyge ved 12 °C, og sygdommen udvikler sig meget
konsistent og forudsigeligt. | figur 20 sammenlignes sygdomsudviklingen ved 7 °C derfor med
data fra et tidligere forsgg, hvor sygdomsudviklingen ved temperaturer pa 12 °C, 15,5 °C og 19
°C blev undersggt. Det ses, at udviklingen af radpletsygesymptomer skete meget langsomt ved
7 °C. De forste ra@dpletsyge-hudforandringer blev observeret omkring 3 maneder efter starten af
fors@get og toppede efter 4,5 maneder (figur 21). Da forsgget blev stoppet efter cirka 6 mane-
der var symptomerne endnu ikke helt forsvundet. Relativt til tidligere observationer ved 12 °C,
var der dog en tendens til, at sygdomspatologien ikke udviklede sig til svaere stadier med meget
g@dem, skaelresorption og hyperaemi. Dette kan ses pa det ret bratte spring i patologiscoren fra
mild patologi (score omkring 1) til begyndende opheling (score omkring 4) i figur 20. Der var
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ikke malbar forskel pa patologien hos de fisk, der blev smittet ved 12 °C i syv dage inden for-
sggsstart, og de fisk, der farst blev smittet ved 7 °C ved forsggsstart, hvis man tager hgjde for
graddagene.
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Figur 20. Graf over udviklingen af redpletsyge hudlasioner. Y-aksen viser scoringskategorier.
0=ingen patologi, 1=mild aktiv patologi, 2=moderat aktiv patologi, 3=sveer aktiv patologi, 4=tidlige
tegn pa opheling, 5=moderat opheling, 6=ophelet, men endnu uden regeneration af skal, 7=begyn-
dende opheling af skzel, 8=helt ophelet. A) X-aksen viser dagene efter start af co-habitering. Grafen
viser patologiscoren til forskellige tidspunkter, hvor fiskene er bedgvet og scoret (4<n<15 per tids-
punkt). Data for 12 og 15,5 °C er taget fra et tidligere forsgg (Orioles et al. 2022), mens data for 7 °C
er fra na@rvaerende projekt. Det ses, at udviklingen af hudpatologi er meget langsom ved 7 °C. De
forste tegn pa redpletsyge ses forst efter omtrent tre maneder, og ved forsggets afslutning ca. 6
maneder efter igangsatningen, var hudlasionerne endnu ikke helt ophelede.
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overlevende co-habitanter ved 7 °C taget 4’2 maneder efter forsggets start.

Konklusion af resultater fra temperaturforseg

Konklusionen pa dette forsgg er altsa, at fiskene ogsa kan smittes med MLO og udvikle rgdplet-
syge ved 7 °C. Forskellen er dog, at sygdomsforlgbet er meget langstrakt. Der er latensperiode
pa omkring tre maneder fra det tidspunkt fiskene bliver eksponeret for patogenet til de farste tid-
lige tegn pa sygdom. Herefter udvikler symptomerne sig gradvist mere alvorligt over omtrent to
maneder fgr en langsom opheling begynder. Selv seks maneder efter forsggets start, er symp-
tomerne endnu ikke helt forsvundet. Dette forlgb varer dermed omtrent dobbelt s& lang ved 7 °C
som ved 12 °C. Vores hypotese var, at radpletsygen ville udvikle sig mindre alvorligt (med mil-
dere patologi) og/eller langsommere ved lav temperatur. Selv om der var en tendens til lidt mil-
dere rgdpletsygesymptomer ved 7 °C, end vi normalt ser ved 12 °C, var forskellen ikke stor nok
og/eller vi havde ikke nok fisk i forsgget til at kunne sige dette med sikkerhed.

Fra tidligere forseg (upubliceret) ved vi, at fisk smittet med MLO stort set kun smitter, nar de har
aktive symptomer dvs. de ikke smitter i latensfasen samt efter ophelingen af lzesionerne er star-
tet. Det kunne veere interessant at vide, om det samme geelder ved 7 °C. Vi ved ydermere, at
fisk, der tidligere har haft redpletsyge ved 12 °C, er beskyttet mod at fa sygdommen igen — i det
mindste hvis de eksponeres for MLO ved samme temperatur. Det kunne vaere interessant at se,
om denne beskyttelse ogsa etableres ved 7 °C, hvor den adaptive immunrespons med udvikling
af specifikke, beskyttende antistoffer er mindre effektiv.
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2.4 Forseg med bevidst smitte som kontrolforanstaltning

| det tidligere projekt "Shelterfish” (https://icrofs.dk/en/research/danish-research/organic-rdd-
4/shelterfish/) har vi vist, at seettefisk (10-60 g) kan smittes ved direkte co-habitering. Det viste
sig, at sygdommen heller ikke var dgdelig for fisk i denne sterrelse, at fiskene udviklede rgdplet-
syge som stgrre fisk, samt at fiskene var beskyttede mod at udvikle redpletsyge igen op til 13
maneder senere. | dette fors@g prevede vi at teste smitten i endnu mindre fisk, nemlig yngel pa
omkring 3 g. Pa grund af den store forskel pa trojanerne og co-habitanterne, kunne vi dog ikke
benytte os af direkte co-habitering. | stedet placerede vi et mindre netbur med ynglen i tanken
med de stgrre trojanere med radpletsyge. Vi har tidligere haft begraenset held med at overfgre
smitten ved indirekte co-habitering, og fundet direkte co-habitering meget mere effektiv. Vi var
saledes nu bade interesserede i at undersgge om vi kunne fa overfgrt smitten til ynglen, samt
om disse ville blive for hardt pavirkede til, at denne metode ville veere brugbar. Jo mindre star-
relse fiskene kan smittes i, des mere brugbar er fremgangsmaden i produktionen i praksis.

