* *
EMKF * o X
RAKENDUSKAVA

Euroopa Liit
201 4 = 2 020 Euroopa Merendus- ja Kalandusfond
Eesti Maaiilikool

Eesti rannikumerest puutud meriforellide
(Salmo trutta morpha trutta) parasitoloogiline

uuring

Toovotulepingu nr. 10-1/MI/3723 lopparuanne

Tartu, 2018



Sisukord

LUNTKOKKUVDTE ...ttt sttt e e bt e e sar e e sar e e esee e s b e e e sseesmreesnneesaneeennee 3
Y Y=Y 1] o F= 1 USSR PSRUSP 5
P =T g1 (o =] | TSSOSO PP RPPPP 7
P Y =T gy {1 TN oY o] (o To Y= - SRR 7

3. Meriforelli majanduslik tahtsus ja kalakasvatuslik taastootmine ..........ccccoveveeeiiinccciiiiee e, 10
4. Meriforelli haigused ja parasiidid...........cooiiiiiie e e e e 11
4.1 Proliferatiivne NEEIUNGIGUS .......ccocuiiii ettt e sttr e et e e e e st e e e e seabeeeesntaaeeeetaeeeenns 11
4.2 Paeluss EUDOLAIIUM CrASSUM..........cocuiiuiiiieiieieesiie sttt ettt se e e s s ne e 15
4.4 Parasitaarsed koinfektSioonid ........ccoueiiiiiieiiiiie e 17
5. MATERJAL JA METOODIKA ...ttt ettt e e ettt e e e e e ettt e e e e e s st et eee e e e sanraeeaeeens 18
5.1 Proovide KOSUMINE. .....coii ittt e e e et ee e e e e e e e bt aaae e e e e e s e saraaeeeeaeesansrnenees 18
5.1.1 Proovide kogumine harrastuskalastajate ning teadlaste poolt...........cccevveeeieeeeneneeieenennen. 18
5.1.2 Proovide kogumine kutseliste Kalurite POOIt .......ccccverveerriiriiriieeieesee e sresie et see e 20

5.2. Kalade parasitoloogiling UUMMINE..........oiiiiiiiieiieeecee et rree e e 21
5.2.1 Proliferatiivie NEErUNAIZUS........cervirerriieirieeseesttesteesieeeteeeeeestee e eseeesreeseesneessseesseessesssesanes 21
5.2.2 S001eParasiidid ......c.eeeereririerienerie et st 23

5.3 Statistiline andmMEtOOTIUS .......oceeiiiiieie et 25
B. TUIBMIUSEA ...ttt et e s e e st e s bt e e bt e e saeeeesbeeesaeeesabeeeasbeesabeesaneeemreesaneeesnrens 26
6.1 Uuritud kalade iSElOOMUSTUS.........coitiiriiiiieie ettt st sr e s 26
6.2 ParasiitUSSIAE @V...c.eiiuiiiiiiiiet ettt et sr e s e bbb sre e e s r s 27
6.3 Proliferatiivse neeruhaiguse eSINEMINE .........coii it reee s 30
A G TV = 10T N T = e [ T PSS 34



Liithikokkuvote

Eesti Maaiilikooli poolt teostatud t66 eesmirgiks oli uurida sooleparasiitide ning proliferatiivse
neeruhaiguse (PKD) esinemist Eesti pohjarannikult piiiitud tdiskasvanud meriforellidel (Salmo trutta)
ning sealhulgas hinnata parasiitide voimalikku moju kalade iildisele seisundile. Uuring viidi 1dbi
aastatel 2015 kuni 2017. Kaladelt kogusid proove harrastuskalastajad ja viimasel aastal kutselised
rannakalurid Virumaa ja Léddnemaa piiiigipiirkonnast, vt joonised 6 ja 7. Proove koguti
pOhjarannikult piilitud kaladelt, alates Rutjalt (La&ne-Virumaa) kuni Hara laheni (Lddnemaa).
Kolme aasta jooksul jouti koguda ja analiilisida koeproove 159-It meriforellilt. Uuringusse
sattus emaseid kalu 52,5%, isaseid kalu 37,5% ja sugu jii midramata 10% kaladest. Uuritud
kalade keskmine kaal oli 1720,6 g, sealhulgas maksimumkaal 4650 g ja miinimumkaalus kala

oli 450 g vt joonis 13.

Parasiitusse esines 146-1 kalal (93,6% koigist uuritud kaladest), keskmine parasiitusside arv
kala kohta oli 18,4 (keskmine iiksnes parasiitussidega kaladel 19,6), maksimum 74 ussi vt
joonis 14. Analiiiisil selgus, et selline paelusside arv ei kahjusta peremeesorganismide tervist
ja ei tohiks otseselt vihendada kalaliha kvaliteeti. Milline see mdju tegelikult on, nduab eraldi

uurimist. Parasiitusside arv eri piitigipiirkondades on toodud joonisel 17.

Viga ohtlik proliferatiivne neeruhaigus (PKD) esines 72-1 kalal, s.o. 45,6%-1 koigist uuritud
kaladest, vt joonis 18. Neeruhaigus tuvastati 38,1 % emastel ja 58,6 % isastel kaladel.
Joonisel 20 on toodud proliferatiivse neeruhaigusega kalade osakaal soltuvalt

pliigipiirkonnast.

Uuringu tulemustele tuginedes vdib 6elda, et parasiitussidega on tabandunud kiill palju kalu
kuid usside arvukus ei ole kaladele iildisele seisundile méirgatavat moju avaldanud ja tegemist
on no esteetilise probleemiga mis on héiriv vaid kalade rookimisel. Kas paelusstove tagajérjel
on parasiite kandvad kalad ka vastuvdtlikumad teiste parasiitaar- voi bakteriaalhaiguste

suhtes, vajab eraldi selgitamist.

Uuringu kdigus tuvastatud suure arvu kudema tousvate kalade tabandumine proliferatiivset
neeruhaigust pohjustavate limaeoslastega on aga murettekitav. Voib Oelda, et vanemad on
oma jérglastele ohtliku parasiidi edasikandjad. Halb on see, et need vihesed noorkalad, kellel
siiski Onnestub ohtlik haigus 1dbi pddeda ja ellu jadda, jadvad parasiidi kandjateks ja
nakatavad enda ja teiste jarglasi ise kunagi kudema toustes. Pohjalikku uurimist vajaks see,
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millises ulatuses ja millised kudejoed nditeks L&dnemaa ja Liivi Lahe piirkonnas ning
suursaartel on haigustekitajatega nakatunud. Lisaks sellele ei tohiks piirduda ainult

meriforellide uurimisega vaid peaks kaluritele oluliste kalaliikide nimistut laiendama.

Proliferatiivne/vohandiline neeruhaigus on pohjustanud ulatuslikku kahju. Tove kétte surnud
16hilasi on leitud Saksamaal, Suurbritannias, lirimaal, Prantsusmaal, Hispaanias, Itaalias,
Sveitsis, Sloveenias, Taanis ja Rootsis. Hiljuti on registreeritud uusi haiguspuhangud ka
Islandil, Péhja-Soomes ja Norras. Usna kindlalt vib viita, et kuna looduses on samasuviste
noorkalade  suremust raske tdpselt hinnata, vO0ib neeruhaiguse mdju  meie
forellipopulatsioonidele mérksa suurem kui senini kardetud. Selleks, et hinnata meriforellide
vastupanuvdimet sellele haigusele, oleks vaja teha esimesed kontrolluuringud kogu Eesti
rannikumere ulatuses ja neid mone aasta pdrast korrata. Siis saaksime Tllevaate kas
muretsemiseks on pdhjust ja kas tuleks uuesti alustada forellipopulatsioonide tugevdamist

kalakasvatusliku taastootmise teel.

Projektis osalenute nimel Priit Pakk DVM, Ph.D,
Eesti Maaiilikool, VLI vesiviljeluse dppetool,

priit.pakk@emu.ee.



1. Sissejuhatus

Meriforell ehk iherus (Salmo trutta morpha trutta) on ihaldatud piiigiobjekt nii
harrastuskalastajatele kui ka kutselistele kaluritele. Meriforell on anadroomne siirdekala, kes
elab tdiskasvanuna meres ja siirdub jokke vaid kudemiseks. Kdige rohkem on forelli jaoks
sobivaid kudejogesid ning ojasid Pohja-Eesti rannikul. See loob eeldused, et antud piirkonna
meriforelli arvukus on korge. Suur osa meriforelli piiligist Eesti rannikumeres toimub selles

piirkonnas.

