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THVISTELMA

Siian rakkoloisio (Henneguya zschokkei) on Myxozoa-pééjaksoon kuuluva itidloinen.
Myxozoa-loisilla on monimutkainen eldmankierto, joka pitdd sisélladn seka
selkdarangattoman ettd selkarankaisen isantéelion. Siian rakkoloision padisanta on
harvasukamato (Oligochaeta) ja véli-isanté on siika (Coregonus lavaretus). Rakkoloisiota
on tavattu mahdollisesti myds muikulla (C. albula). Loisitun kalan lihaksessa on
valkoisia ellipsin muotoisia kysteja, joiden sisdlla on maitomaista nestettd. Neste siséltada
suuren méaaran mikroskooppisia kaksihantaisia myksospoori-itiditd. Kalan lihaksessa voi
olla useita, jopa satoja erikokoisia kysteja. Loinen aiheuttaa ongelmia niin kalanviljelyssa
kuin vapaa-ajankalastuksessakin. RKTL:n mukaan rakkoloisio on yksi tarkeimmista siian
viljelyn kehittymista haittaavista tekijoistd maassamme. Loisen aiheuttamien haittojen
ehkdisemiseksi elamankierron ymmartdminen on tarkeaa.

Tutkimuksen paakysymykset olivat: a) miké& harvasukamatolaji toimii loisen padisantana,
b) mika on loisen kehittymisnopeus siiassa ja c) mik& on loisen kehittymisnopeus
harvasukamadossa?

Pro gradu —tutkielmassani selvitettiin loisen harvasukamatoisantd, kehittymisnopeus
harvasukamatoisdnnésséd ja elamankierto kokeellisin infektoinnein. 3,5 kuukauden
kuluttua harvasukamatojen infektoinnista oli ensimmaiset aktinospoorit havaittavissa

8 °C lampotilassa. 16 °C:ssa ja infektoimattomissa kontrolleissa aktinospooreja ei
kehittynyt. Iséntalajiksi paljastui Stylodrilus heringianus-harvasukamato, joka kuuluu
Lumbriculidae-heimoon. Siian rakkoloision aktinospoori-vaihetta ei ole onnistuttu
aikaisemmin havaitsemaan eik& harvasukamatoisantad ole tunnettu.

Iséntélaji saatiin selville seuraamalla matoyksilQista tulevaa parveilua kuoppalevyllé.
Loisen  kehittymisnopeutta siiassa selvitettiin  tutkimalla rakkoloisio-infektiota
vuodenaikaisesti kesdkuulta syyskuulle kolmella eri siikakohortilla kalanviljelylaitoksella.
Kalat olivat saaneet infektion sisdmaan kalanviljelylaitoksessa. Tutkimuksessa selvisi,
ettd uusi kystisukupolvi ilmestyy kaloihin elokuussa ja vaikka hyvin harvoin ensimmaiset
infektiot olivat havaittavissa jo toisena kesang, alkoivat loisen Kystit erottua siioista
paaasiassa vasta kalan kolmannen kesén aikana.
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ABSTRACT

Henneguya zcshokkei is an aquatic parasite belonging to the phylum Myxozoa.
Myxozoan parasites have two-host life cycle with an invertebrate and vertebrate host.
The definitive host of H. zschokkei is an oligochaete and the intermediate host is
whitefish, Coregonus lavaretus. H. zschokkei has been possibly observed from vendace,
C. albula. The muscles of infected fish are occupied with tens or even hundreads of
parasite plasmodium cysts which are filled with white fluid containing myxospores of the
parasite. The two-tailed myxospores of H. zschokkei are released from cysts when fish
die, and infect the oligochaete in which fish-infecting actinospores develop.

The parasite causes problems in fish farming and fisheries as it makes the fillet
unacceptable for consumers. Therefore, the Finnish Game and Fisheries Research
Institute has named H. zschokkei as one of the biggest factor hampering the development
of whitefish culture in Finland. To prevent the problems caused by H. zschokkei,
knowledge on the life cycle of the parasite is of essential importance.

The main study questions were: a.) what is the oligochaete host of H. zschokkei, b) what
is the development rate of H. zschokkei in the oligochaete host and c) what is the
development rate of H. zschokkei in whitefish?

The oligochaete host species and development of the parasite in it were studied using
laboratory experiments. Parasite development in fish host was studied by monitoring
cohorts of young whitefish in a fish farm. Infection experiments revealed that the
oligochaete host of H. zschokkei was Stylodrilus heringianus (Lumbriculidae).
Development of H. zschokkei in S. heringianus from infection to the beginning of
actinospore production took 3,5 months in 8°C, but no actinospores emerged from worms
kept in 16°C temperature, or in uninfected control worms. First H. zschokkei cysts were
very rarely observed as early as in the second summer of white fish life. However, in vast
majority of fish, cysts were not seen until the second summer. Every year, new H.
zschokkei cyst generation appeared in the fish in the August when the fish were studied
from June to September.
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1. JOHDANTO

Myxozoa-padjakson loisten aiheuttamien sairauksien ehkéisemisen ja hoidon
kannalta eldménkierron, loisen ja is&nnan vuorovaikutusten seka loisen kehittymisen
tutkiminen on kalatalouden kannalta tarkedd. Myxozoa-padjakson loisilla on epdsuora,
kaksi-isantainen elamankierto, jossa péaaisantana on selkérangaton (Annelida /nivelmadot)
ja Vvéli-isantdna selk&rankainen (usein kala). Eldmankierto siséltdd mykso- ja
aktinospoorivaiheen. Suvullinen lisddntyminen tapahtuu selkdrangattomassa isannassa.
N&mé loiset ovat levinneet ympéri maailmaa ja aiheuttavat kaloille sairauksia sek&
makeissa ettd merivesissa (Kent ym., 2001).

Siian rakkoloisio (Henneguya zschokkei) on Henneguya-sukuun kuuluva
Myxozoa-loinen. Rakkoloision pééisdnta on harvasukamato ja véli-isdntd on siika
(Coregonus lavaretus). Rakkoloisiota on tavattu mahdollisesti myos muikulla (C. albula)
(esim. Hyvarinen ym., 2000). Loisitun kalan lihaksessa on valkoisia ellipsin muotoisia
kysteja, joiden sisélld on maitomaista nestettd. Neste sisaltdd suuren maaréan
mikroskooppisia kaksih&ntéisia myksospoori-itiditd (Kuva 1). Kalan lihaksessa voi olla
useita, jopa satoja erikokoisia kysteja.