Praverne fra forsaget er endnu ikke feerdiganalyserede, og vi kan ikke sige, hvor meget MLO,
der var i ynglen, men vi fulgte lgbende fiskene, og har derfor data pa sygelighed — bade med og
uden rgdpletsygepatologi (som neaevnt tidligere, var MLO ikke eneste sygdomsfremkaldende
agens i vores smittemodel).

Udvikling af redpletsyge

Fiskene blev taget op af karret, bedavet og evalueret for radpletsygepatologi pa 5 tidspunkter,
henholdsvis 76, 11, 132, 153 og 175 dage efter smitteforsgget blev startet. Figur 22 viser ek-
sempler pa fisk med aktiv redpletsyge. Patologien er ikke sa markant som i sterre fisk, men har
de samme karakteristika med gdem, blgdning og skeelresorption. | figur 23 er vist andelen af
fisk uden synlige symptomer, med aktiv redpletsyge og med ophelende ragdpletsyge. Da fiskene
var meget sma ved starten af forsgget, blev de ikke individuelt maerket. Vi kan derfor heller ikke
sige noget om udviklingen af radpletsyge i den enkelte fisk. Men vi kan sige, at under normale
smitteforhold ved co-habitering, oplever vi at langt starstedelen af fiskene udvikler patologi sam-
tidig, og at forlgbet er relativt ens indtil opheling. De farste tegn pa r@dpletsyge ses efter 40-50
dage, og ophelingsfasen begynder typisk lige omkring dag 75. Af figur 23 ses det, at ved den
forste evaluering 76 dage efter starten af forsa@get, havde kun hver fierde fisk synlig aktiv pato-
logi. Enkelte havde tegn pa opheling, mens der ingen patologi var at observere i de resterende
fisk. P4 dag 132 blev der observeret den stgrste andel af fisk med symptomer. Her havde nae-
sten halvdelen af fiskene symptomer, men alle symptomerne var dog i ophelende stadier. Vi
kan fastsla at mindst 45% af fiskene fik r@dpletsyge. Dette tal er dog sandsynligvis hgjere, da
sygdommen ser ud til at veere "rullet” gennem populationen. Fiskene med aktive symptomer pa
dag 111 er sandsynligvis blevet smittet af de fgrste co-habitanter med aktive symptomer, og
ikke af de oprindelige trojanere. En vis del af fiskene, hvor ingen patologi blev registreret, havde
derfor sandsynligvis fuldstaendigt ophelet patologi.
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Figur 22. Billeder af fisk med redpletsygepatologi. De to gverste fisk udviklede patologi indenfor
normalt forventelig tidsramme. Billederne er taget 76 dage efter start. Begge vejede pa det tids-
punkt 6g. Den midterste fisk har kun patologi i keebebenet. Den nederste fisk udviklede patologi
sent. Billedet er taget 110 dage efter start, og fisken vejede pa det tidspunkt 22 g. Pilene viser om-
rader med redpletsygepatologi.
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Figur 23. Resultatet af redpletsygescoring af bedavede fisk pa seks tidspunkter over 175 dage.
Konklusion af resultater fra forseg med indirekte smitte af yngel
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Forsaget med smitte af helt sma regnbuegrreder omkring 3 g viste, at fisk i dette tidlige stadie
kunne udvikle radpletsyge. At dette ikke observeres ude pa dambrugene, skyldes nok, at fi-
skene ikke er udsat for smitte i kummehusene. Fors@ggene viste ogsa, at indirekte smitte er mu-
ligt, men at smittetrykket forekommer mindre, og at feerre fisk derfor udvikler symptomer. En del
fiskdade eller matte aflives under forsgget, men hvorvidt dette kunne tilskrives MLO eller andre
patogener i smittemodellen kunne ikke afklares. Dette afspejler virkeligheden i opdreetserhver-
vet. Hvis fremgangsmaden med tidlig smitte skal implementeres i praksis, vil det veere vigtigt at
undga/begreense smitte med andre agens end MLO. Under opdraet af regnbuegrreder smittes
disse ofte med F. psychrophilum (se arbejdspakke 1) i yngelstadiet, og mé behandles med anti-
biotika. Hvis man behandler med antibiotika (for andre patogener end MLO) under en eventuel
smitte med MLO, vil man ogsa behandle MLO’en (Schmidt et al 2021) og dermed maske fa min-
dre god naturlig immunisering. Derfor vil det veere vigtigt trojanerfisk, som anvendes til overfar-
sel af MLO-smitte, er vaccineret/beskyttet mod andre infektioner som f.eks. YDS.

2.5 Samlet diskussion af radpletsygeundersogelser
| arbejdspakke 2 har vi forsggt at belyse nogle aspekter af radpletsyge for at kunne forebygge
og forudsige udviklingen af sygdommen.

Vi har vist at stress reducerer sygdomspatologien, men at stress ogsd haammer fiskens evne til
at bekeempe den bakterie (MLO), der forarsager radpletsyge. Rgdpletsygesymptomerne ser
altsa ud til at veere veertsdrevne, og fisk med ringe immunstatus udvikler mindre patologi. Med
andre ord udger fisk med voldsom patologi ikke ngdvendigvis en starre smitterisiko, end fisk
med mere begraenset radpletsygepatologi.

Vi har ydermere undersggt involveringen af B lymfocytter i rgdpletsyge.

Vi har desuden vist, at radpletsyge udvikler sig nogenlunde sammenligneligt ved 7 °C og 12 °C,
men som en funktion af temperaturen. Der er en tendens til at der udvikles mindre sveer pato-
logi ved 7 °C end ved 12 °C. Sygdomsudviklingen er meget langstrakt ved 7 °C, og de farste
symptomer ses fgrst efter tre maneder. Man ma formode, at dette forlab er endnu lsengere ved
endnu lavere temperatur. Potentielt kunne regnbuegrreder under traditionelle danske opdreets-
forhold, hvor vintertemperaturen kan blive meget lav, vaere latent smittede fra det sene efterar til
det sene forar, hvor der sa vil udvikles synlig patologi. Et andet scenarie kunne veere, at fiskene
blev smittede i det tidlige efterar, og udviklede patologi i det sene efterar, men at lave vintertem-
peraturer ville udskyde ophelingen indtil foraret.