Kutseliste kalurite ning harrastuskalastajate andmetel leidub suuremal osal tdiskasvanud
meriforellide soolestikes lintjaid paelusse. Téiskasvanud meriforellidel on  kirjeldatud
paelussi Eubothrium crassum esinemist eelmise kiimnendi keskel (Merilo 2005). Samuti on
viimasel ajal hakatud uurima proliferatiivse neeruhaiguse (PKD) esinemist meriforelli
noorjarkudel. Kéttesaadavad on dr. Anti Vasemaigi juhitud t66grupi selleteemalised artiklid.
Kuidas antud parasiidid tdiskasvanud meriforelle mojutavad, ei ole veel selge. Kahe erineva
parasiidi kooseksisteerimine vOib tekitada ka koinfektsioone vOi parasiitide vahelist

antagonismi.

Kidesoleva t60 eesmérgiks on uurida sooleparasiitide ning proliferatiivse neeruhaiguse
esinemist Eesti pOhjarannikult piiiitud tdiskasvanud meriforellidel ning sealhulgas hinnata

parasiitide voimalikku mdju kalade tildisele seisundile.

To6s kasutatud uurimismaterjal koguti kutseliste kalurite ning harrastuskalastajate poolt 2014.
aasta detsembrist 2017. aasta novembrini Pohja-Eesti rannikumerest piilitud meriforellidelt.
Piitigijargselt fikseeriti kalade mdddud ning vodeti uurimiseks vajalikud proovid. Kogutud
materjal tootati 1dbi Tartus, Eesti Maaiilikooli VLI vesiviljeluse dppetooli laboratooriumis.

Uurimust6os piistitatud eesmirkide tditmiseks saadud andmed analiiiisiti statistiliselt.



Kalaproovide kogumist, kalade bioloogilist analiilisimist, vastava andmebaasi koostamist ja
kalaproovide transportimist Tartusse parasitoloogiliseks analiiiisimiseks ja uurimiseks korraldasid

Eesti Maaiilikooli to6tajad Magnus Lauringson ning Priit Pakk ja kalurite esindajana Lembo Pikamie.

Aruande kirjutas kokku Priit Pakk, kes sai parasitoloogilise analiiiisi osa kirjutamisel asjatundlikku abi
Veterinaar- ja Toidulaboratooriumi tootajatelt. Meriforelli bioloogia iilevaate kirjutas ja laboratoorsed
uuringud tegi Magnus Lauringson, statistilise analiiiisi teostas Tanel Kaart. Geneetiliste analiiliside
tegemisel aitasid kaasa Lilian Pukk, Kerli Haugjarv ja Riho Gross. PKD leviku kohta koondas andmed

Anti Vasemagi.
T66 autorid tdnavad koiki proovide kogumisel osalenud harrastuskalamehi ja rannakalureid

To66 kavandajad tinavad TU Eesti Mereinstituudi direktorit prof. Toomas Saati ja Kalanduse
teabekeskuse juhti Toomas Armulikku ja Lembo Pikaméed usalduse ning meeldiva koost6o eest.



2. Meriforell

Meriforell ehk iherus (Salmo trutta morpha trutta) on 1oheliste seltsi, 10helaste sugukonda
kuuluv rodvkala. Tegu on forelli (Salmo trutta) anadroomse vormiga, kes elab tdiskasvanuna
meres ning kiib joes kudemas. Meriforell koorub joes, kust rdndab merre ning toitub seal
sugukiipsuse saavutamiseni (Kangur 2009). Forellide rithma pohivormiks peetakse kirjanduse
andmetel meriforelli. Meriforelli alamvormid — joeforell (Salmo trutta morpha fario) ja
jarveforell (Salmo trutta morpha lacustris) on vilja kujunenud hiljuti, viimasel jddajal.

Oletatakse, et ka enne viimast jddaega sigis meriforell magevees (Rannak jt 1983).

2.1 Meriforelli bioloogia

Anadroomse siirdekalana koeb meriforell stigisel merre suubuvates vooluveekogudes, kus on
tingimused sigimiseks ning marja ja noorkala arenemiseks. Eestis leidub kodige rohkem
selliseid jogesid Soome lahe vesikonnas, kus asub teadaolevalt 45 kudejdge (populatsiooni),
millest 38 on metsikud populatsioonid (ICES 2013). Meriforell koeb edukalt ka Liivi lahte
suubuvates vooluveekogudes, aga samuti Saaremaa ning Hiiumaa loode- ja pdhjarannikul
(Kangur 2009). Meriforelli eduka sigimise esimeseks tingimuseks on kudealade
kittesaadavus. Mitmetel jogedel on inimtekkelised rdndetdkked, looduslikud tdokked
koprapaisude ndol (ndit. Piirsalu jogi) voi ummistunud joesuudmed (ndit. Kloostri jogi).
Enamik Eesti suurematest kudejogedest on olnud véi on ka praegu paisudega suletud. [Imselt
on see ka iiheks asjaoluks, miks suuremates jogedes kdib kudemas vdhem meriforelli kui

viikestes jogedes ning ojades (Kangur 2009).

Teine eduka sigimise tingimus on seotud vee voolukiiruse ja kudekoha siigavusega.
Meriforell valib vdimalusel sigimise paigana alati koha, kus voolukiirus 60% siigavusel
veesambas on vihemalt 15 cm/s, kuid ei iileta emaskala kahte kehapikkust sekundis. See on
tahtis, kuna viljastatud ning pdhjasubstraadiga kaetud mari vajab pidevalt voolavat
hapnikurikast vett. Tavaliselt paiknevad kudepesad asukohas, kus aeglase vooluga joeldik
(vorendik) ldheb iile kéarestikuks, sest seal hakkab voolukiirus #kiliselt tousma. Kuigi
meriforellid on vdimelised kudema ka madalas vees, kus nende seljad on veest viljas,

eelistavad nad siiski siigavamat vett (Kangur 2009).

Kolmandaks vajab meriforell kudemiseks kindla 1dbimddduga peamiselt kruusast koosnevat
substraati. Ideaalseks peetakse 2-3 cm 1dbimodduga kruusa, peenefraktsioonilist setet ei tohi

selles olla iile 15% (Kangur 2009).



Kuderdnne algab sobiva veeseisu korral paljudesse suurematesse jogedesse juba
suveperioodil, viiksematesse jogedesse ja ojadesse siirdub meriforell suve 16pus voi siigisel,
sest seal on ka veetemperatuuri kdikumised suuremad (Rannak jt 1983). Meriforelli jokke
siirdumist soodustavad tugevad meretuuled ning veetaset tostvad sademed. Peale tuulte
vaibumist ning jogedest voolava magevee osakaalu tousmist rannikuvees siirduvad kalad
jokke, seega orienteerumiseks saadakse signaale merevee soolsuse muutusest. Juhul kui

veetase langeb alla kriitilise piiri kuderdnne katkeb (Rannak jt 1983).

Sigimine algab oktoobris-novembris, kui veetemperatuur joes on langenud 5-6 kraadini.
Massiline kudemine toimub 3-4 kraadise veetemperatuuri juures. Emaskala valib kudemiseks
kruusase kiirevoolulise paiga, kuhu kaevab pesalohu (Rannak jt 1983). Peale esimese
pesalohu kaevamist teeb emaskala sellest iilesvoolu veel iihe lohu, millest véljakaevatud
materjaliga kaetakse viljastatud mari. Nii moodustub pesakiihm. Pesalohk on ovaalse kujuga,
umbes 3,5 korda emaskalast pikem ning laiusega 0,3-0,6 kehapikkust. Marja substraati
matmise sligavus varieerub soltuvalt kala suurusest - 20 cm pikkusel kalal 0,4 kehapikkust,

kuni 0,3 kehapikkust 70 cm kalade puhul (Kangur 2009).

Meriforellid saavutavad sugukiipsuse iildjuhul peale kolme meres veedetud eluaastat. Paljudes
jogedes saavutavad 30-40% isastest noorkaladest sugukiipsuse juba kahe-voi kolmesuviselt
enne merre siirdumist. Lisaks sellele on dokumenteeritud, et moned neist kaladest merre ei
laskugi, vaid jdavad jokke elama. Sama seaduspdra kehtib ilmselt ka emaste forellide kohta

(Kangur jt 2003).