Loinen ei ole vaarallinen ihmiselle. Loisen aiheuttama ongelma on esteettinen eika
loisittuja kaloja saa laittaa myyntiin. Varsinkaan nuoremmista kaloista infektiota ei pysty
havaitsemaan ennen teurastusta. Siiat kasvatetaan usein myyntikokoon muutaman vuoden
ajan ensin sisdmaassa ja loppuaika merelld. Infektion tullessa huomatuksi vasta
teurastusvaiheessa, voi suuri osa parvesta olla loisittu ja taloudellinen haitta voi koitua
suureksi. Loinen aiheuttaa ongelmia niin kalanviljelysséa kuin vapaa-ajankalastuksessakin.
RKTL:n mukaan rakkoloisio on yksi tdrkeimmisté siian viljelyn kehittymistd haittaavista
tekijoistd maassamme. Loisen aiheuttamien haittojen ehkdisemiseksi elaménkierron ja
kehitysnopeuden selvittdminen on tarkeéa.

Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd siian rakkoloision eldmankiertoa
kokeellisilla infektioilla. Siian rakkoloision aktinospoori-vaihetta ei ole onnistuttu
aikaisemmin havaitsemaan eikd harvasukamatoisantda tunnettu. Aikaisemmin ei ole
tutkittu myoskaan loisen kehittymisnopeutta kalassa. Tutkimme loisen esiintymista
kalanviljelylaitoksella kolmessa ikaluokassa siikoja (1+, 2+ ja 3+) ja infektion
kehittymista ian myota.

Tutkimuksen paakysymykset olivat: a) Mika harvasukamatolaji toimii loisen
paaisantana, b) Mikda on loisen kehittymisnopeus siiassa ja c¢) Mikd on loisen
kehittymisnopeus harvasukamadossa?



Kuva 1. Vasemmalla: Siian rakkoloision isot kystit kuultavat siian vaalean lihan lapi, joten ne
ovat helposti havaittavissa fileestd. Isoimmat kystit ovat lapimitaltaan jopa yli 2 cm. Oikealla:
Siian rakkoloision myksospoori-itiot jakautuvat kystin sisdlld. Se on havaittavissa eri
kehitysvaiheessa olevista itidistd seka myos kystin koon kasvussa ajan kuluessa.

2. TUTKIMUKSEN TAUSTA

2.1 Myxosporea-luokka

Myxozoa-péaédjakso jaetaan kahteen luokkaan padisannan perusteella; Myxosporea,
jossa padisantéana on harvasukamato (Oligochaeta), ja Malacosporea, jossa paéisantana on
sammaleldin  (Bryozoan). P&disdnndssa loinen  lis&&ntyy  suwvullisesti.  Pro
gradu-tutkielmani ~ kohde, siian  rakkoloisio  (H. zschokkei),  kuuluu
Myxosporea-luokkaan.

Myxosporea-luokka pitdd sisallddn 56 sukua, joista osa on hyvin patogeenisié
makean ja suolaisen veden kaloille (Matos ym., 2005). Nama monisoluiset loiset ovat
sukua polttiaiseldimille (Cnidarian) ja aiheuttavat harmia erityisesti kaupallisella puolella
infektoidessaan tarkeitd kasvatuslajeja. Luokan on raportoitu infektoivan myds mm.
matelijoita, laakamatoja, maamyyrié ja sammakkoeldimia (Friedrich ym., 2000).

Myxosporea-luokan aktinospoorit on tunnettu harvasukamadon loisiksi jo
1890-luvun loppupuolelta (Stolc, 1899). Kaksi-isantédinen eldméankierto saatiin selville
vasta 1980-luvulla. Silloin monen loisen nimedminen muuttui, koska aikaisemmin
myksospoori- ja aktinospoorivaiheet oli katsottu tdysin eri lajeiksi (Wolf & Markiw,
1984).

Ensimmainen taydellinen elamankierto-tutkimus saatiin tehtyd Myxobolus
cerebralis loisella. Tubifex tubifex madon l6ytyminen p&éisdnnéksi oli merkittava
ldpimurto ja se on auttanut tutkittaessa muiden Myksosporea-loisten eldmankiertoja
(Wolf & Markiw, 1984; El-Matbouli ym., 1992). Myxosporea-loisiin kuuluu noin 2400
lajia. 40 loiselta on saatu vaihtelevalla tarkkuudella tutkittua sek& aktinospoori- etté
myksospoorivaihe (2%). 2180 loiselta tiedetddn pelkkd myksospoori-vaihe ja 180 lajilta
ainoastaan aktinospoori-vaihe (Lom & Dykova, 2006). Eldmankierron tutkiminen on
haastavaa, mutta tarke&a loisia tutkittaessa ja niiden aiheuttamien haittojen ennalta
ehkéisemiseksi.



Loisien padisanniksi tiedetddn harvasukamadot suurimmista suvuista Naididae,
Tubificidae ja Lumbriculidae sekd kahdessa tapauksessa myds monisukamadot
(Polychaeta) (Kent ym., 2001). Useat tutkimukset osoittavat, ettd ndma loiset ovat hyvin
isdntaspesifisid. Suurimmalla osalla on vain yksi harvasukamatolaji isantédnd, vain
muutamissa tapauksissa voi olla useampi mahdollisuus isannéksi (esim. EI-Mansy ym.,
1998; Xiao & Desser, 1998).

Aktinospoorin vapautuminen ja siirtyminen isantdkalaan ovat keskeiset vaiheet
loisen eldménkiertoa. Vapautuessaan harvasukamadon suolesta hauraalla aktinospoorilla
on vastassa monia haasteita ennen paasya isantaan. Aktinospoorit eivét pysty lilkkumaan,
vaan ne Kkeijuvat vapaasti vesivirtojen vietdvind. Ne ovat alttiita saalistukselle,
vaurioitumiselle, osmoottiselle paineelle ja fysiologisille tekijoille. Todennakoisyys
kohdata oikea iséntd on pieni, siksi loinen panostaakin runsaaseen parveiluun joka kestaa
useita paivia (Kallert & EIl-Matbouli, 2008). Myés parveilun alkamisen ajankohta on
tarked. Aktinospoorien on havaittu aktivoituvan mm. kalan limasta (Kallert ym., 2005a).
Useat tutkimukset osoittavat, ettd aktinospoori séilyy infektiivisend muutamasta paivasta
muutamiin viikkoihin (Markiw 1992a; Yokoyama ym., 1993; Ozer & Wooten, 2002a).
Liséksi veden lampdtila korreloi useiden lajien aktinospoorien parveilun lukumadrien ja
aktiivisuuksien kanssa (Ozer ym., 2002b). Loisen kehittyminen harvasukamato-isannan
suolessa vie lampatilasta ja lajista riippuen useita pdivid. M. cerebralis parveilee 65-120
paivan kuluttua infektoinnista olosuhteista riippuen (Steinbach Elwell ym., 2009a). Useat
lajit parveilevat vain tiettyyn aikaan vuodesta, jotkut ympéri vuoden aktiivisimman
parveilun ollessa kuitenkin tiettyyn vuodenaikaan (Ozer ym., 2002b).