Til sidst undersggte vi indirekte smitte i meget tidlige stadier. Vi viste, at man med succes kunne
smitte yngel ved indirekte co-habitering, og at fiskene udviklede symptomer mere eller mindre
som hos starre fisk. Baseret pa vores tidligere undersagelser, vil disse fisk antagelig vaere im-
mune overfor RMS senere i livet. Malrettet eksponering for RMS tidligt i fiskens liv vil saledes
kunne bruges til at forebygge gkonomiske tab som falge af RMS hos slagteklare fisk. Det er
dog vaesentligt at bemaerke, at det i praksis kan vaere vanskeligt at undga at de sma fisk smittes
med andre sygdomme end RMS med utilsigtede tab/behov for behandling til fglge. Trojanerfi-
skene, som anvendes til at overfgre RMS bar derfor veere vaccineret bedst muligt mod andre
sygdomme, herunder YDS. Implementering af resultaterne i AP2 er saledes til dels athaengige
af viderefarelse af arbejdet med udvikling af en vaccine mod YDS i AP1. P4 sigt vil den bedste
lgsning veere at udvikle en vaccine mod RMS. Her kan konceptet, med antigen-dekorerede
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VLP er udviklet i AP1 vaere en mulighed. Dette ma dog afvente en naermere karakterisering af
den sygdomsfremkaldende MLO-bakterie.
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3. Reduceret udledning af antibiotika fra dambrug
ved hjeelp af treeflis — AP3

3.1 Introduktion

Pa trods af at alternative behandlingsmetoder er dukket op (Defoirdt et al., 2011), bliver antibio-
tika stadig brugt til at behandle tabsfremkaldende bakterielle sygdomme i akvakultur og stgtte
fiskevelfeerd. Dansk fiskeopdraet brugte i 2023 samlet set 1,6 tons antibiotika fordelt pa 59% sul-
fadiazin/trimehtoprim, 33% oxolinsyre og 8% florfenicol. Stgrstedelen blev brugt i perioden april
- oktober, hvor vandtemperaturerne er forhgjet og den bakterielle aktivitet derved er gget (Vet-
Stat, 2024). | Danmark bruges bade oxolinsyre og kombinationen af sulfadiazin og trimethoprim
(5:1) til behandling af rad mundsyge (Yersinia ruckeri) og furunkulose (Aeromonas salmoni-
cida), mens florfenicol bruges til at behandle regnbuegrredyngelsyndrom (Flavobacterium
psychrophilum), der ogsa kendes som bakteriel koldtvandssygdom (Dalsgaard et al., 2000;
Sortkjeer et al., 2000).

Under behandling af fisk er der saledes en risiko for, at resterende antibiotika udledes til miljget
med potentielle negative effekter pa mennesker og miljg (Liu et al., 2017). Pedersen et al.
(2004) undersggte koncentrationerne af antibiotika i vandet fra to traditionelle dambrug i Dan-
mark og fandt, at de maksimale koncentrationer af sulfadiazin, trimethoprim, oxolinsyre og flor-
fenicol var henholdsvis 18,0, 4,1, 11,0 og 0,09 pg/L. De malte koncentrationer af bade sulfadi-
azin og oxolinsyre levede ikke op til udledningsstandarderne reguleret af Miljg- og Fadevaremi-
nisteriet, hvor koncentrationerne af sulfadiazin og oxolinsyre i ferskvand vs. deres maksimale
koncentrationer i ferskvand i labet af 24 timer ikke ma overstige 4,6 vs. 14,0 og 15,0 vs. 18,0
Mg/l (Miligministeriet, 2017). Dette understreger behovet for at implementere slutrensningsme-
toder, som kan reducere maengden af resterende antibiotika i aflebsvandet fra dambrug.

Der har veeret en raekke publicerede undersggelser med forskellige behandlingsteknologier til
fiernelse af antibiotika fra vand sasom avancerede oxidationsprocesser, herunder ozonering,
fotokemisk nedbrydning og elektrokemiske behandlinger (Gorito et al., 2022; Sturini et al., 2010;
Dirany et al., 2010; Dirany et al. al., 2012), samt membranfiltrering (Kovalova et al., 2012) og
jernmodificeret jord (MacKay og Canterbury, 2005). Blandt disse teknologier kan adsorption be-
tragtes som en af de mest omkostningseffektive metoder til at fierne antibiotika i lave koncentra-
tioner uden risiko for produktion af giftige biprodukter.

Organisk materiale spiller en ngglerolle i adsorptionen af antibiotika, fordi den organiske over-
flade har et hgjt antal af funktionelle grupper, sdsom carboxyl-, hydroxyl- og carbonylgrupper,
der giver adsorptionssteder for antibiotiske ioner (Figueroa et al. 2004; Figueroa og Mackay
2005). Funktionelle grupper af antibiotika som -NH(CHs)2, -OH og -CONH kan saledes adsorbe-
res til overfladen af for eksempel jorden ved elektrostatisk interaktion (Zhao et al. 2012), hydro-
genbinding (Kolz et al. al.2005), synergistisk interaktion og kompleksdannelsesmekanisme (Gu
et al. 2007). Lertpaitoonpan et al. (2009) fandt, at sorption af sulfamethazin pa jord steg med
hgjere organisk kulstofindhold.