Noorkalade ehk tdhnikute kasvualaks on kérestike timbrused, kus asuvad ka koelmud
(Rannak jt 1983). Elupaigana eelistavad noored forellid iile 20 cm siligavust vett ning
voolukiirust kuni 25 cm/s (Kangur 2009). Asustustihedus voib joeti olla viga erinev, jadddes

iihe kuni rohkem kui 100 isendini 100 m? kohta (Rannak jt 1983).

Meriforelli tdhnikute toidubaas moodustub suures osas amfibiootiliste putukate vastsetest,
nagu nditeks surusdisklaste, ehmestiivaliste ning iihepédevikuliste vastsed. Samuti on tdhtsal

kohal kirpvéhilised, vdikesed limused ning aerjalgsed (Rannak jt 1983).

Kalade kasvukiirust mdjutab veetemperatuur. Optimaalseim veetemperatuur on 13-14 °C, alla
4 °C vees on kasv viga aeglane. Kalad lakkavad toitumast, kui veetemperatuur on iile 19 °C,
letaalseks piiriks on 21 °C veetemperatuur. Hapnikusisalduse alampiir on 5,0-5,5 mg/l,

parimaks loetakse vihemalt 80% kiillastust (Kangur 2009).



Meriforelli tihnikud laskuvad merre parast 1-4 aastast joes kasvamist, kdige arvukam merre
laskumine toimub kaheaastaselt. Noorkalad on joes viibides tumedad, laskumisel muutub
nende vérvus hobedaseks, nagu on iseloomulik tdiskasvanud kaladele. Merre siirdumise eel
toimub tdhnikute muutumine smoltideks — lisaks vérvitooni muutusele ldheb keha
saledamaks, sabauim ning selle sdlk suuremaks, see on ettevalmistus mereeluks. Laskumine
leiab aset tavaliselt aprilli 10pust juuni teise pooleni ning toimub {ildiselt Oisel ajal,

korgperioodil ka pieval (Rannak jt 1983).

Suurema osa elust veedavad tdiskasvanud meriforellid meres. Kuigi enamik Soome lahe
meriforellidest sooritab liithikesi, kuni 80 km pikkuseid toitumisrdndeid, vdivad mdned
isendid sattuda isegi kuni 500 km kaugusele kodujoest. On tdendatud, et Ladnemeres esineb
kahe toitumisrénde tiitibiga meriforelle: 1) pika toitumisrdndega ning 2) paikne vorm. Paikne
vorm asustab kirjanduse andmetel Lad&nemere pdhja- ja l1dunaosa, pikema toitumisrdndega
populatsioonid périnevad peamiselt Rootsi ranniku jogedest (Rannak jt 1983). Laskunud
tahnik hakkab meres aktiivselt toituma ning kasvab tempokalt. Meriforelli kdige tavalisemaks

toiduobjektiks Ladnemeres on rdim ja kilu (Rannak jt 1983).

Taiskasvanud meriforell on korduvkudeja (Rannak jt 1983). Kuigi kirjanduse andmetel koeb
enamik meriforellidest oma liihikesest toitumis- ja sigimisrdndest tulenevalt igal aastal
(Rannak jt 1983), siis harrastuskalastajate andmetele tabatakse suurel hulgal tiiskasvanud
meriforelle, kes ei ole kuderdndele ldinud. Samuti on paljud talvel piiiitud kalad heas
toitumuses ning ilma tunnusteta, mis viitaksid &sjasele kudemisele nagu kuderdndelt tulija
iseloomulik tume vérvus, halb toitumus, kinnine soomus jne. See tdhendab, et tiiskasvanud

meriforellid ei pruugi siiski igal aastal kudeda.

Sugukiipseks saab meriforell peale merre laskumist paari aastaga. Uldiselt siirduvad
kolmandal eluaastal merre laskunud kalad kudema peale kaheaastast meres viibimist, aasta
varem laskunud kalad peale kolmeaastast mere-elu (Rannak jt 1983). Taiskasvanud
meriforellid koevad {ildiselt oma siinnijoes, selle iilesleidmiseks on kaladel kasutada
haistmismeel ning 16hnamélu. Kodujogi leitakse iiles kudepaigast merre kandunud 16hnade
komplekti abil, kus kaltsiumi- ning teiste ioonide korval on tdhtsaks indikaatoriks ka

kohalikku biotoopi iseloomustavad bioloogilised 16hnad (Rannak jt 1983).

Suurimad Eesti vetest tabatud meriforellid jddvad kaalult 10 kg ldhedale. Suurim
dokumenteeritud isend oli 116 cm pikk ning 11,4 kg kaalunud emane kala, kes piiiiti 1938.

aasta siigisel Keila joest. Vanus on méératud niiteks 1938. aastal Vidéna jOest tabatud isasel
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kalal, kes kaalus 6,5 kg ning oli 9 aastat vana. Samas voib esineda isendeid, kelle kaalu ning
vanuse suhe on hoopis teistsugune. Samast joest aasta varem tabatud isane meriforell kaalus
8,5 kg ning mdodetud tdispikkusega 87 cm oli 5 aastat vana. Antud kala tuli kudema
esmakordselt, olles peale esimest joe-elu aastat merre laskunud, oli ta sarnaselt Idhele pikal
toitumisrdndel ning kudema tulnuna proportsionaalselt suuremas kasvus ning toitumuses

vorreldes kaladega, kes varem koevad (Rannak jt 1983).

3. Meriforelli majanduslik tihtsus ja kalakasvatuslik taastootmine

Meriforelli kasvatamine Eestis on toimunud ainult tema taastootmise eesmargil. Therusel on
suur tdhtsus nii harrastus- kui ka toonduspiiligis. (Kalakasvatusliku taastootmise... 2017)
Naiteks 2016. aastal piiiiti 27,2 tonni meriforelli, 1999. aastal 9,7 tonni (Ldhe ja meriforelli...
2017). Viimase viieteistkiimne aastaga on saagikus tousnud rohkem kui poole vdrra (joonis
1). Lisaks on meriforell ka piiriiilese tdhtsusega liik, nditeks 14-15% Eesti pohjarannikult périt

meriforellist piititakse vélja Soome lahe pdhjarannikult (Koljonen jt. 2014).
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Joonis 1. Meriforelli saagikus tonnides (kutseline ja harrastuspiiiik) 1999 — 2017

(Keskkonnaministeerium)

Keskkonnaministri poolt kinnitatud “Riiklikku kaitset vajavate ja ohustatud kalaliikide kaitse
ja kalavarude taastootmise programmi 2002—2010 pdhjal oli meriforelli asustamine vajalik
nii liigi sédilitamise kui plitigivoimaluste loomise eesmérgil. Asustamisega alustati PGhja-Eesti
rannikujogedes 2001. aastal. RMK Podlula Kalakasvatuskeskusest asustusmaterjal pérines
Selja, Pudisoo, Mustoja ning Kunda joe kaladelt. 2005. aastal loodi kaheaastastest Mustoja

ning Pudisoo kaladest Polulasse ithendsugukari, kuhu hiljem lisandusid Kunda joe kalad

10



(Kalade taastootmise... 2012). Kuna meriforellivarud on hetkel rahuldavas seisukorras, kaotati
RMK Pdlula Kalakasvatuskeskuses forelli sugukari ning viimane asustamine toimus 2017.
aasta kevadel Pudisoo jokke. Siiski on voimalik, et varude halvenemisel luuakse taas sugukari

ning alustatakse asustusmaterjali tootmisega (Kalakasvatusliku taastootmise... 2017).

Hiiu- ning Liinemaa meriforelli varudele on positiivselt mdjunud Ongu kalakasvatuses
taastoodetud kalade asustamine. Alates 1993. aastast on meriforelli noorjdrke asustatud nii
Hiiumaa rannikumerre, Ongu jokke, Vanajdoe jokke ning 2002. aastast ka Liinemaa
jogedesse. Ebastabiilsete olude tottu Hiiumaa jogedes ning konkurentsi véltimiseks loodusliku
populatsiooniga on kala asustatud ka rannikumerre. Ongu kasvandus on kasutanud meriforelli
paljundamiseks peamiselt Ongu ojast piiiitud sugukalu, suur osa neist on vastavalt
mirgistusele sama kasvanduse piritoluga (Kalade taastootmise... 2012). Kuigi Ongu
kalakasvatus lakkas tootamast 2014. aastal ning prognooside pdhjal peaks Hiiu- ning
Saaremaa saagid olema langustrendis, on viimastel aastatel antud regioonist saadud rekordilisi

forellisaake (Lohe ja meriforelli... 2017).