Aktinospoorit poistuvat harvasukamadosta ulosteen mukana ja niiden runsaus
korreloi myds sen kanssa, kuinka moni myksospoori on infektoinut madon (Markiw,
1986; Stevens ym., 2001; Steinbach Elwell ym., 2006). Véarassa harvasukamatolajissa
loinen ei pysty lisdédntymadn ollenkaan (Steinbach Elwell ym., 2009b). Steinbach Elwell
ym. (2009a) tutkimuksessa infektoitiin harvasukamatoviljelmé, jossa oli T. tubifex seka
Limnodrilus hoffmeisteri lajia. Tulos ei kuitenkaan osoittanut, ettd ei-isdntélajin 1asnéolo
vahentdisi isantalajin infektiota. Tutkimuksessa viljelmét, joissa oli 50 yksil6d kumpaakin
lajia sekd viljelmd, jossa oli pelkdstddn 50 T. tubifexia, antoivat korkeamman
infektioprevalenssin kuin viljelmd, jossa oli ainoastaan 100 yksiléd T. tubifexia.
Beauchamp ym. (2006) tutkimuksissa taas M. cerebralis -loiselle resistentit T. tubifex
kannat infektoidussa viljelmassd toimivat biologisena filtterind ja véhensivét
harvasukamatojen loisintaprevalenssia. M. cerebralis -loinen aiheuttaa tutkimuksen
mukaan harvasukamadolle ongelmia lisddntymisessd, mutta vain vahan kuolleisuutta.
Infektion on myds raportoitu vaikuttavan madon kasvuun (El-Matbouli & Hoffmann,
1998; Stevens ym., 2001; Hedrick & EI-Matbouli 2002; Gilbert & Granath, 2003).
Aktinospoorien on raportoitu tunkeutuvan kalaan péaasiassa kiduksien kautta ja ihon lapi
(Yokoyama & Urawa, 1997). My0s padisannan syéminen voi altistaa kalan infektiolle.
Kalassa loisen ameebamainen sporoplasma kulkeutuu kohde-elimeen kalasta tulevien
signaalien avulla (Kallert ym., 2005a).

Aktinospoorit jaetaan aktinospoorin rakenteen mukaan eri tyyppeihin. Yleisin
tyyppi on triaktinomyxon. Kaikista kuvatuista aktinospooreista (yhteensa 180) 53 edustaa
triaktinomyxontyyppid. Tyypillisell& triaktinomyxon aktinospoorilla on kolme hanta4 ja
sen sporoplasmassa on runsaasti alkiosoluja (8-256 kpl). Tdma mahdollistaa luultavasti



suuren infektiviisyyden jo vahaiselld aktinospoorimaarallda. Atkinson ym. (2009)
tutkimuksen mukaan jo yksi Myxobolus gasterostei aktinospoori riittdd infektoimaan
kalan. Alkiosolujen maaraa kaytetddn myos ryhman jasenten erottelussa (Stolc, 1899;
Atkinson ym., 2009).

Useissa tutkimuksissa M. cerebralis -loisen aktinospooreja on yritetty tuhota
vedestd monilla eri tavoin, kuten esimerkiksi otsonoinnilla, kloorilla sek&
UV-sateilytyksella (Markiw 1992b; Hedrick ym., 2007; Hedrick ym., 2000). Tehokkaaksi
menetelmaksi on selvinnyt mm. kolmiulotteisen filtterin ja UV-sateilytyksen yhdistelma.
Taméa menetelmd on kuitenkin kallis (Arndt, 2005). Kallert ym. (2008) olivat tutkineet
aktinospoorien elinkykya. M. cerebralis aktinospoorien tuotto lakkasi lampdétilan ollessa
20-25 °C:ta ja taudin aiheuttamiskyky katosi kokonaan. Hyddyntden ndita tietoja on
mahdollista suunnitella metodeja, joilla aktinospoorit saataisiin eliminoitua vedest
esimerkiksi kalanviljelylaitoksilla (Wagner ym., 2003).

M. cerebralis aktinospoorin péastyd kalaan se alkaa jakautua ja kulkeutuu
hermostoon. Loisen kehittymisnopeus kalassa on riippuvainen lampétilasta, kierretaudilla
se vie 52-120 péaivaa (Halliday, 1973; Markiw 1992a; Hedrick & El-Matbouli 2002).
Tutkimusten mukaan loinen ei pysty infektoimaan kalanmatid, koska munien kudokset ja
kemialliset signaalit eivat aktivoi loista. Kalan iké& vaikuttaa infektoitumiseen; nuorien
kalojen immuniteettipuolustus ja vastustuskyky eivét ole yhtd kehittynyt M. cerebralis
—infektiota vastaan kuin vanhemmilla kaloilla (Rose ym., 2000; Putz & Hoffmann, 1966;
Markiw, 1991).

Myksospoorit kestavat infektiivisnd hyvinkin pitkia aikoja, jopa useita vuosia.
El-Matbouli ym. (1992) tutkimuksessa M. cerebralis -loisen myksospoori séilyy jopa 20
vuotta infektiivisend. Myksospooria ymparoi polysakkaridi-kuori (matrix), joka suojaa
loista siihen kohdistuvilta fysikaalisilta ilmidilta, kuten lampétilavaihteluilta (jopa
jaatymiseltd) seka kemiallisilta tekijoiltda kuten saalistajien ruuansulatuksen l&pi
kulkeutuminen (Hoffman & Putz, 1969; Hoffman & Hoffman, 1972; Taylor & Lott, 1978;
El-Matbouli & Hoffmann, 1991). Hedrick ym. (2008) altistivat tutkimuksessaan M.
cerebralis myksospooreja  ja&dytys-, kuivattamis-, UV-séteily-, kloori- ja
ammoniumkasittelylla. Kokeessa lampotilakésittelylla (5 °C lampdétilassa 60 péivas),
kuivattamisella ja UV-sateilylld oli vaikutusta myksospoorien infektiivisyyteen.
Ammonium- ja kloorikasittelyll& myksospoorit taas sailyttivat elinkelpoisuutensa.

Myxozoan-loisista on hankala péastd eroon ilman tehokkaita toimia. YKsi
infektoitunut lohikala voi kuollessaan vapauttaa jopa kaksi miljoonaa M. cerebralis
myksospooria veteen (Hedrick, 1998.). Steinbach Elwell ym. (2009a) tutkimuksessa kéy
ilmi, ettd 1-5 myksospooria riittdd infektoimaan yhden harvasukamadon. Yksi kala
pystyy siis infektoimaan suuren mé&érdn harvasukamatoja. Myksospoorit pystyvét
leviamaan vesistoista toisiin ja jopa eri maanosien vélilla saastuneiden kalastusvélineiden,
petojen, pakastettujen kalatuotteiden ja eldvien kalojen sek& harvasukamatojen mukana
(Arsan & Bartholomew, 2008; Gates ym., 2008).