Denitrificerende treeflisfiltrer er rige pa organisk kulstof og har vist sig at veere effektive til at

fierne nitrat samt restmaengder af desinfektionsmidler sdsom formaldehyd og pereddikesyre fra
recirkulerede dambrug i Danmark (von Ahnen et al., 2018; 2021). Studier af llhan et al. (2011,
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2012) undersggte adsorptionen af antibiotika (enrofloxacin, monensin A og sulfamethazin) og
herbicidet (atrazin) pa treeflis fra en denitrificerende flisfilter, og fandt, at traeflis havde et starre
adsoprtionskapacitet end jord fra det samme sted hvor treeflisfiltret blev etableret. Wang et al.
(2018) rapporterede om adsorption af oxytetracyclin pa pilrester med adsorptionskapaciteter pa
op til 464 mg/kg for rarester og op til 1745 mg/kg for afsukkede rester. Efter at rester var afsuk-
ket, faldt polariteten og aromaticiteten og det specifikke overfladeareal steg, hvilket forklarede
den ggede adsorptionskapacitet. Ydermere konkluderede Garcia-Sanchez et al. (2019), at fjer-
nelsen af metformin og ciprofloxacin i beluftede treeflisfilire skyldtes sorption efterfulgt af bioned-
brydning. Da flisfiltrene har vist sig at reducere nitratkoncentrationer og give store organiske
overflader potentielt rige pa funktionelle grupper som adsorptionssteder, syntes det veerd at vur-
dere, om flisfiltre er effektive til at fierne antibiotika fra akvakulturaflgbsvand.

Formalet med denne arbejdspakke er derfor at 1) undersgge treeflisens kapacitet til at adsor-
bere antibiotika florfenicol, oxolinsyre, sulfadiazin og trimethoprim i batchforsgg i laboratorie-
skala, 2) undersgge hvad der videre sker med disse antibiotika, nar de er adsorberet i sma kon-
tinuerlige flisfiltre til behandling af RAS-aflgbsvand samt 3) vurdere effekten af et fuldskala flisfil-
ter paA maengden af antibiotika i vand, der udledes fra et dansk modellandbrug, hvor der pa for-
sggstidspunktet blev behandlet med antibiotika mod bakterielle fiskesygdomme.

3.2 Laboratorieundersggelser

3.2.1 Materialer og udstyr

Sulfadiazin (99,0-101,0%), acetylsulfadiazin (>98%) og oxolinsyre <= 100% til brug i batch-sorp-
tion og kontinuert-flow testene blev leveret af Merck Life Science A/S, mens trimethoprim (>9%)
blev leveret af ThermoFisher Scientific og florfenicol (98%) af VWR International A/S, Sgborg,
Danmark. De interne standarder, herunder oxolinsyre-d5, sulfadiazin-d4, trimethoprim-d9 og
florfenicol-d3, blev leveret af LGC, Tyskland. Til mikroforureningsanalysen blev der brugt
methanol, acetonitril og myresyre, som alle var af HPLC-kvalitet (Merck, Tyskland).

3.2.2 Treeflis’ evne til at adsorbere antibiotika

Der blev udfart batchforsgg for at vurdere traeflis’ sorptionskapacitet for de fire antibiotika florfe-
nikol, oxolinsyre, sulfadiazin samt trimethoprim. Batchforsegene blev udfart pa piletraeflis (Salix
viminalis), fra NyVraa, Tylstrup, Danmark (figur 24). Forud for batchfors@gene blev treeflisen
forvitret i en 40 L denitrificerende flisfilter, der behandlede en brgkdel af aflabsvandet fra et
ferskvands-recirkulerende akvakultursystem (RAS) til opdraet af regnbuegrred i pilotskala ved
DTU Aquas forskningsfaciliteter i Hirtshals (samme RAS som ogsa blev brugt under kontinuer-
lig-flowtests) i 12 uger uden eksponering for antibiotika. Herefter, kort far selve udfgrelse af
batchfors@gene, blev treeflisen forvasket med ultrarent vand for at udvaske sméa suspenderede
stoffer pa dens overflade. Dernaest blev traeflisen gennemvaedet natten over i en vandig oplgs-
ning indeholdende 400 mg/L zinkklorid i steriliseret vand for at haemme eventuel bioaktivitet. Til-
slut blev treeflisen vasket med steriliseret vand.
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Figur 24. Billede af en prove af pil traeflis brugt i batch- og kontinuerlige-flow-testene
Batchadsorptionsforsegene blev udfort i 5 L glasflasker fyldt med 4 L drikkevand. Hvert antibioti-
kum blev oplgst i methanol (10 mg/L) og tilsat flaskerne, sa antibiotikakoncentrationen fra start var
100 ug/L. Dernaest blev der tilsat vaegtede mangder traeflis.

Figur 25. Batchforseg med varierede mangder traeflis og faste antibiotika-startkoncentrationer af
100 pg/L i 5 L flasker.

Kontrolflasken var tilsat antibiotika uden treeflis. Blandingerne blev omrgrt ved 150 rpm af mag-

netomrgrere i 12 timer for at opna ’steady state’ under inkubationen. Alle blandingerne, pa neer
kontrollerne, blev filtreret gennem 0,45 um glasfiberfilterpapir, og de tilbageholdte suspenderede
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faste stoffer blev overfart til stanniolbzegre og terret ved 105 °C natten over. Vaegten af den tar-
rede flis repraesenterede maengden af flis tilsat flaskerne. Batchforsggene blev udfart som tripel-
forsag. Folgende to adsorptionsligevaegtsmodeller blev brugt til at plotte dataene fra batchad-
sorptionseksperimenterne:

1. Langmuir isotherm

=B, X
1=5m >y 5c

Hvor q er maengden af antibiotikum adsorberet pa traeflis (ug/g), C er koncentrationen af antibio-
tika i vandfasen (ug/L), mens Bm er den maksimale adsorptionskapacitet af treeflis (ug/g) og Kad
er adsorptionsligeveegtskonstant (ug/L).