4. Meriforelli haigused ja parasiidid

4.1 Proliferatiivne neeruhaigus

Proliferatiivne neeruhaigus (PKD — proliferative kidney disease) on parasitoloogiline haigus,
mis ohustab 10hilasi nii Euroopas kui ka Pohja-Ameerikas (Feist jt. 2002). Proliferatiivse
neeruhaiguse haigustekitajaks on limaeosloom Tetracapsuloides bryosalmonae, mille
vaheperemeheks on magevee sammalloomad (Okamura jt. 2011) perekondadest Plumatella ja
Fredericella (Okamura & Wood 2002). Sammalloomad eritavad veekeskkonna
haigustekitajaga spoore, millega noorkalad tabanduvad 14bi 16puste (Morris jt. 2000, Grabner
& El-Matbouli 2010) voi ldbi epiteelkoe (Longshaw jt. 2002). PKD on suureks ohuks forelli
noorjarkudele (Dash & Vasemigi 2014). Haigustekitajad jouavad véliskeskkonnast kala
neerudesse, kus need hakkavad paljunema (proliferatsioon) (Feist jt. 2001). Mirkideks kala
haigestumisest on tumenenud keha vérvus, kdhu suurenemine, paisunud neerud ning aneemia
(Hedrick jt. 1993). PKD esinemisele ning arvukusele mojub soodustavalt veetemperatuuride
tousmine (Dash & Vasemigi 2014), samuti on leitud, et eutrofeerumine voib haiguspuhangute
tekkele kaasa aidata (Hartikainen jt. 2009). Kalade haigestumised tekivad tavaliselt suvisel

ajal voi varasiigisel, siis kui veetemperatuur on iile 15 kraadi (Ferguson & Ball 1979). Kuigi
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PKD patobioloogiat on pohjalikult uuritud, ei ole palju kirjeldatud PKD levikumustreid ning
esinemist 10pp-peremehes erinevates elutsiikli etappides (Dash & Vasemigi 2014).
Proliferatiivset neeruhaigust on esimest korda kirjeldatud XX sajandi alguses ning selle
poOhjustajana identifitseeriti limaeoslased 25 aastat tagasi (Kent & Hedrick, 1985). 1999 aastal
avastati, et itheks peremeheks on magevee sammalloomad (Anderson jt. 1999). Uhtlasi
méidrati haigustekitaja ning méadratleti uus limaeosloomade klass (Malacosporea) (Canning jt.
2000), mis parasiteerib magevee sammalloomades. Limaeosloomad on selgroogsete ja
selgrootute endoparasiidid. Moned neist on ddrmiselt patogeensed kaladele, pohjustades
muutusi erinevates kudedes ning mitmeid haigusi, nagu nditeks podrlemistdbi ja
keratomiikoos (Feist & Longshaw, 2006). Sammalloomade identifitseerimine haigustekitaja
ithe peremehena on aidanud paremini modista 7. brysalmonae elutsiiklit. Magevee
sammalloomad on bentilised, koloniaalsed filtreerijad, kes paljunevad pungumise teel.
T.bryosalmonae seondub esmalt ainuraksena sammallooma kehadonsusesse, see on
infektsiooni varjatud faas. Edasise avaldunud infektsiooni kdigus arenevad hulkraksed kuni
350 pum labimddduga eoskotid (joonis 2), mis prolifereeruvad sammallooma kehaddnsuses
(Morris & Adams, 2007). Eoskottides tekivad 14bi meioosi kuni 20 um 1dbimodduga spoorid
(Canning jt. 2000), mis koosnevad kahest amoboidsest rakust ning neljast polaarsest kapslist.

Uks 350 um eoskott kannab endas 2800 kuni 4000 spoori (Martin jt. 1997).

Joonis 2. 7. bryosalmonae spoore sisaldavad eoskotid. Mdotkava = 350 pm (Okamura jt.

2011).
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Sammalloomade poolt vette véljutatud spoorid kinnituvad kalade 16puste v41 naha kiilge ning
tungivad amodbsete rakkude abil 14bi koe vaskulaarsiisteemi (Longshaw jt. 2002), mille
kaudu jouavad neerudesse, kuid vodivad prolifereeruda ka teistes organites. Sporogoonia
tulemusel paljunevad veres haigustekitaja rakud enne neerukoes prolifereerumist.
Sporogoonia jiatkub ka neerudes, kutsudes esile pdletikulise reaktsiooni ning neerukoe
kahjustuse (Feist & Longshaw, 2006). Neerukoes arenevad spoorid pseudoplasmas edasi,
koosnedes iihest amdobsest rakust ning kahest polaarkapslist (Morris & Adams, 2008),
viliskeskkonda jouavad spoorid ldbi uriini (De Kinkelin jt. 2004), olles vodimelised

sammalloomi tabandama (Grabner & El-Matbouli, 2008). T.bryosalmonae elutsiiklit kirjeldab

joonis 3.
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Joonis 3. 7. bryosalmonae elutsiikkel. Kala poolt véljutatud kahe polaarkapsliga spooriga
tabandub sammalloom. Varjatud infektsiooni kdigus jouab haigustekitaja spoor sammallooma
kehadonsusesse, kus avaldunud infektsiooni kdigus prolifereerub. Eoskottides tekivad nelja
polaarkapsli ning kahe amdboidse rakuga spoorid, mis viljutatakse vette ning 14bi 18puste ja
epiteelkoe jouavad kala vereringesse. Neerukoes tekivad sporogoonia kidigus uued, kahe
polaarkapsli ning iihe amo6boidse rakuga spoorid, mis véljutatakse vette uriiniga (Okamura jt.
2011).

Ténu parasiidi arengule tekkiva proliferatiivse ja podletikulise immuunvastuse tottu, tekib
peremeesorganismis neerude ning porna hiiperplaasia (Hedrick jt. 1993) ehk limaskesta
paksenemine. Kuna peremeesorganismi immuunvastus on alla surutud madalal temperatuuril
(Le Morvan jt. 1998), on PKD arenemine sdltuvuses temperatuurist. PKD puhangu ajal on

immuunsiisteemi reguleerivate tsiitokiinide produktsioon madal ning {ihtlasi toimuvad
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patoloogilised muutused neerukoes — liimfotsiilitide arvu suurenemine, granulamatoossed
haiguskolded ning neerude atroofia (Chilmonczyk jt. 2002). Lisaks on pérsitud
granulotsiititide aktiivsus, mistdttu tduseb bakteriaalhaigustesse nakatumise oht (Chilmonczyk
jt. 2002), seda eriti veetemperatuuride toustes, mil suureneb ka teiste patogeenidega
tabandumine (Okamura jt. 2011). Siiski nditavad vikerforellidega teostatud laborikatsed, et
PKD infektsioon voib olla letaalne ka ilma teiseste haigustekitajateta, seega voib T.
bryosalmonae ka iseseisvalt kala surma pohjustada (Bettge jt. 2009).

PKD esinemist Eesti forellipopulatsioonides on viimastel aastatel uurinud prof. Anti
Vasemégi uurimisrithm. 2009-2012 aastatel teostatud katsepiitikide kdigus uuriti 20 Eesti
rannikujde populatsioone, millest PKD leiti kiimnes joes. Uuringu kdigus piiiiti ja analiitisiti
984 forelli, peamiselt 0+ ja 1+ vanuseriihmadest. PKD positiivsed olid 524 kala (53,25%)
ning kiimme joge (joonis 4). Samuti leiti, et uuritud jogedes oli 7. bryosalmonae

vaheperemeheks sammalloom Plumatella fungiosa (Dash & Vasemaégi 2014).
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Joonis 4. T. bryosalmonae geograafiline levik ning tabandumise médr Soome lahe
meriforellipopulatsioonides 0+ kalade niitel. Must ja valge osa sektordiagrammis néditavad
tabandunud ja tabandumata kalade suhet, osaliselt kattuvad diagrammid viitavad
kordusproovidele samas asukohas. 1 — Piihajogi, 2/3/4/5 — Pada jogi, 6/7/8 — Kunda jogi, 9/10
— Toolse jogi, 11/12 — Vainupea jogi, 13/14/15/16 — Mustoja jogi, 17 — Altja jogi, 18 — Vosu
jogi, 19/20 — Loobu jogi, 21 — Valgejdgi, 22 — Kuusalu oja, 23 — Valkla oja, 24 — Keila jogi,
25 — Vodja jogi, 26 — Preedi jogi, 27 — Ménniku oja, 28 — Esna jogi, 29 — Tatra jogi, 20 —
Onga jogi, 31 — Kaave jogi.!?