2.2. Henneguya-suku

Taksonomisesti Henneguya zschokkei kuuluu péajaksoon Myxozoa, luokkaan
Myxosporea, lahkoon Bivalvulida ja heimoon Myxobolidae. Henneguya-suku on



lajimadréltaédn  Myxosporea-luokan toisiksi suurin  suku ja yksi tarkeimmistd
patogeeneistd makean ja suolaisen veden kaloille. Suku pitaa sisallaan ainakin 204 lajia
(Eiras, 2002; Lom & Dykova, 2006) ja ne ovat levinneet maantieteellisesti l&hes
kaikkialle (Azevedo & Matos, 2003).

Toisin kuin H. zschokkei, useat Henneguya-suvun loiset muodostavat kysteja
kiduksille, mik& vaikeuttaa kalan hengitysta ja lisdd kuolleisuutta (Bruno ym., 2006).
Aikaisemmin kolmelta Henneguya-suvun loiselta on saatu selvitettya elaménkierto: H.
exilis ja H. ictaluri -loisien vali-isdnta on pilkkupiikkimonni ja p&éisanté Dero digita. H.
nuesslin -loista esiintyy taimenessa seké puronieridssa ja sen paaisanta on T. tubifex (Lin
ym., 1999; Pote ym., 2000; Kallert ym., 2005b).

2.3. Siian rakkoloisio ja sen aiheuttamat ongelmat

Siian rakkoloisio (H. zschokkei) on loinen, jonka eldmankierto sisaltdd kaksi
akvaattista isantdd. P&aaisdnta on harvasukamato ja véli-iséntdna on siika. Loista on
mahdollisesti 16ydetty my6s muikulta (Hyvérinen ym., 2000) ja vuoripyorosiiasta.
Epéilyksenéd on ollut, ettd H. zschokkei ja H. salminicola olisivat sama laji (Lom &
Dykova, 1992; Kent ym., 2001; Eiras 2002). Lisatutkimukset ovat tarpeen.

Koska loinen aiheuttaa kalan lihakseen valkoisia soikeita kystejd, joiden sisélld on
maitomaista nestettd, on loisittuja kaloja kutsuttu kansankielelld myds piiméasiioiksi.
Neste sisaltaa eri kehitysvaiheessa olevia jakautuvia myksospoori-itiditd. Myksospoorien
jakautuessa myos kystin koko kasvaa ja se syrjayttaa kalan lihaskudosta. VVapautuessaan
veteen joko kalan joutuessa saaliiksi tai kuollessa, myksospoorit hakeutuvat
harvasukamatoon, jonka suolessa suvullinen lisdédntyminen tapahtuu.

Siian viljely on uusi, kasvava elinkeino—ruokakalatuotannossa siika on Suomen
toiseksi tarkein kalalaji. Riista- ja Kalatalouden tutkimuslaitoksen mukaan
Henneguya-loisio on siian viljelyn tulevaisuutta uhkaava tekija maassamme. Loinen ei
ole vaarallinen ihmiselle eik& tartu ihmisiin tai eldimiin. Pahoin infektoitunut kala on
kuitenkin myyntikelvoton. Loisitun kalan lihaa voi syddad, mutta kystit kannattaa poistaa,
koska ne voivat vaikuttaa kalan makuun. Infektoitunutta kalaa ei saa missdén nimessé
heittdd takaisin vesistéon, koska silloin loinen péésee jatkamaan elaméankiertoaan. Kala
kannattaa haudata tai mieluummin polttaa, jotta eldimetk&&n eivat péése levittdméan
loista.

Siian rakkoloision aktinospoorivaihetta ei ole ennen tatd tutkimusta havaittu.
Myoskaan isdnta-harvasukamatolaji ei ole ollut tiedossa. Jotta loisen aiheuttamiin
haittoihin voitaisiin paneutua tehokkaammin, elaménkierron tunteminen on tarkeéaa.

Pro gradu -tutkielmani paakysymykset ovat:

a) Miké on siian rakkoloision harvasukamatoisanta?

b) Miké on loisen kehittymisnopeus harvasukamadossa eri lampotiloissa?
c) Miké on loisen kehittymisnopeus siiassa eri lampotiloissa?
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3. AINEISTO JA MENETELMAT

3.1. Harvasukamatojen infektointi ja seuraaminen

Harvasukamatoja kerdttiin noin tuhat kappaletta erddn kalanviljelylaitoksen
ulkouoman pohjalta kesa-elokuun aikana vuonna 2008. Laitoksella kasvatetaan
paaasiassa kirjolohta, mutta myds siikaa. Ulkoaltaissa on muitakin kalalajeja, jotka ovat
tulleet l&heisesta vesistosta veden mukana. Altaiden pohjat ovat ravinteikkaita mutapohjia,
joissa on syomatontd kalanruokaa ja kalan ulostetta. Madot keréttiin potkuhaavin avulla
useasta altaasta. Pohjandyte seulottiin 50 pum seulalla mink& jalkeen madot poimittiin
yksitellen mudasta. Naytteestd I0ydettiin kahdeksan lajia Tarmo Timmin mééritysoppaan
mukaan.

Madot pidettiin muovisissa 8 | purkeissa noin 20 °C lampétilassa. Pohjalla oli n. 2
cm samaisen laitoksen 50 um seulalla seulottua ja autoklavoitua pohjamutaa. Joka viikko
koko vesimé&ira (n. 2 litraa) vaihdettiin ja ilmastuksen toimivuus tarkastettiin.
Vesijohtoveden annettiin seisoa sangossa 8 °C:ssa noin viikko ennen matopurkkiin
lisddmistd. Matoja ruokittiin pakastetulla salaatilla kerran kuussa.

Koe aloitettiin infektoimalla sekaviljelmd edellda mainittuja harvasukamatoja
myksospooreilla 6.5.2009. Myksospoorit saatiin tuoreen siian lihaksessa olevista
kysteista ja ne pidettiin kylmidsséd (5 °C) veteen sdilottyna 12 tuntia ennen kokeen
aloittamista. Kystit hajotettiin petrimaljalle ja siihen lisattiin Jyvésjarvestd otettua vetta.
Yhteen infektoitavaan matopurkkiin laitettiin 1,4 ml iti6-vesiseosta. Kontrollipurkkeihin
laitettiin 1,2 ml pelkkaa jarvivettd. Kokeessa oli mukana kaksi eri lampdtilaa, 8 ja 16 °C.
Kumpaankin lampétilaan laitettiin kaksi infektoitua- ja kaksi kontrolliastiaa matoja.
Kahden viikon kuluttua infektoinnista matoja alettiin seurata viikoittain seulomalla koko
vesimééra tihedlla 20 pum seulalla. Naytteet tutkittiin tutkimusmikroskoopin avulla
400-kertaisella suurennoksella.

Kun parveilua havaittiin ensimmaisen kerran, kyseisistd purkeista seka niiden
kontrolleista tutkittiin vettd useammin kuin kerran viikossa (Taulukko 1). Aktinospoorit
laskettiin joka vesindytteesté tutkimusmikroskoopin avulla 100-kertaisella suurennoksella.
Aktinospooreista otettiin kuvia ja lahetettiin etanoliin sailottynd Kuopion yliopistoon
DNA:n madritystda (PCR ja sekvensointi) varten (FM Joose Raivo, Soveltavan
biotekniikan instituutti).