2. Freundlich isotherm
q= chl/n

Hvor g er maengden af antibiotikum adsorberet pa traefliserne (ug/g), C er koncentrationen af
antibiotika i vandfasen (), mens Kq er fordelingskoefficient (ug/L), og n er en korrektion.

Efter 12 timers inkubation ndede koncentrationerne af de fire malrettede antibiotika i bade vand-
og sorbentfasen ligeveegtsfasen. | figur 26 er der anvendt en linezer tilpasning til at plotte kon-
centrationen af oxolinsyre i vandfasen mod sorbentfasen, mens bade trimethoprim og sulfadi-
azin er godt tilpasset isotermerne fra Langmuir og Freundlich.
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Figur 26. Sorptionsisotermer for fire antibiotika i drikkevand med den steriliserede treeflis illustre-
rer sammenhangen mellem ligevaegtskoncentrationerne i vandfase (Cw) og sorbentfase (Cs). Nar
Bmax for trimethoprim (106 pg/g) og sulfadiazin (27 pg/g) sammenlignes, viser det sig, at treeflis ad-
sorberer trimethoprim mere effektivt end sulfadiazin. | modsaetning til disse tre antibiotika havde

traeflis en lav kapacitet til at adsorbere florfenicol.

3.2.3 Kontinuerligt flow tests
| forskningsfaciliteterne pa DTU Aqua i Hirtshals, blev der opstillet tolv individuelle denitrifice-
rende flisfiltre i laboratorieskala for at teste flisfiltrenes kapacitet til at fierne florfenicol, oxolin-
syre, sulfadiazin/trimethoprim (5:1) under kontinuerlig belastning med den respektive antibioti-
ske forbindelse. Der blev udfert tripelforsag samt tre kontrolforsag. Kontrollerne bestod af rar
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uden treeflis, der modtog samme udledning fra et pilotskala recirkulerende RAS og en blanding
af alle tilsatte antibiotiske forbindelser i samme indlgbskoncentrationer for hver forbindelse.
Treeflisfiltrene var lavet af vandrette 110 mm PVC-rgr med en samlet laengde pa 272 cm og tre
overvagningsporte (indlgb, center, udlgb) langs bioreaktorens lzengde (figur 27). Rgrene var
helt fyldte med piletraeflis af samme type som ogsé brugt i batchforsag. Det samlede nedsaen-
kede flisvolumen var 26 liter, og flisporgsiteten var 66£2% (n=3) ved at falge metoden beskre-
vet af Christianson et al. (2010). Treeflisen var mellem1 - 5 cm i leengden og 0,2 - 1,5 cm i bred-
den.

Figur 27. Forsggsopstilling med 12 parallelle traeflisfiltre med horisontalt flow til behandling af RAS
aflebsvand med kontinuerlig dosering af antibiotika i indlgbet.

Treeflisfiltrene blev kgrt parallelt med opholdstider pa 12 timer (faktiske hydrauliske opholdstid,
HRT, var 7,9 timer). Hvert treeflisfilter blev tilfart overlgbs-/udledningsvand fra et 20 m3 RAS-an-
lzeg med opdraet af regnbuegrred, med et flow pa 2,1 L/t i seks uger, for at etablere mikrobielle
samfund og udvaske opl@selige organiske stoffer, som potentielt kan pavirke adsorbtionen af
antibiotika. Vand blev pumpet fra RAS-overlgbet til flisfiltrene ved hjaelp af peristaltiske pumper
(LP-G100-2J, Longer Pumps, Drifton A/S, Danmark) med pumpehoveder LP-YZ1515x. Fiskene
i RAS-anlaegget blev dagligt fodret med 2 kg kommercielt foder (4,5 mm, Efico Enviro 920 Ad-
vance, Biomar A/S), og der blev Igbende tilfart 2 m3 postevand, saledes at foderbelastningen
var 1 kg foder/m3. RAS-anleegget bestod af to runde fisketanke hver med et volumen pa 5 m?,
et tromlefilter (Hydrotech, 60 pm), en pumpesump (7,5 m3), en iltkegle, en skumfraktionator
(Sander Aqua Fresh-Skim 200, Erwin Sander Elektroapparatebau GmbH, Tyskland) et rislende
filter og 12 parallelle biofiltre med beveaegeligt leje (90 L hver).

Efter seks ugers bioreaktorskylning med RAS-udledningsvand blev antibiotika doseret kontinu-
erligt med 8,4 mL/t via peristaltiske pumper (LP-G100-2J, Longer Pumps, Drifton A/S, Danmark)
fra separate beholdere indeholdende 20 L stamoplasninger (henholdsvis 10 mg/L florfenicol,
oxolinsyre eller sulfadiazin) fremstillet af postevand blandet med specifikke maengder antibio-
tika. Oxolinsyre blev oplgst i en 0,05 M NaOH-oplgsning for at forbedre oplgseligheden af ox-
olinsyre i vand. Stamoplgsningerne blev fremstillet p4 ny en gang om ugen. De kontinuerligt do-
serede antibiotiske stamoplasninger blandes med RAS-udledningen i filtrenes indlgb for at
etablere indlgbskoncentrationer pa op til 40 pg/L for florfenicol, oxolinsyre, sulfadiazin og kon-
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trollen, mens indlgbskoncentrationerne for trimethoprim var op til 8 ug/L. Dette svarede til konti-
nuerlige antibiotikabelastninger pa 79 mg/m3 flis/dagn for florfenicol, oxolinsyre og sulfadiazin
og 16 mg/m3 flis/dggn for trimethoprim.