4.2 Paeluss Eubothrium crassum

Eubothrium crassum on paelussiliik, mis parasiteerib Idhelistel perekonnast Sa/mo ning
tegemist on lihe levinuma tsestoodiga forellide soolestikes (Kennedy, 1978). Kala tabandub
parasiidiga, toitudes aerjalgsetest vaheperemeestest. E. crassum elab nii mereevee- kui ka
mageveeldheliste soolestikes, paiknedes tdpsemalt piiloorilistes ripikutes (Mitchell 1993).
Lohelised on E.crassumi 10pp-peremeesteks ning parasiit on ohtlik ainult kaladele. Inimest
ning teisi piisisoojaseid organisme uss ei ohusta, pigem on kala puhastamisel probleem
esteetilist laadi (Merilo 2005).

Taiskasvanud paelussid vabastavad kala soolestikku tuhandeid mune, mis viljutatakse koos
ekskrementidega viliskeskkonda. Munad sisaldavad juba véljaarenenud embriiot. Vees olles
ujuvad need vabalt ringi, kuni siiiiakse dra aerjalgsete vihkide poolt vdi satuvad otse
peremeesorganismi. Aerjalgsed vihid on E.crassumi esimeseks ja voimalik, et ka ainukeseks
vaheperemeheks (Mitchell 1993). Vaheperemehes areneb munast vastne ehk plerotserkoid.
Lopp-peremees nakatub otse vaheperemeest (aerjalgset vidhki) siilies voi lébi teise
vaheperemehe. Viimasel juhul toitub paelussi vastsetega nakatunud aerjalgsest néiteks rdim,
kelle abil jouab E. crassum meriforelli. Lopp-peremehes kinnitub vastne piilooorilise ripiku
seina kiilge, kus areneb tdiskasvanuks (Mitchell 1993). E. crassumi elutsiiklit kirjeldab joonis
5.

Kirjanduse andmetel on kirjeldatud 3 Eubothrium crassumi vormi: mageveevorm, mis
parasiteerib ainult forellil (Salmo trutta) ning kaks soolase vee vormi, mis parasiteerivad 16hel
(Salmo salar) Pohja-Atlandi regioonis (Bristow & Berland, 1991). Anadroomne meriforell
vOib E.crassum’iga tabanduda nii mage- kui merevees. Samuti on tiheldatud, et samaaegselt
voib meriforellide soolestikus elada nii paelussi mage- kui ka mereveevorm. Siiski on leitud,
et paelussi mageveevorm ei suuda meriforelli soolestikus sugukiipseks areneda (Mitchell

1993). Meres tabandub kala parasiitussiga mitmel moel.
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Joonis 5. Eubothrium crassumi arengutsiikkel. Kalade seedetraktis vabaneb vette tuhandeid
paelussi mune (A, B), kus need siiliakse édra aerjalgsete vihkide poolt (C). Vaheperemees

satub otse v0i ldbi teise vaheperemehe 10pp-peremehe organismi (D) (Buchmann jt. 2009)

Kuna rdime vastsete toidus on valdavaks liigiks aerjalgne Eurytemora affini (Arula 2012),
vOib suure tdendosusega meriforell parasiidiga nakatuda oma peamist toiduobjekti, so. rdime,
tarbides. Samuti vdivad laskujad nakatuda merevett juues (osmoregulatsioon) (Mitchell
1993).

E.crassumi infektsioon ei ole 10pp-peremehele surmav, siiski voib suur paelusside hulk
soolestikus pidurdada kala kasvu ning arengut (Merilo 2005). Kirjanduse andmetel on
suurimaks leitud tsestoodide koguseks iihe forelli soolestikus olnud 1700 isendit. Arvukuseks,
mis avaldab tdsist moju kala konditsioonile, loetakse keskmiselt 500 isendit (Mitchell jt
1993). Uuringud E. crassum’i mdjudest peremeesorganismile on ndidanud, et lisaks

tiisedusindeksi vdhenemisele vdheneb ka punavereliblede arv ning hemoglobiinitase. Mida
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suurem on tdiskasvanud paelusside arv peremeesorganismis, seda suurem on hemosideriini
(rauda sisaldav pigment kudedes) tase. Sellised muutused viitavad hemoliiiitilisele aneemiale
ehk kehvveresusele. Juhul kui peremehe piiloorilistes ripikutes on suur hulk tiiskasvanud
paelusse, vOib invasioon soolesulguse tagajéirjel loppeda kala surmaga (Mitchell 1993).
Muudatused verepildis voivad mdjutada kala konditsiooni, peamiselt raua ladestumine

vereringes toob kaasa tiisedusindeksi languse (Bristow & Berland, 1991).

4.4 Parasitaarsed koinfektsioonid

Parasiidid esinevad sageli oma peremehega diinaamilises tasakaalus, kus parasiidi voi
parasiitide negatiivne moju peremehele ei ole mérgatav. Muutused keskkonnas voivad
seejuures pdhjustada selle tasakaalu muutumist, mille tulemusel tekivad haiguspuhangud
(Mohamed jt. 2016). Seejuures vOib erinevate parasiitide iitheaegne eksisteerimine
peremeesorganismis tekitada koinfektsioone, voi parasiitide vahelist antagonismi. Tiitipiliselt
mojuvad koinfektsioonid konkureerivatele parasiitidele pérssivalt, seda peremehe piiratud
ressursside tottu voi otsese omavahelise konkurentsi tulemusel peremeesorganismis. Samuti
voib liks parasiit kutsuda peremeesorganismis esile immuunvastuse, mis pérsib teise parasiidi
elutegevust. Koinfektsiooni geneetilise heterogeensuse kasvades touseb ka surve peremehe
immuunsiisteemile (Klemme jt. 2016), mistdttu langeb immuunsiisteemi efektiivsus
peremeest kaitsta ning tduseb vajadus ressursside jérele (Jokela jt. 2000). Peremehe suurem
ressursitarve ning ndrgem immuunvastus voivad koinfektsioonis parasiteerivate parasiitide
elutegevusele soodsates tingimustes ka positiivselt mojuda. Selle tulemusel voib tekkida
olukord, kus parasiitide negatiivne moju per capita tduseb ning koinfektsioon on edukam.
Olenevalt erinevate parasiidi genotiiiipide sarnasusest, vOib ideaalolukorras nendevaheline
suhe muutuda ka mutualistlikuks (Buckling & Brockhurst 2008).

T. bryosalmonae infektsiooni forellidel on uuritud vordluses samaaegse iimarussi
Raphidascaris acus tabandumisega. Leiti, et proliferatiivsest neeruhaigusest paranemine oli
mojutatud limarusside vastsete olemasolust peremeesorganismis. Forellid ilma R. acuse
vastseteta suutsid neeruhaiguse mojudest tdielikult paraneda kuid parasitaarse
koinfektsiooniga forellide neeruhaigus muutus krooniliseks (Schmidt-Posthaus jt. 2013). On
leitud, et parasiitidega nakatumine voib tOsta ka bakteriaalhaigustesse nakatumise tdendosust,
samuti vdivad parasiidid bakteriaalhaigusi edasi kanda ( Holzer jt. 2005). Parasitaarhaiguse
esinemisel on organism teiste patogeenide suhtes palju vastuvotlikum ning samuti on

toendolisem, et haiguste kulg on organismile letaalne (Bowers jt. 2000).
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S. MATERJAL JA METOODIKA

5.1 Proovide kogumine

Meriforellidelt proovide kogumine algas 2014. a. detsembris ning kestis 2017. a. novembrini.
Selle perioodi jooksul aitasid merest piiiitud tdiskasvanud meriforellidelt proove koguda nii
harrastuskalastajad kui ka kutselised kalurid. Proove koguti kogu podhjarannikult piiiitud
kaladelt, alates Rutjalt (Laéne-Virumaa) kuni Hara laheni (Ladnemaa). Kolme aasta jooksul

jouti koguda proovid 159-1t meriforellilt.