Ensimmadisen infektiokokeen parveilun aikana padisantd ei |l0ytynyt, joten
infektiokoe toistettiin samalla menetelmalld 21.10.2009. Toisessa infektiokokeessa
purkista josta havaittiin parveilua, eroteltiin madot ulkondadn perusteella neljaan ryhmaan.
Ryhmat laitettiin litran astiaan 8 °C:iseen veteen. Matoryhman vedet seulottiin kolmen
vuorokauden paastd ja yhdessa ryhmassa nékyi reilusti aktinospooreja. Sen ryhman
madot erotettiin yksitellen 4 x 6 kuoppalevylle (Yokoyama ym. 1991 metodi), jossa oli
vettd ja pakastettua salaattia. Kuoppalevyt séilytettiin 8 °C:ssa. Kuoppalevyltd pystyi
kahden vuorokauden kuluttua n&kemé&an vyksilét, joista aktinospooreja tuli. Ne
madritettiin Dos. Jukka Sarkan avulla lajilleen. Yksi infektoitunut mato otettiin viinaan
talteen myohempad DNA-tutkimusta varten.
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3.2. Siian infektoiminen

Aktinospooreilla kokeiltiin vuoden 2009 siianpoikasten infektointia kolmena eri
kertana (Taulukko 2). Koetta varten otettiin vesi aktinospooreja sisaltavésta astiasta 1 ja
sen kontrollista 2 (Taulukko 1). Toisena kontrollina oli 8 °C:ista vesijohtovettd, jota oli
seisotettu muutama paivéa sangossa. Vedet laitettiin kolmeen n. 4 I:n astiaan johon liséttiin
kala 20 minuutiksi. Ensimmaisessa infektiokokeessa (2.9.09) oli yksi infektoitava kala ja
kaksi kontrollikalaa. Seuraavassa kokeessa (16.9.09) oli kaksi kalaa infektoitavana ja
neljé kalaa kontrollivesissé. Viimeisessa infektiokokeessa oli nelja kalaa infektoitavana ja
kahdeksan kontrolleina (21.9.09). Yhteensa aktinospoori-kasittelyn sai siis 7 kalaa ja 14
oli kontrollina. Kalat olivat yksitellen koeastioissa ja niiden vointia tarkkailtiin kokeen
ajan. Vesi seulottiin ja tutkittiin infektiokokeen jélkeen 100-kertaisella suurennoksella
tutkimusmikroskoopilla. Naytteestd laskettiin kuinka monen aktinospoorin sporoplasma
oli tullut ulos ja kuinka monella oli ennallaan.

Kokeessa olleet kalat siirrettiin kolmeen altaaseen kasittelyn mukaan noin kahdeksi
kuukaudeksi ja sen jalkeen ne pakastettiin DNA tutkimuksia varten. Niista tulokset
tulevat myodhemmin. Tutkimuksen suorittamiseen oli eldinkoelautakunnan lupa,
lupanumero: ESLH-2008-10038/ym-23.

3.3. Kalojen tutkiminen

Siikojen laitosseuranta tehtiin 1,5 vuoden ajan ottamalla néytteitd eri ikaryhmista
laitoskaloja. Kaikki tutkittavat kalat olivat Kokemden vaellussiikaa samasta laitoksesta
siséaltaista.

Kesén 2008 aikana tutkittiin 183 siikaa 3+ ikdryhmaésté. Kalat punnittiin ja mitattiin.
Sen jalkeen kala nyljettiin ja fileoitiin. Filee siivutettiin ohuemmiksi siivuiksi ja tutkittiin
valopOydén paalla. Kystit merkittiin nédkyviin kalakarttaan (Kuva 2).

Padosa kaloista tutkittiin kesan ja syksyn 2009 aikana kahden viikon valein ikaryhmisté
2+ (n=381) ja 1+ (n=1177). 2+ kaloja tutkittiin noin 50 kappaletta ja 1+ ikdryhman kaloja
noin 100 kpl/néaytteenottokerta. 2009 vuoden tutkimuksessa kala mitattiin ja punnittiin.
Kalan lihas tarkastettiin silmamé&ardisesti rakkoloision kystien suhteen, jonka jalkeen
lihas siivutettiin  kahden lasin  valiin litistettdvaksi ja se kaytiin  l&pi
preparointimikroskoopin avulla. Isoimmista kysteista otettiin mitat tyontomitalla (kystin
pituus ja leveys). Kystien paikat merkattiin ylés 12 osaan jaettuun kalakarttaan (Kuva 2).
Epéselvat tapaukset varmistettiin rikkomalla kysti preparaattilasille ja tutkimalla nayte
mikroskoopin avulla.

3.4. Tilastolliset analyysit

Eroja kystien méérissé lihaksiston etu-keski ja takaosien (Kuva 2) valilla selka- ja
vatsapuolilla analysoitiin ei-parametrisen Wilcoxon Signed Ranks -testin avulla, koska
aineistoa ei saatu vastaamaan parametristen testien oletuksia edes erilaisia muunnoksia
kayttamalla. Samaa Wilcoxon Signed Ranks —testid kéytettiin samasta syysta myos
analysoitaessa eroa loisen kystien lukumé&érissé selka- ja vatsapuolen lihasten vélilla.
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Kuva 2. Kalakartta eli kaavake, johon Henneguya zschokkei -kystien lukumadrat merkittiin
kalakohtaisesti. Kala jaettiin selké- ja vatsapuolelta kuuteen osaan.

4. TULOKSET

4.1. Harvasukamatojen infektointi

21.8.2009 infektoiduista purkeista havaittiin ensimmaisen kerran aktinospoorien
parveilua, kun kokeen aloittamisesta oli kulunut 107 vuorokautta (856 péivaastetta).
Aktinospoorien  parveilu  kesti  kokonaisuudessaan kuukauden (Taulukko 1).
Infektoimattomissa kontrolleissa ja 16 °C:ssa olleissa purkeissa ei ndkynyt aktinospooreja
koko seurannan aikana.

Aktinospoorilla oli paljon alkiosoluja ja 3 pitkaa hantaa. Yhden hannan pituus on n.
250 mikrometrig, eli loinen l&pimitaltaan ldhes 500um. Aktinospoorin tyyppi on
triaktinomyxon (Kuva 3).

Toisessa infektiokokeessa madritettiin harvasukamatoisanté lajilleen siitd ryhmasta,
missa parveilua esiintyi. Siian rakkoloision paaisannaksi paljastui Stylodrilus heringianus,
joka on puhtaiden ja kylmien vesien laji (suullinen tiedonanto, Jukka Sarkkd) (Kuva 6).