Antibiotika blev doseret kontinuerligt til filtrenes indlgb i otte uger, og der blev udtaget vandprgz-
ver i uge to, fire og otte. Desuden blev der taget prgver fra filirenes indlgb, midt og udigb ved
hjeelp af sprgijter og filtrering med 0,2 um sprgijtefiltre (Filtropur S, PES, Sarstedt, Tyskland).
Vandprgver blev opbevaret i haetteglas (HS-haetteglas 20 mL, ND18F, Mikrolab Aarhus, Dan-
mark) frosset ved -20 ‘C. pH, oplgst oxygen og temperatur blev malt i RAS-udlgbet/traeflisfilter-
indlgbet og de 12 filterudlgb under alle vandprgvetagninger.

Malte gennemsnitlige antibiotikaindlgbskoncentrationer var 17,01 + 13,51, 31,54 + 5,96, 28,74 +
4,02 og 5,77 + 0,53 pg/L (n=3) for henholdsvis florfenicol, oxolinsyre, sulfadiazin og tri-
methoprim. Som vist i figur 28 fiernede treeflisfiltrene ca. 62,5%, 88,9% og 63,8% af henholds-
vis oxolinsyre, trimethoprim og sulfadiazin, mens der naesten ingen fiernelse af disse tre antibio-
tika blev observeret i kontrollen. Der blev ikke observeret nogen effektiv fiernelse af florfenicol i
treeflisfiltret.

Tarvaegten af de ovntarrede flis var 230 g/L og der var 26 liter nedsaenket flis i bioreaktoren,
svarende til 5,98 kg terret flisbiomasse i 26 liter. Baseret pa de gennemsnitlige malte indlgbs-
koncentrationer, stramningshastigheden og massen af terrede traeflis i filtret blev der saledes
opnaet gennemsnitlige kumulative belastninger pa 8,1, 14,9, 13,6 og 2,7 mg/kg over otte uger
for henholdsvis florfenicol, oxolinsyre, sulfadiazin og trimethoprim. Gennemsnitlige fiernelsesra-
ter for oxolinsyre, sulfadiazin og trimethoprim var henholdsvis 0,041 + 0,011, 0,022 + 0,017,
0,008 + 0,004 g/m3 traeflis/dggn.
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Figur 28. Zndringerne af antibiotikakoncentrationer i indlgb, center og udlgb af flisfiltrene i uge 2,
4 og 8 efter start af kontinuerlig dosering af antibiotika til filtrenes indlgb. De hydrauliske opholds-
tider fra indlgb til center og indlgb til udigb var henholdsvis 3,95 og 7,90 timer.

Den gennemsnitlige totale COD og oplgst COD i RAS-udledningen/flisfiltrenes indlgb var hen-
holdsvis 31,75 £ 1,74 og 29,60 + 3,50 mg/L. Endvidere indeholdt RAS-udledningen 0,36 + 0,03
mg NHs-N/L, 0,13 + 0,00 mg NO2-N/L, 21,57 + 6,29 mg NOs-N/L og 1,50 + 0,05 mg PO4-PI/L.
Nitratfjernelseshastigheder var henholdsvis 11,93 + 10,1, 15,75 + 7,00, 11,58 + 6,11 og -3,16
5,04 g/m?3/d for flisfiltre behandlet med florfenicol, oxolinsyre, en blanding af sulfadiazin og tri-
methoprim (5:1, sulfa : trim) og kontrollen. Udlgbs NO2-N koncentrationer varierede mellem 0,0-
0,2 mg NO2-N/L i alle flisfiltre og kontrollen med nogle fa vaerdier op til 0,6 mg NO2-N/L. Vand-
temperaturerne var stabile i forsggsperioden mellem 16,8 og 18,3 °C. Flisfilterudlgbsvandtem-
peraturer varierede mellem 17,8 til 20,7 °C.
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3.3 Feltundersagelser

Slutrensningen af antibiotika i treeflisfilire og tilknyttede plantelaguner blev undersggt to gange
pa et modeldambrug type 3 med en produktionskapacitet pa 1500 t/ar regnbuegrred og et vand-
indtag pa 100 L/s af grundvand (figur 29, venstre side).

Dambruget bestod af 12 uafhaengige RAS, der hver indeholdt airlifts, propelpumper, injektioner
af ren ilt, slamkegler, tromlefiltre, biofiltre med fast og bevaegeligt medie. Det opsamlede slam
blev opbevaret i fire slamdamme. Overlgbet fra slamdammene og overlgbsvandet fra produkti-
onsenhederne blev udledt til ‘plantelagune/wetland 1’ bestadende af smalle kanaler pa ca. 1 m
dybde og et samlet frit vandoverfladeareal pa 4950 m2.

Efter plantelagune 1 blev vandet fordelt til fire parallelle flisfiltersektioner (figur 29, hgjre side)
der hver blev forsynet af fem indlgbsrar, der gar igennem en jorddeemning og fordeler indlgbs-
vandet i toppen af filtret. Flisfiltersektionerne var ca. 50 m lange og 30 m brede med en 1 m dyb
fuldt neddykket flispakning. Hver sektion indeholdt 1500 m? af en treeflisblanding indeholdende
blandt andet gran (Picea sp.), poppel (Populus sp.) og bag (Fagus sp.), og hver sektion blev
kart som et vertikal nedstrgms filter. Vandet (25 L/s) tilfart hver flisfiltersektion resulterede i en
vandstand af ca. 30 cm over traeflisen hvorfra vandet stremmede nedad gennem den fuldt ned-
saenkede treeflis. Vand blev opsamlet fra undersiden af traeflisen via 16 draenrgr placeret pa
bunden i hele laengder af filtret (bortset fra de farste 2 m fra indlgbsrerene). Ved udligbet gik
dreenrgrene gennem en jorddaemning, hvorefter de blev forbundet med en justerbar 90 graders
PVC-bgjning og et naesten lodret standrer. Vinklen pa standrgrene blev justeret, saledes, at alle
ror udledte en tilsvarende streamningshastighed et par centimeter over vandoverfladen af den
feelles udlgbskanal, der deles af alle fire flisfiltersektioner.
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Figur 29. Oversigt over slutrensningen pa modldambruget undersagt i feltstudierne (ven-
stre) og billede af treeflisfiltret opdelt i 4 sektioner (hgjere).