5.1.1 Proovide kogumine harrastuskalastajate ning teadlaste poolt

Alates 2014. aastast aitasid merest piilitud tdiskasvanud forellidelt proove koguda
harrastuskalastajad. Selleks leiti kalastajad, kes ndustusid roogitud kalade siseorganeid
koguma ja sdilitama. Kolme aasta jooksul kogus proove 11 harrastuskalastajat. Meriforellide
piitigivahendina kasutati spinningut ning peibutiseks lanti. Ténu harrastuspiilidjate
kaasamisele saadi geograafiliselt paiknemiselt mitmekesine kalade valim pdhjaranniku
erinevatest piirkondadest. Vorreldavate andmete saamiseks tootati vélja proovide kogumise

metoodika. Selle jargimiseks koostati kalastajatele 7 nduandest koosnev abivahend:

1. Kirjuta iiles piitigikuupéev ning -koht;

2. Kirjuta iiles piititud kala tdiskaal ning pikkus sabauime esimeste kiirteni;

3. Vota soomuseproovid, kraapides noaga modda kiiljejoont ning paki need kokkuvolditud
paberilehe vahele;

4. Eemalda kala sisikond, vdoimalusel fikseeri kala sugu ja aseta sisikond histi suletavasse
kilekotti;

5. Fileerimisnoa otsaga vota 1-2 cm tiikid neerude esimesest ning tagumisest osast ning pane
molemad neeruproovid alkoholiga tdidetud Falconi tuubidesse (esimese ning tagumise neeru-
proovi votmise vahepeal pese nuga puhtaks, et viltida DNA edasikandumist proovide vahel).
6. Kalalt eemalda pea ning aseta hésti suletavasse kilekotti;

7. Uhe kala kdik kogutud proovid koonda iihte kilekotti ning pane esimesel vdimalusel

siigavkiilmikusse.
Harrastuskalastajatele kes proove kogusid, anti proovide kogumise juhend nii teksti- kui
videoformaadis (https://youtu.be/WfdU ulS-VI). 2014. a. detsembrist 2017. a. novembrini

koguti proovid 159-It meriforellilt. Valimis esines proove kaladelt kogu pohjarannikult -
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Vihterpalust Karepani (joonised 6 ja 7). Siiski ei olnud koik harrastuskalastajate poolt
kogutud proovid tdiskompleksed, esines moningaid proovikomplekte, millel olid puudu
neeruproovid, voi sisikonnad. 2017. aastal viis Eesti Maaiilikooli VLI vesiviljeluse osakond
1abi nakkevorkudega seirepiilike eriplitigiloa alusel. Piitigid toimusid Lééne-Harjumaal ning
Ladnemaal. Katsepiiiikidega koguti 17. vorguod jooksul eelkirjeldatud metoodika alusel

proovid 20-1t meriforellilt. Uuritud kalade piitigikohad on kirjeldatud joonistel 6 ja 7.
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Joonis 6. Uuringu jaoks piititud meriforellide piitigikohad Tallinnast 144nepool. Punane ring

tahistab pliligipiirkonda ning arv nditab kalade arvu antud piirkonnas (Lauringson & Pakk

2018)
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J oonis 7. Uuringu jaoks piititud meriforellide piitigikohad Tallinnast idapool. Punane ring
tahistab piitigipiirkonda ning arv néitab kalade arvu antud piirkonnas (Lauringson &Pakk

2018)

5.1.2 Proovide kogumine kutseliste kalurite poolt

2017. aastast osalesid proovide kogumisel kutselised kalurid. Euroopa Merendus- ja
Kalandusfondi rakenduskava 2014-2020 meetme 1.3 "Teadlaste ja kalurite koostodtoetus"
raames finantseeriti kdesolevat uurimustodd kaluritelt kalade ostmiseks ning todvahendite
soetamiseks. Ténu kalurite kaasamisele dnnestus valimit mérkimisvéérselt suurendada. Kolm
Lidne-Virumaa kalurit ning tliks Léfnemaa kalur ndustusid 2017. aasta siigishooajal
nakkevdrkudega piiiitud meriforelle uuringu tarbeks miitima. Piiiitud kalad kiilmutati vérskelt
20 kraadi juures. Kokku koguti kalurite abiga 70 tdiskasvanud meriforelli Kdsmu, Mustoja
ning Hara (Lddnemaa) piirkonnast. Kiilmutatud kalad koguti kaluritelt kokku ning transporditi
termokastis Eesti Maaiilikooli VLI vesiviljeluse osakonda edasiseks uurimiseks.

Uurimise eel vdeti siigavkiilmutatud kalad 10-kaupa +4 °C juurde sulama. Ules sulanud
meriforellid kaaluti ning mdddeti tdispikkus ja standardpikkus. Jargnevalt eraldati siseorganid,
millest voeti voimalusel Eppendorfi tuubi sapiproov. Kuna tegu oli suures osas kuderdndel
olevate kaladega, kaaluti eraldi ka gonaad. KShuiérest eraldati 2 cm pikkune riba, mis asetati
koos sapiprooviga grippkotti, kott margistati vastava kala nditajate ning proovi numbriga.
Skalpelliga eraldati neerude esimesest ning tagumisest osast 1 cm pikkune tiikk, need asetati
96% etanooliga tdidetud Falconi tuubidesse, tuubid maérgistati vastavalt neeru asetusele ,,E*
ning ,, T (esimene ning tagumine). Esimese ning tagumise neeruproovi votmise vahepeal

puhastati nuga etanooliga. Jirgnevalt eemaldati kalalt pea, mis pandi koos vastava
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margistusega eraldi grippkotti. Lihakehale tehti parasiitide esinemise kindlaks tegemiseks
visuaalne iilevaatus. Forellide siseorganeid eraldi ei konserveeritud ja sooleparasiitide
loendamine jitkus vahetult peale muu materjali eraldamist. Proovide vOtmisest iile jadnud

lihakeha ldks VLI Suurloomakliiniku kiilmikusse ja seejirel havitamisele AS Vireeni.

5.2. Kalade parasitoloogiline uurimine

5.2.1 Proliferatiivne neeruhaigus

Proliferatiivse neeruhaiguse (PKD — proliferate kidney disease) analiiiisid viidi libi EMU
vesiviljeluse Oppetooli kalageneetika laboris. See koosnes meriforelli neerukoest DNA
eraldamisest, DNA fragmentide paljundamisest multipleks poliimeraasahelreaktsiooni abil
(PCR - polymerase chain reaction) ning PKDga tabandumise hindamisest
geelelektroforeesiga. DNA amplifitseerimisel kasutati 7. bryosalmonae ning I8he- ja

forellispetsiifilisi praimereid (Dash & Vasemigi, 2014).

DNA eraldamiseks kasutati kahte erinevat meetodit: 1) QIAcube® HT DNA puhastamise
robotit (QIAGEN, Saksamaa), kasutades selleks QIAamp 96 DNA QIAcube HT Kkitti
(QIAGEN, Saksamaa) ja 2) NucleoSpin Tissue kitti (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co.
KG) ning sellega kaasas olevat DNA eraldamise protokolli.

Jargmisena molemast meetodist lithidalt:

1) Robotivéliselt teostati proovide inkubatsioon vastavalt kiti protokollile. Neerukoest 16igati
viikesed (1-2 mm ldbimooduga) tiikid, mis iileliigsest etanoolist kuivatati ning seejérel lisati
igale proovile 180 pl ATL liisipuhvrit (ATL — tissue lysis buffer) ja 20 pl proteinaas K
enstitimi lahust (20 mg/ml). Peale proovide korralikku segamist inkubeeriti neid iile66 56°C
juures. Jargmisel pdeval tsentrifuugiti liitisunud proove 5 minutit 11 000g juures ning kanti
robotisse. Seejarel lisati proovidele 100 ul liiisipuhvrit VXL ja inkubeeriti toatemperatuuril 1
minut. Pérast liitisumist toimus DNA sadestamine 350 ul ACB puhvriga, millele oli eelnevalt
lisatud isopropanooli. Siis tdsteti proovid filterplaadile, kus toimus DNA sidumine filtriga
(vaakum 5 min 35 kPa). Jargmiseks DNA puhastati 600 pul pesupuhvri AWlga (vaakum 2
min 35 kPa), 600 pl pesupuhvri AW2ga (vaakum 1 min 35 kPa) ning 600 pl 96% etanooliga
(vaakum 30 sek 35 kPa). Seejdrel kuivatati filterplaat vaakumiga: 1 min 55 kPA ja 2 min 35
kPa. Lopetuseks lahustatakse filterplaadi filtrile seondunud DNA 100 pl AE (10 mM Tris-Cl,
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0.5 mM EDTA, pH 9.0) ja 15 ul TopElute puhvris (inkubatsioon 2 minutit ja seejarel vaakum

8 minutit 70 kPa juures) ning proovid siilitati -20°C juures.