Aktinospoorien DNA:n sekvenssi vastasi rakkoloision myksospoorien DNA:ta
(suullinen tiedonanto, Joose Raivo).

4.2. Siikojen infektointi

Kalan l&sna ollessa osa aktinospooreista oli ampunut sporoplasman ulos. Naytteesté
loytyi my0Os ehjid aktinospooreja (Taulukko 2). Kontrollingytteissa ei ollut
aktinospooreja.

4.3. Kehittyminen kalassa

Kystit alkavat kehittyd nakyviksi nuoren kalan lihaksessa aikaisintaan toisen kesan
loppupuolella (1+ ikdisisséd kaloissa). Infektion nakyminen toisen kesan siiassa oli
kuitenkin erittdin harvinainen ilmid, silla 1177:sta tutkitusta kalasta vain kahdella
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yksilolla (0,17 %:lla kaloista) havaittiin infektio—yksi pieni kysti molemmissa
tapauksissa. Molemmat havainnot tehtiin elokuussa. Suurimmalla osalla kaloista infektio
on kuitenkin havaittavissa vasta kolmantena kesdna (ik& 2+) (Taulukko 3). Elokuun
alussa kaikissa ikaryhmissa (3+, 2+ ja 1+) alkoi naky& uutta H. zschokkei -sukupolvea
seka 2008 ettd 2009 kesien kala-aineistoissa. Pienimmat kystit olivat vain mikroskoopilla
havaittavissa. Isommat erotti paljain silminkin. Jopa pienimmissa kystinaluissa nakyi
mikroskoopin avulla myksospooreja. Jopa pienimmissd kysteissa nakyi mikroskoopin
avulla myksospooreja. Pienissé kysteissa oli tyypillista hyyteloméinen rakenne ilman
isommissa kysteissa havaittavaa “kuorta” (Kuva 4).

Elokuun alusta ldhtien loisintaprevalenssi ikdryhmassa 2+ oli korkea, 22-37 %
(Taulukko 3), mutta kystien méara kalayksiloiden valilla vaihteli suuresti (minimi 0,
maksimi 101). Loisintaprevalenssi vuonna 2008 tutkituissa 3+ ik&ryhman kaloissa (7-27
%) oli pienempi kuin 2+ ikdryhmassé (Taulukko 4). 3+ ik&ryhmasséa nékyi kysteja koko
seurantajakson ajan (kesé-elokuu 2008). Uusi loissukupolvi oli havaittavissa elokuussa,
jolloin lihakseen ilmestyi selkeasti pienempié kystej& isompien rinnalle.

Selké- ja vatsapuoli eroavat kystien lukumaarilta toisistaan siten, ettd selkapuolella
kystimaarat ovat korkeammat (6,1 + 9,0, n = 43.) kuin vatsapuolella (4,7 + 9,3, n = 58)
(Wilcoxon Signed Ranks Test, Z = -2,444, p = 0.015). Seké selké- ettd vatsapuolella
loisen kysteja oli eniten kalan keskiosisan paksuissa kylkilihaksissa (alueet 2-5) (Kuva 5,
taulukot 5 ja 6). Vatsapuolella liséksi alueet 2-4 erosivat alueesta 5.

Kuva 3. enneguya zschokkei aktinospoorit ovat hyvin l&pikuultavia.
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Taulukko 1. Aktinospoorien parveilu kokeellisesti infektoiduista harvasukamadoista
("ensimmaéinen koe™). Aktinospooreja havaittiin ensimmaisen kerran 21.8.2009 purkeissa nro 1 ja
5, jonka jalkeen naitd purkkeja ja niiden kontrolleja tutkittiin useammin. Luvut kertovat
aktinospoorien lukumaaran kullakin néytteenotto Kkerralla koko vesimaardssd. Parveilu kesti
kuukauden. Purkista nro 1 tuli eniten aktinospooreja. Purkista nro 5 parveilu loppui kahden
naytteenottokerran jalkeen. Vesien tutkimista jatkettiin 11.12.2009 saakka.

Purkki 1. 2. 3. 4., 5. 6. 7. 8.

Kasittely inf.  kontr. inf.  kontr. inf.  kontr. inf.  kontr.
Lampdtila 8 16 16 8 16 16
19.5-16.8 1x/vko 0 0 0 0 0 0 0
21.8. 3 0 0 0 2 0 0 0

25.8. 500 0 0 0 20 0 0 0

27.8. 5 0 - - 0 0 - -

1.9. 10 0 0 0 0 0 0 0

29. 220 0 - - 0 0 - -

4.9. 4 0 - - 0 0 - -

7.9. 0 0 0 0 0 0 0 0

16.9. 1 0 - - 0 0 - -

18.9. 179 0 0 0 0 0 0 0

21.9. 33 0 0 0 0 0 0 0

25.9-11.12 1x/vko 0 0 0 0 0 0 0 0

Taulukko 2. Siikojen infektoinnissa kaytettyjen kalojen sekd sporoplasmansa tyhjentaneiden
aktonospoorien lukumaarat. Siian infektiokokeessa o0sa aktinospooreista oli tyhjentanyt
sporoplasman kalan 1dsné ollessa.

kala aktinospoori
infektoidut kontrollit
(n) (n) tyhjentynyt ei-tyhjentynyt
2.9.09 1 2 11 209
16.9.09 2 4 1 0

21.9.09 4 8 16 17
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Kuva 4. Pienempiin rakkoloision kysteihin ei ollut vield muodostunut “kuorta” vaan rakenne
muistutti enemman hyytelomaisté rakkulaa.

Taulukko 3. Tutkittujen 2+ ikdryhmén siikojen lukumaérat, loisittujen kalojen lukumaara ja osuus
(%) sek& loisinnan intensiteetti (loisia per loisittu kala), minimi ja maksimi eri
naytteenottokerroilla. Kalojen infektion pystyi havaitsemaan aikaisintaan elokuun alussa.

Pyyntipvm N loisitut loisinta% Intensiteetti S.D. S.E. min. max
2.6.09 50 0 0 0 0 0 0 0
11.6.09 50 0 0 0 0 0 0 0
29.6.09 50 0 0 0 0 0 0 0
13.7.09 51 0 0 0 0 0 0 0
3.8.09 50 15 30 8,3 10,0 2,6 1 39
13.8.09 50 11 22 8,7 10,7 31 1 34
24.8.09 50 12 24 18,9 10,2 31 1 101
7.9.09 30 11 37 9,3 13,1 3,9 1 41

Taulukko 4. Tutkittujen 3+ ikdryhmén siikojen lukumaérat, loisittujen kalojen lukumaara ja osuus
(%) seka loisinnan intensiteetti (loisia per loisittu kala), minimi ja maksimi eri
naytteenottokerroilla. 3+ ikdryhmassa nakyi rakkoloista jo alkukesasta todennékdisesti jaénteend
edellisen kesén loisinnasta. Elokuussa alkoi nakyé uutta Henneguya zschokkei -kystisukupolvea.
Kéytetty tutkimusmenetelma 3+ ikdryhmén kalojen kohdalla oli epétarkempi kuin 2+ -kaloilla,
joten tulokset eivét ole suoraan vertailukelpoisia keskenéan.