Den samlede flisporgsitet var 71 + 3% (n = 3), hvilket giver en samlet vandvolumen pa
1515 m3, inklusive det 30 cm vandtlag i toppen, for hver flisfiltersektion. Dette svarede til
en total hydraulisk opholdstid pa 16,8 timer for hver flisfiltersektion inklusive det gverste
vandlag og en HRT pa 12,0 timer for flispakningen alene.

Efter flisfiltret stremmede vandet igennem "plantelagune/wetland 2" med et vandoverfla-

deareal pa 8500 m? og en gennemsnitlig dybde pa ca. 1 m fgr endelig udledning i den
modtagende flod.
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Under feltstudierne var antibiotikakilden antibiotikaholdigt foder (Aquavet OA indeholdende ox-
olinsyre og Neopridimet indeholdende Sulfadiazin/Trimethoprim) produceret af Biomar A/S,
Danmark.

3.3.1 Oxolinsyre pa modeldambrug (Feltforseg 1)

| september 2022 blev tre produktionsenheder, som hver indeholdt omkring 30 tons fisk med en
gennemsnitlig individuel veegt pa ca. 1700 g, behandlet med antibiotikumholdigt foder mod en-
terisk redmundsyge (ERM). En samlet maengde pa 3900 kg Aquavet OA, Biomar, indeholdende
2,5 g oxolinsyre pr. kg foder blev fodret over 10 dage. (9,75 kg oxolinsyre i alt). | Igbet af de far-
ste otte dage blev der fodret 450 kg Aquavet OA om dagen i alle tre produktionsenheder (150
kg pr. produktionsenhed) for at behandle 90 tons fisk, der fodrede 0,5% af fiskens biomasse
dagligt. | de sidste to dage fortsatte behandlingen i kun en af de tre produktionsenheder, der
fodrede 150 kg/d for at behandle 30 tons fisk. Fiskene blev saledes behandlet med 12,5 g ox-
olinsyre pr. ton fisk pr. dag. Pa den sidste behandlingsdag blev der udtaget grabprgver hver an-
den time i 24 timer fra fire stationer langs dambrugets slutrensning: 1) ud af produktionsen-
hed/indlgb til plantelagune 1, 2) udlgb af plantelagune 1/indlgb til flisfilter, 3) udlgb flisfilter/ind-
Igb til plantelagune 2, 4) udlgb af plantelagune 2/ endelig udligb af dambrug. Vandprgvetagning
blev ledsaget af malinger af oplast ilt, pH og temperatur. Prgverne blev straks filtreret med
sprajtefiltrene (0,2um, PTFE, Agilent, USA) og blev opbevaret ved -20 grader i laboratoriet forud
for bade analyse af naeringsstoffer og antibiotika.

Den gennemsnitlige koncentration af oxolinsyre i det sammenlagte overlgb af produktionsenhe-
den og overlgbet af slambassinet var 70,9 £ 5,7 pg/L, hvilket faldt til 44,6 £ 5, 2,9 + 1,4 og 1,89

+ 0,3 pg/L ved henholdsvis udlgbet af plantelagune 1, udlgbet af traeflisfiltret og udlgbet af plan-
telagune 2 (figur 30).
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Figur 30. Skabne for oxolinsyre, nitrit, nitrat og orthophosphat langs slutrensningen af det undersogte
modeldambrugbaseret pa 24-timers poolede prover i feltforseg 1. Vandtemperaturen var 12,4 + 0,2 °C.
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Fjernelseseffektiviteten for oxolinsyre var henholdsvis 37, 93 og 35% for 'plantelagune 1, tree-
flisfilter og 'plantelagune 2'. Fjernelsesrater for oxolinsyre var 0,046 og 0,001 g/m?/d for hen-
holdsvis 'plantelagune 1' og 'plantelagune 2' og 0,059 g/m3/d for flisfiltret.

Fjernelseshastigheder for NO2-N, NO3-N, PO4-P og SO4-S for 'plantelaguen 1' var henholdsvis
0,09, -0,55, -0,58 og 0,03 g/m?/d. Fjernelseshastigheder for NO2-N, NOs-N, POs-P og SQ4-S for
'plantelagune 2' var henholdsvis -0,08, 0,66, 0,01 og 0,37 g/m?/d. Fjernelseshastigheder for
NO2-N, NO3-N, PO4-P og SOs-S for flisfiltret var henholdsvis 0,30, 9,68, 0,02 og 1,21 g/m?/d.

3.3.2 Sulfadiazin og Trimethoprim pa modeldambrug (Feltforseg 2)

I maj 2023 behandlede dambruget en produktionsenhed (35 tons regnbuegrred pa 300 g) mod
ERM ved hjeelp af det antibiotikaholdigige foder Neopridimet, Biomar A/S, Danmark, med en
pelletstarrelse pa 4,5 mm. Daglig fodring svarede til 0,5% af fiskebiomassen over ti dage. Fode-
ret indeholdt en blanding af sulfadiazin og trimethoprim (5:1). | Iabet af behandlingstiden blev
der fodret med samlet set 1750 kg Neopridimet. P4 den tiende behandlingsdag blev der udtaget
praver hver anden time i 24 timer fra de samme fire prgveudtagningssteder som under feltfor-
sgg 1.