2) Igale koeproovile lisati 180 ul lLitisipuhvrit T1 ja 25 pl proteiinaas K ensiiiimi lahust.
Seejdrel inkubeeriti proove 56 °C juures kaks kuni kolm tundi koeproovide tiieliku
lahustumiseni. Tdhtis on proove iga poole tunni tagant korralikult segada. Siis lisati
proovidele 200 pl litisipuhvrit B3 ning inkubeeriti 10 minutit 70 °C juures. Pérast liiiisumist
tsentrifuugiti proove 5 minutit (12 000 g) ning supernatant valati uude tuubi. DNA
sadestamiseks lisati 210 pl etanooli (96%) ja loksutati tugevalt. Seejdrel toimus DNA
sidumine filtriga, kus saadud segu kanti NucleoSpin Tissue filtertuubi, mida tsentrifuugiti tiks
minut (11 000 g). Jargmiseks puhastati DNAd 500 pl pesupuhvri BWga ning 600 pl
pesupuhvri BSga (mdlemal korral tsentrifuugiti proove iihe minuti jooksul 11 000 g juures).
Lopetuseks lahustatakse filtertuubi filtrile sadestatud DNA 100 pl 70 °C BE puhvris (5 mM
Tris*HCI, pH 8.5) ning siilitati -20 °C juures. DNA kvaliteeti ja kontsentratsiooni moddeti
spektrofotomeetriliselt, kasutades NanoDrop 2000 (Thermo scientific, USA).

DNA amplifitseerimisel kasutati kahte komplekti 7. bryosalmonae ning 10he- ja
forellispetsiifilisi praimereid. PKX3F ja PKX4F (Kent jt. 1998) praimeritega amplifitseeriti
298 aluspaari ulatuses T. bryosalmonae 18s rRNA geeni. PKD 166F ja PKD166R (Grabner

& El-Matbouli 2009) praimeritega amplifitseeriti 166 aluspaari pikkune fragment 7.
bryosalmonae 18s tRNA geenist. PKD 166F ja PKX4R praimerid amplifitseerisid
kombineeritult pikema, 756 aluspaari pikkuse fragmendi 18S rRNA geenist. Indel 183F ja
183R praimerid disainiti algselt Atlandi 16he (Salmo salar) jaoks, aga need toimivad edukalt
ka forelli (Salmo trutta) genoomi amplifitseerimiseks. (Dash & Vasemégi, 2014). Praimerite

jérjestused on kirjeldatud tabelis 1 .

Tabel 1. Praimerite jérjestused ja ldppkontsentratsioonid iihes reaktsioonis

Praimer Praimeri jdrjestus 5°->3°
PKX3F 5’-CTA AGT ACA TAC TTC GGT AGA-3’
PKX4R 5’-CCG TTA CAA CCT TGT TAG GAA-3’

PKD 166F  5°-TGT CGA TTG GAC ACT GCA TG-3’
PKD 166R  5’-ACG TCC GCA AAC CAG CT-3’

Indel 183F  5°-GCC CAA AAT GTA CAG GCA AT-3’
Indel 183R  5°-GAT TCT CAT GTT AGC CGT CCA-3’
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Meriforelli  neeruproovidest PKD  geneetiliseks  tuvastamiseks  kasutati  kolme
mikrosatelliitmarkerit, mida amplifitseeriti nn. multipleksse PCR reaktsiooni abil, kasutades
Biometra Tprofessional TProfessional termotsiiklerit. Iga PCRi reaktsioon (6 ul) koosnes
jargmistest komponentidest: 20-100 ng DNA-d, 2x multiplex PCR master mis (Qiagen), ning

piri- ja vastassuunaliste praimerite segu. DNA amplifitseerimiseks kasutati jargmist

temperatuuriprofiili:
. algne denaturatsioon 15 minutit 95 °C
. 36 tsiiklit: denaturatsioon 30 sekundit 94 °C, praimerite seondumine 90 sekundit 60 °C

praimerite ekstensioon ja uute ahelate stintees 60 sekundit 72 °C
. 16plik ekstensioon 5 minutit 72 °C.
PCRi produktide visualiseerimiseks elektroforeesiti reaktsioone ~60 minutit 100V pinge
juures 2% agaroosgeelil, millele oli lisatud etiidiumbromiid (EtBr). E tBr seondub DNA,
RNA ja valkudega ning muudab need nédhtavaks ultraviolettkiirguse all. Fragmentide pikkuse
médramiseks kasutati igal geelil GeneRuler 100 bp DNA Ladderit (Thermo Fisher Scientific
Inc.). Fragmendimustrite fotografeerimiseks kasutati videodokumentatsioonisiisteemi UVItec

FireReader (UVItec Limited).

5.2.2 Sooleparasiidid

Paelusside esinemise madramiseks voeti 4 °C juures sulanud siseorganid voi terve kala ning
avati skalpelli ning kddridega magu ja soolestik (joonis 8). Kuna suur osa paelussidest paiknes
lukutiripikutes, eemaldati need {ikshaaval v6i kimbuna ning loendati. Jargnevalt asetati

paelussid edasiste uuringute tarbeks etanooliga tdidetud Falconi tuubidesse (joonis 9)
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Joonis 9. Paclussid Falconi tuubis (Lauringson & Pékk 2018)

Saadud tulemused kanti ihtiiopatoloogilise uuringu kaartidele (joonis 10), millele kirjutati
proovi number, kala piiligikoht, kala liik, tdiskaal, gonaadi kaal (kuderdndel kalade puhul),
puiigikuupéev, kala pikkus ning sugu.

Parasiitide lahtrisse kirjutati leitud parasiitide arv ning paiknemine.

24



Ihtiioparasitaarse uuringu kaart nr. | "ﬂ

—
relddl (/= (i )
Veekogu: L < A [ L aunesc Aa we
Kalaliik: Vanus: Kaal 4.35
Kuupiev: 9. O3 ) o (5 Pikkus(L) SV Sugu: § 4
Parasiidi liik Paiknemine Hulk
EMLC;i".\'-“;._-L Cra £ m %_,:'H._ﬁ;r;r;‘n_-‘.‘ i‘

Joonis 10. Ihtiioparasiitide uuringukaart (Lauringson & Pékk 2015)

Falconi tuubides ning etanoolis siilitatud paelusside liik médrati mikroskoobivaatlusel.
Parasiitusside liik méadrati paelussi morfoloogiliste tunnuste alusel. Edaspidi méératakse

usside litk nende kudede DNA podhjal.

5.3 Statistiline andmetootlus

Proliferatiivse neeruhaiguse positiivsete ja negatiivsete kalade keskmisi pikkusi ja kaale
vorreldi t-testiga. Proliferatiivse neeruhaiguse esinemissageduse sdltuvust kala soost testiti -
testiga. Parasiitusside arvu soltuvust kala tdispikkusest ja kaalust ning piiiigikoha pikkus- ja
laiuskraadidest modelleeriti lineaarse regressioonanaliiiisiga, proliferatiivse neeruhaiguse
esinemissageduse soltuvust piiligikoha pikkus- ja laiuskraadidest modelleeriti logistilise

regressioonanaliilisiga.

Tulemused loeti statistiliselt oluliseks p<0,05 korral. Statistilised analiiiisid teostati

tabelarvutussiisteemis MS Excel ja statistikaprogrammis R 3.3.3.
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6. Tulemused

6.1 Uuritud kalade iseloomustus

Kalade sooline jaotus on esitatud joonisel 11 ning pikkuste ja kaalude jaotus on toodud

joonistel 12 ja 13.