Pyynti N loisitut loisinta% Intensiteetti S.D. S.E. min. max
Kesékuu 43 10 23 6,4 6,9 0,7 1 24
Heinakuu 72 5 7 14,4 11,9 0,3 1 32

Elokuu 49 13 27 7 6,9 0,6 1 28
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Taulukko 5. Henneguya zschokkei -kystien lukumaarien vélisten erojen tilastollinen merkitsevyys
parittaisissa vertailuissa 2+ ikdryhméssé selkdpuolen kystien sijoittuminen kalakartassa (Kuva 5).
Tilastollisesti merkitsevaksi eroksi madritettiin Bonferronin korjauksen jalkeen 0,05/15=0,0033.
1 2 3 4 5 6
* <0,0033 <0,0033 <0,0033 <0,0033 0,436
* 0,505 0,194 0,257 <0,0033
* 0,56 0,088 <0,0033
* 0,017 <0,0033
* <0,0033

*

o Ul WN P

Taulukko 6. 2+ ikdryhmassa Henneguya zschokkei -kystien lukuméérien vélisten erojen
tilastollinen merkitsevyys parittaisissa vertailuissa vatsapuolen kystien sijoittuminen kalakartassa
(Kuva 5). Tilastollisesti merkitsevéksi eroksi maédritettiin Bonferronin korjauksen jalkeen
0,05/15=0,0033.

1 2 3 4 5 6
1 * <0,0033 <0,0033 <0,0033 0,05 0,096
2 * 0,038 0,014 0,159 < 0,0033
3 * 0,06 0,009 <0,0033
4 * <0,0033 <0,0033
5 *  <0,0033
6 *

25
E Dorsal
2 —_— T —
- O Ventral

15

1 | 1
05 - B

1 2 3 4 5 B

Kuva 5. Infektoituneilla siioilla 2+ ikdryhméssd Henneguya zschokkei -kystien lukumaarien
keskiarvot (y-akseli) ( keskivirhe) selké (dorsal)- ja vatsapuolelle (ventral) alueilla 1-6 (x-akseli)
kalan etupéésta takapaahan. Suurin osa kysteista sijoittui kalan keskiosaan.
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Aktinospoori

Myksospoori

Stylodilus heringianus
Kuva 6. Siian rakkoloision (Henneguya zschokkei) eldménkierto pit4a sisallddn harvasukamadon,
Stylodrilus heringianus, ja siian, Coregonus lavaretus, sekd siiasta harvasukamatoon siirtyvan
ition, myksospoorin ja harvasukamadosta siikaan tulevan ition, aktinospoorin.

5. TULOSTEN TARKASTELU

5.1. Elamankierto ja kehittyminen harvasukamadossa

Harvasukamatojen infektiokokeessa l0ytyi Henneguya zschokkei -aktinospoori.
Paatelmalle saatiin  tukea koeasetelman ja DNA-madrityksen avulla, sill&
infektoimattomissa kontrolleissa ei tapahtunut aktinospoorien tuotantoa ja aktinospoorin
sekad siiasta otetun myksospoorin DNA:t vastasivat sekvenssiltdan toisiaan 100 %:sti (FM
Joose Raivo, Kuopion yliopisto). Myo6s koko vastasi toisen Henneguya-sukuisen loisen
aktinospoorin kokoa (H. nuesslin:lla n. 250 um). Harvasukamatojen sekaviljelmista
saatiin erilaiset parveilutulokset, josta voi paatella, ettd loinen on iséntaspesifinen. Sen
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vahvisti myos se, etté toistetun infektiokokeen harvasukamadoista ei 10ytynyt muita lajeja,
joista olisi parveillut aktinospooreja.

Henneguya zschokkei -loisen pdadisannéksi paljastui Stylodrilus heringianus
-harvasukamato, joka on kylmien ja puhtaiden vesistojen laji (Dos. Jukka Sarkka,
suullinen tiedonanto) kuten siikakin. Timmin (1999) maaritysoppaan mukaan tata lajia
esiintyy erityisesti joissa ja lahteissa. Kyseessé on iso, 25-60 mm pitk& harvasukamato,
joka kuuluu Lumbriculidae-heimoon. Heimossa esiintyy seksuaalisen lisaantymisen
lisdksi aseksuaalista lisdantymistd, madon katketessa syntyy tytdrmatoja (Timm, 1999).
Atkinson ym. (2009)_tutkimuksien mukaan aseksuaalisesti lisdantyva Nais communis
-harvasukamatolajin jakautuessa tytdrmadoiksi, infektio sdilyy kummallakin osapuolella.
Né&in loisen maara kasvaa harvasukamatojen joukossa, vaikka uusia myksospooreja ei
olisikaan saatavilla. Morris ja Adam (2005) ovat huomanneet saman myds
Lumbriculidae-suvun madoilla. Loinen hyotyy tasta tilanteesta, koska infektioiden méaara
kasvaa matojen lisdantyessa. Siitd on myos apua erityisesti silloin, kun kalaiséntia on
vahan sek& levidmisen suhteen, useat Lumbriculidae-suvun madot pystyvat liikkumaan
my6s uimalla (Anderson & May, 1981; Timm, 1999). S. heringianus on esiintynyt
kirjallisuudessa my6s muiden Myxosporea-luokan loisten pédisdntand. Taman
tutkimusten tulosten perusteella ei voida taysin sulkea pois mahdollisuuta, ettd myds joku
toinen tai jotkut muut harvasukamatolajit voisivat toimia rakkoloision padisantind. Koska
muista harvasukamatolajeista (kahdeksan eri tyyppid/lajia) ei aktinospooreja téssé
tutkimuksessa parveillut, antaa se tukea oletukselle, ettd S. heringianus on H. zschokkei
—loisen ainoa harvasukamatoiséntalaji.

Purkkien erilaiset parveilum&&rat voivat kertoa sekaviljelmén vaikutuksesta
parveiluun. Tutkimuksessa (Steinbach Elwell ym., 2009b) on havaittu, ettd vaarén
isanta-harvasukamadon syddessa myksospoorin, loinen voi tarttua suolen pintaepiteeliin,
mutta ei pysty lisddntymaéan. Iséntélaji saattoi olla jakautunut eri suhteissa sekaviljelmiin,
jolloin myds parveilutulokset olivat erilaisia.

Lampatilalla oli merkitysta parveiluun, koska kokeessa vain viiledmmassa (8 °C)
lampotilassa ilmeni aktinospoorien parveilua. 16 °C ndyttaisi tdmén tutkimuksen
perusteella  olevan  lilan  korkea  l&mpdtila  rakkoloision  kehittymiselle
harvasukamatoisannassd. Tama tulos sopii yhteen sen tiedon kanssa, ettd sekd S.
heringianus ettd siika suosivat elinymparistondén viileata vetta.