Den gennemsnitlige koncentration af trimethoprim i produktionsoverigbsvandet var 11,2 + 0,2
pg/L, hvilket faldt til henholdsvis 10,5 + 0,3, 2,4 + 0,1 og 1,9 + 0,0 pg/L i udlgbet fra plantela-
gune 1, treeflisfiltret og ’plantelagune 2'. Fjernelseseffektiviteten for trimethoprim var henholds-
vis 6, 78 og 19% for 'plantelagune 1', traeflisfiltret og 'plantelagune 2'. Fjernelsesrater for tri-
methoprim var 0,0012 og 0,0005 g/m?/d for henholdsvis 'plantelagune 1' og 'plantelagune 2' og
0,0118 g/m?/d for flisfiltret.

Fjernelseseffektiviteten for summen af sulfadiazin og acetylsulfadiazin var henholdsvis
13, 7 og 43% for 'plantelagune 1', traeflisfiliret og 'plantelagune 2'. Fjernelsesrater for
summen af begge forbindelser var 0,0098 og 0,0154 g/m?/d for henholdsvis 'plantelagune
1' og 'plantelagune 2' og 0,0039 g/m3/d for flisfiltret.
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Figur 31. Skaebne for acetylsulfadiazin, sulfadiazin, trimethoprim, nitrat, ammonium og or-
thophosphat langs slutrensningen af det undersggte modeldambrugbaseret pa 24-timers poolede
prover i feltforseg 2. Vandtemperaturen var 9,1 £ 0,3 °C.

Koncentrationen af sulfadiazin steg fra 12,1 + 3,3 til 29,2 + 2,1 ug/L, (140 % stigning) langs flisfiltret,
mens et fald af tilsvarende stgrrelse blev observeret for acetylsulfadiazin (fra 20,49 til + 6,49. + 0,18
Ma/L, (76% fiernelse). Treeflisfiltret reducerede nitratkoncentrationerne fra 11,9 + 0,2 mg NOs-N/L til
6,3 £ 0,2 mg NOs-N/L, hvilket resulterede i en nitratfiernelseshastighed pa 9,04 gNO3-N/m?/d. Koncen-
trationen af PO4-P forblev stabil fra produktionsoverlgbsvand til udigb fra plantelagune 2/endelig ud-
ledning fra dambrug. NH4-N steg fra 0,9 £ 0,1 mg NH4-N/L i Igbet af plantelagune 1 til 2,3 + 0,1 mg
NHa4-N/L og faldt derefter til 0,41 £ 0,0 mg NHs-N/L i det endelige udlgb (figur 31).

3.4 Konklusion

Denne arbejdspakke viser, at flisfiltre, der anvendes til slutrensning i akvakulturer, er effektive til at re-
ducere de typiske belastninger af antibiotikaene oxolinsyre og trimethoprim i den endelige udledning
fra dambrug. Den viser ogsa, at der skal findes andre alternative tilgange til effektiv fiernelse af sul-
fadiazin og florfenicol. Treeflisfiltre er typisk dimensioneret til nitratfjernelse og er derfor store og inde-
holder flere hundrede til tusinde af kubikmeter flis, som szetter dem i stand at producere lave udligbs-
koncentrationer af de antibiotika, som adsorberer godt til traeflisens overflade.

De rapporterede fiernelseshastigheder er relateret til den primaere eliminering af forbindelsen (elimine-

ring af moderforbindelsen) baseret pa forbindelsesspecifik analyse (LC-MS). Graden af total elimine-
ring (inklusive alle metabolitter) til uorganiske salte, vand og COz fortjener yderligere undersggelser.
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Yderligere forskning kan ogsa undersgge, hvordan sorptionsmekanismerne i traeflisfiltre styres af
forskellige miljgforhold. Desuden mangler der viden om skabnen for antibiotikaforbindelser i flis-

filtre, efter at sorption af antibiotika til flisoverflader har fundet sted f.eks. hvis biotilgaengeligheden
reduceres af sorption eller aktivitet pavirkes af kompleksdannelse.

Samlet konklusion

De i AP3 paviste muligheder for at fierne antibiotika fra akvakulturudigbsvandet, udger sammen
med de i AP1 og AP2 udviklede nye strategier for sygdomsforebyggelse, et veerdifuldt veerktgjssaet
til at nedbringe miljgbelastning med antibiotika fra dambrugsindustrien. Som det ogsa fremgar af
ovenstaende rapport, mangler der fortsat noget optimering, far alle resultaterne kan implementeres
i praksis, men projektets resultater udger et veerdifuldt fundament for forbedring af den miljgmees-
sige beeredygtighed af fremtidens akvakultur.
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Tak til

Denne DTU Aqua rapport indeholder resultater opnaet gennem projektet "Reduceret brug og
udledning af miljgbelastende antibiotika fra dambrug (Sundt Dambrug)”. Projektet er finansieret
af Den Europaeiske Hav- og Fiskerifond (EHFF) og Fiskeristyrelsen, bevillingsnummer 33111-I-
21-082. Et opfglgende projekt "Akvakultur uden antibiotika (Sund Akvakultur)” med bevillings-
nummer GOA-UDV-23-0017 finansieret af samme bevillingsgiver har desuden medvirket til faer-
diggerelse af de videnskabelige publikationer. Endelig har Henriksens Fond bidraget med stotte
til arbejdet med vaccineudvikling.

Vi takker Irina Vardia, Kari K. Mouritsen, Rasmus Frydenlund Jensen og Ulla Sproegel (DTU
Aqua) for veerdifuld teknisk assistance, dyrepasserne Henrik Andersen, Linda Hiort og Julie He-
deboe (DTU Sund) takkes for hjeelp med fiskeforsggene, og endelig takker vi dambrugere for at
give os adgang til deres faciliteter og bidrag til arbejdet med feltforsggene. Simon B. Madsen
takkes for dyrleegefaglig assistance og radgivning. Lone Jessen takkes for hjeelp med faerdigge-
relse af naervaerende rapport.
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