Emane
84 (52.5%

Teadmata
16 (10.0%)

sane
60 (37.5%)

Joonis 11. Uuritud kalade sooline jaotus.

Keskmine =526

o
i Standardhilve = 52 5
o Miinimum = 36.5
= Maksimum = 78.0
.
T o
[ VI O R
§s;
[
® &
o o
o _
" I—-—-

| | | | |
40 50 60 70 80
Taispikkus, cm

Joonis 12. Uuritud kalade tiispikkuse jaotus ja olulisemad arvkarakteristikud.
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Joonis 13. Uuritud kalade kaalu jaotus ja olulisemad arvkarakteristikud.

6.2 Parasiitusside arv

Parasiitusse esines 146-1 kalal (93,6% koigist uuritud kaladest), keskmine parasiitusside arv
kala kohta oli 18,4 (keskmine {liksnes parasiitussidega kaladel 19,6), mediaan 15,0 ja

maksimum 74 ussi (joonis 14).

Keskmine = 15.4

Q4
Ussideta
B Ussidega 10 (6.4%)
146 (93.6%)

B g5 —

M

© o |

E ]

m

voOE
o |
e o —l—l [

| | | | |
0 20 40 &0 a0
Parasiitusside arv soolestikus

Joonis 14. Parasiitusside arvu jaotus uuritud kaladel ning parasiitussidega ja ilma kalade

osakaal
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Parasiitusside arv soolestikus soltuvalt kala kaalust ja pikkusest on esitatud joonistel 15 ja 16.
Koigil juhtudel ilmnes kala mddtmete ja usside arvu vahel ndrk positiivne seos — mida suurem
oli kala, seda rohkem tal keskmiselt usse esines. Parasiitusside arvu seos kala kaaluga osutus
statistiliselt oluliseks (p = 0,022). See tdhendab, et usside hulk kala soolestikus on positiivses

seoses kala kaaluga.

y=11.5+0.004x, R*=0.027, p=0.022

B0
I

Farasitusside arv soolestikus
40
|

1000 2000 3000 4000
Kaal, g

Joonis 15. Parasiitusside arv soolestikus soltuvalt kala kaalust (iga kala on mérgitud eraldi
punktiga, pidev joon madrgib lineaarse regressioonivOrrandi graafikut koos 95%-lise

usaldusintervalliga, arvuliselt on esitatud regressioonivorrand ning R? ja p-viirtused).
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y=4.7+0.26x, R*=0.008, p=0.132

B0
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Taispikkus, cm

Joonis 16. Parasiitusside arv soolestikus sdltuvalt kala tdispikkusest (iga kala on mérgitud
eraldi punktiga, pidev joon mérgib lineaarse regressioonivorrandi graafikut koos 95%-lise

usaldusintervalliga, arvuliselt on esitatud regressioonivdrrand ning R? ja p-viirtused).

Parasiitusside arv soolestikus sdltuvalt piiligikohast ning piitigikoha pikkus- ja laiuskraadist
on esitatud joonisel 17. Usside hulk Loode-Eestis oli pisut vdiksem, laius- ning pikkuskraadi

kasvades suurenes ka keskmine parasiitusside arv.
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Joonis 17. Parasiitusside arv soolestikus soltuvalt piitigikohast — mida suurem on ring kaardil,
seda rohkem oli parasiitusse keskmiselt sellest kohast piiiitud kalade soolestikes — ning
parasiitusside arv sdltuvalt piiligikoha pikkus- ja laiuskraadist (iga kala on alamjoonistel
margitud eraldi punktiga, pidev joon mérgib lineaarse regressioonivorrandi graafikut koos
95%-lise usaldusintervalliga, arvuliselt on esitatud regressioonivdrrand ning R? ja p-

vaartused).

6.3 Proliferatiivse neeruhaiguse esinemine

Proliferatiivne neeruhaigus esines 72-1 kalal, so 45,6%-1 kdigist kaladest (joonis 18), seejuures
oli iiksnes neeru eesmine osa tabandunud kahel kalal (1,3% koigist ja 2,8% proliferatiivse
neeruhaigusega kaladest), liksnes neeru tagumine osa oli tabandunud 59-1 kalal (37,3% kdigist
ja 81,9% proliferatiivse neeruhaigusega kaladest) ja nii neeru eesmine kui ka tagumine osa

olid tabandunud 11-1 kalal (7,0% kdigist ja 15,3% proliferatiivse neeruhaigusega kaladest).

PKD -
86 (54.4%)

PKD +
72 (45.6%)

Joonis 18. Proliferatiivse neeruhaigusega (PKD +) ja ilma (PKD -) kalade osakaal.
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Sugude 15ikes esines haigust isastel statistiliselt oluliselt enam kui emastel kaladel (vastavalt

58,6% ja 38,1%, p = 0,025; joonis 19).

p=0.025
O PKD + O PKD -
i_1
8
32 (38.1%) 34 (58.6%)
= 2 -
(_(E_
o
ﬁ [7w]
i
L] o
0 =
]
iy
m o _|
K [
52 (61.9%) 24 (41.4%)
ol
Emased Isased

Joonis 19. Proliferatiivse neeruhaigusega (PKD +) ja ilma (PKD -) kalade osakaal soltuvalt

soost, p-viirtus niitab sugude vahelise erinevuse statistilist olulist (y>-test).

Sarnaselt parasiitusside arvule on ka proliferatiivse neeruhaigusega kalu Tallinnast ida pool
enam kui Tallinnast 144ne pool (joonis 20). Aga see erinevus voib olla tingitud ka kalade
erinevast soolisest jaotusest kahes piiiigipiirkonnas — Tallinnast ida poolt piiiitud kalade
hulgas on emaseid ligikaudu 20% vdhem vorreldes Tallinnast 1d4ne poolt piilitud kaladega ja

emastel esines jéllegi haigust vihem.

31



= o
2 PKD +
2 PKD -
Ay
L
(9]
T o
& —
o m
g
w
=
Lu]
—
8 _rwoTrmmounr T T LL I | | o _ T TTrriIr vy T TT T uI
w ]
M a g ] s a g ] ‘_'__,-'
o — C o C o
ooy RC ¥ o
on o= EE T 0o = e
/M\/ 2. p i §i g BB 0 2 _“-’--I’- L Ly ETHT N W
& [ N S e E B R
235 240 245 250 255 26.0 265 591 592 393 594 595 596 597
= Pikkuskraad Laiuskraad
m [
L '\‘s‘\
I I I I I
23 24 25 26 27

Pikkuskraad

Joonis 20. Proliferatiivse neeruhaigusega kalade osakaal soltuvalt piitigikohast. Iga plitigikoht
on tdhistatud proliferatiivse neeruhaigusega (PKD +) ja ilma (PKD -) kalade osakaalu néitava
sektordiagrammiga, kusjuures diagrammi suurus peegeldab piiitud kalade arvu.
Alamjoonised esitavad proliferatiivse neeruhaigusega kalade esinemise tdendosust soltuvalt
puitigikoha pikkus- ja laiuskraadist — véikesed punased kriipsud mérgivad tliksikuid kalu, pidev
joon mérgib logistilise regressioonivorrandi graafikut koos 95%-lise usaldusintervalliga ja p-

védrtus nditab logistilise regressioonivorrandi statistilist olulisust.

Jooniselt 21 ilmneb, et kuigi proliferatiivse neeruhaigusega kaladel on parasiitusse pisut enam
kui proliferatiivse neeruhaiguseta kaladel, ei ole see erinevus statistiliselt oluline (p = 0,080)
ja viikese usside arvuga kalu leidub nii haigete kui ka tervete hulgas. Siiski on enam kui 60

parasiitussiga kaladel koigil ka proliferatiivne neeruhaigus.
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Joonis 21. Parasiitusside arv soolestikus proliferatiivne neeruhaigusega (PKD +) ja ilma
(PKD -) kaladel. Viikesed horisontaalsed kriipsud tdhistavad iiksikuid kalu, taustal olev hall
ristkiilik mérgib ala, kuhu jddvad keskmised 50% kaladest (kvartiilide vahe), must tugev joon
koos joonise kohal olevate arvvddrtustega esitab parasiitusside arvu mediaani ja p-vairtus

nditab gruppide vahelise erinevuse statistilist olulist (Wilcoxoni test).

Meriforelli lihaskoest parasiite ei leitud.
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