Tulokset ovat erittdin merkittavid sekd tieteellisesti ettd kalataloudellisesti.
Kysymyksessd on ensimmainen kerta maailmassa, kun rakkoloision aktinospoorivaihe on
I0ydetty ja kuvattu seka osoitettu kokeellisin infektoinnein ja DNA-tutkimusten avulla,
ettd loisen harvasukamatoisanténa toimii Stylodrilus heringianus. Vaikka Myxozoa-loisia
on arvioitu olevan olemassa n. 2400 lajia, vain hyvin harvojen elamadkierrosta ja
harvasukamatoisannistd on tarkempaa tietoa. Tutkimus on siten oleellinen lisd
akvaattisten loisten eldmankiertojen tuntemuksessa globaalisti, koska H. zschokkei ja sen
tyyppiset Myxozoa-loiset esiintyvat siika- ja lohikaloissa maailmanlaajuisesti.
Tutkimustulokset ovat myds ratkaiseva lapimurto rakkoloision aiheuttamien haittojen
ehkadisemiseksi tehtdvassd tyodssa. llman tietoa isannistd ja eldmankierrosta on vaikea
suunnitella mink&an loisen estdmiseksi tehtdvia toimenpiteitd. Aktinospoorien suuren
koon (haarakkeineen noin 500 pm) takia loista pystyttaisiin  ehk&isemé&an
kalanviljelylaitoksilla suodattamalla tulovesi, jos loisiintuminen laitoksella aiheutuu
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tuloveden mukana ylapuolisesta vesistosta tulevista aktinospooreista—taikka tuhoamalla
aktinospoorit tulovedestd muulla tavoin. Tulevaisuudessa tulisi tutkimusta suunnata
esimerkiksi sen selvittdmiseen, kuinka helposti aktinospoorit tarttuvat erilaisille
suodattimille, pystytddnkd niitd tappamaan UV-séteilytykselld taikka hajottamaan
ultraddnilaitteilla (esim. kasviplanktonin hajottamiseen kehitelty UltraSonic-laite). Myds
tassa tutkimuksessa saatu tulos loisen kehittymisen estymisesta harvasukamadoissa 16 °C
lampotilassa voi mahdollistaa keinoja loisen kontrollointiin lampétilan saatelyn avulla.
Tutkimalla tulevaisuudessa tarkemmin loisen kehittymiseen vaikuttavia tekijoitad S.
heringianus —harvasukamadossa voidaan mahdollisesti 10ytaé lisda keinoja rakkoloision
aiheuttamien haittojen ehkaisemiseksi. T&ma on tarkea tavoite, sillé siian viljely on ehka
potentiaalisin uusi ruokakalatuotannon suunta kalaviljelyalalla Suomessa ja rakkoloisio
on yksi tarkein siian viljelyn kehittamista ja lisaédmisté haittaava tekija.

5.2. Siikojen infektointi

Kalan lasné ollessa osa aktinospooreista oli tyontanyt sporoplasman ulos. Kallertin
ym. (2007) tutkimuksissa oli havaittu sama ilmi¢ aktinospoorin ollessa kalan l&hella.
Ensimmaisessd infektiokokeessa oli vain yksi koekala. Seuraavassa kokeessa
infektiopurkin vedessa kaytettiin kaksi ja viimeisessd yhteensd neljd kalaa. Koska
aktinospoorit olivat kahdessa jalkimmadisessa kokeessa useamman siian kanssa
kosketuksissa (ajallisesti kauemmin), on sporoplasmansa ampuneiden osuus suurempi
kuin ensimmaiselld infektiokerralla. Selvdd kuitenkin oli, ettd jokaisessa kokeessa
aktinospoorit reagoivat kalaan.

Kalojen mahdollisesta infektoitumisesta ei ole kédytettavissa vield tietoa, koska kalat
on pakastettu infektion selvittdmiseksi myohemmin molekyylibiologisilla menetelmill&.

5.3. Esiintyminen ja kehittyminen kalassa

Rakkoloision esiintyminen tutkimissani laitoskaloissa oli hyvin yleista.
Rakkoloisiota esiintyi seka ulkona olevissa maa-altaissa ettd hallissa sijaitsevissa
muovialtaissa. Useimmissa kaloissa oli kuitenkin vain muutama Kkysti ja pahoin
infektoituneet yksil6t olivat harvassa. Tulokset osoittivat, etta siséaltaissa siian poikasten
kasvattaminen ei estd siian rakkoloision infektiolta, jos vesi tulee vesistosta jossa
rakkoloista esiintyy.

Kystit olivat sijoittuneet padosin kalan keskiosaan. Selkd- ja vatsapuolella oli
havaittavissa vain pientd eroa siten, ettd selk&puolella kystiméarat olivat korkeampia.
Tama voi johtua siitd, ettd selkdpuolella on suuremmat lihakset. Pulkkinen (1994) on Pro
gradu -tutkielmassaan huomannut, ettd myds haukimadot ovat sijoittuneet usein
selk&lihakseen.

Kesédlla 2008 tutkitut kalat eivat olleet infektioprevalenssin  suhteen
vertailukelpoisia vuoden 2009 aikana tutkittuihin siikoihin, koska vuonna 2008
tutkimusmenetelméa oli epatarkempi ja pienimmaét Kystit saattoivat jadda huomaamatta.
Kummankin vuoden aineistosta on kuitenkin havaittavissa se, etta elokuussa alkoi nakya
uutta kystisukupolvea kaikissa kolmessa ikaryhmassa. Koko aineistossa on tuloksena
myos, ettd kystit tulevat nékyviin aikaisintaan kalan toisena keséanéd. Suurimmalla osalla
infektio on kuitenkin havaittavissa kolmannen kesan elokuussa, jolloin uusi
kystisukupolvi ndkyy vanhemmissakin kaloissa. Tastakin voisi paatella, ettd rakkoloision
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aktinospoorit parveilevat mahdollisesti tiettyyn aikaan vuodesta.

Tulokset loisen kehittymisestd kalassa ovat kalataloudellisesti merkittévia.
Ongelmana rakkoloision suhteen nykyaan kalanviljelyssa on se, ettd infektiot havaitaan
vasta kun kala fileoidaan. Tall6in huomattava osa kalaparvesta voi menné hukkaan. Tassé
tutkimuksessa osoitetaan, ettd mikroskooppisin menetelmin loiset ovat havaittavissa vasta
kolmantena kasvukautena. Tamé& auttaa osaltaan diagnosoimaan loistilanteen
kasvatettavassa parvessa. Tulos Kkuitenkin osoittaa, ettd loisen varhaiseksi
diagnosoimiseksi tulee kehittédé vaihtoehtoisia menetelmia, esimerkiksi PCR-tekniikoita.
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