MMS bilag 1 Emne: Mikroskopi-vejledning

Mikroskopi-vejledning

Procedure for undersggelse af fisk

Brug savidt mulig kun levende fisk, gerne de der ser ud til at vaare mest pavirket (sorte i
kanten eller fisk paristen).

Aflivning bar forega umiddelbart fgr undersggel sen.
Forst tildeles fisken et slag i hovedet (bedever fisken) hvorefter fisken aflives ved at:

1. Skaae hovedet delvist over sa nakkehvivlerne bliver skaret over
2. Stikke en sylespids genstand gennem kraniet ind i hjernen, rere rundt, fortsadte ind bag
hovedet til hvirvelsgjlen samtidig med der rares rundt

Begge metoder kapper nerveforbindel serne til kroppen. Fordelen ved brug af metode 2 er et
noget mindre blodbad.

Hud.

1. Med kniv skrabes slim og skad fra kroppens sider, finner og hvor finner tilhadter.
2. Skrabet placeres pa objektglas.
3. Lag et daskglas over og tryk let sa skrabet spredes.
a. Mange hud- og gadleparasitter kan ses ved en forsterrelse pa 100 x, men de
mindste flagellater kan farst med sikkerhed skelnes ved 400 x.
b. Store hudparasitter (ca. >200um) kan ses ved forsterrel sen 40 x, middelstore ved
100 x, mens de mindste flagellater (5-10um) farst med sikkerhed kan skelnes ved
400 X.

Geaeller.
1. Klip én éller flere gadlebuer ud. Hos meget smafisk kan hele gadleblokken trakkes ud
med pincet.
Gadlen placeres pa objektglas
Der tilsadtes et par draber vand (ber veare sa rent vand som muligt)
Gadle-lamellerne spredes ved at presse dakglasset ned over.

a. Dadet ofte er vanskeligt at have plads til bade ged|ebue og dakglas, kan man
undlade dakglas, eller undlade gadlebuen ved at skaare en raskke gadlelameller af
som sa undersgges.

b. Store gadleparasitter (>100um) kan ses ved forstarrelsen 40 x, middel store ved
100 x, mens de mindste flagellater (5-10um) farst med sikkerhed kan skelnes ved
400 X.

el S
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c. 5. Der skrabes slim fra gadleoverfladen (anvend den anden side af fisken).
Slimen laayges pa objektglasset, dackkes med daskglas og undersgges som
hudskrabet.

Blod.
Her er det vigtigt at bruge rene redskaber sa pragaratet ikke forurenes med bakterier udefra.

1. Sma fisk: Skea halen af efter gattet med skarp skalpel/ kniv og hold fiskens hoved opad
mens fisken presses |et sa blodet kommer frem.
Store fisk: Da det kan vaare vanskeligt at skaare/klippe en tyk hale over, kan fisken
spregttes op sa blod tages framilt eller hjertehule.

2. Placer kun en lille drébe blod pa objektglasset. Der behaves kun meget lidt blod. Vand
ma ikke tilseattes blod, da blodcellerne vil spraange.

3. Lag dakglas over. Undga at fange bobler.

4. Bakterier skal sesved mindst 400 x. Det kan vaare en fordel at bruge fasekontrast.

Tarm

1. Trak tarmen udi fuld leengde.

2. Klip tyndtarmen over lige efter mavesaskken og pres tarmindhold ud pa objektglasset
med en skalpel.

3. Lag dakglasover.

4. Tarmsnyltere sesved 40-100 x.

Andet der er veerd at tage med i undersogelsen
Tag syge fisk op og tjek hud, gadler, gine og skea fisk op saindre organer kan undersgges.

Ved en undersggel se af fisk finder man ofte flere sygdomsorganismer og sygdomsbilleder
samtidig, f.eks.:

- Parasitter + Bakterier

- Svamp + Bakterier

- Mekaniske gadleskader + Forgget slim + Bakterier

Spergsmalet er hvad der kom farst? Hvad er den primagre arsag til fiskens tilstand? Hvad skal
man behandle mod ferst (prioriteres hgjest)?

Bakterier kommer sandsynligvis ofteind i fisken via sar, skader efter svamp eller hudparasitter
(f.eks. gyrodactylus), gadleskader efter behandling med blasten eller kloramin (kan “svitse”
gadlerne ved for hgje doser), over tarmen i forbindelse med problemer med hexamita. Dvs.
hvis arsagen til bakteriernes passage ikke fjernes kommer der sandsynligvisi Igbet af kort tid
endnu et bakterieangreb.
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Diagnosticering kan vaae vanskelig i tilfadde efter at en behandling er sat igang. F.eks. hvis
formalin er tilsat om formiddagen sa kan man godt glemme alt om at finde parasitter pa hud og
gadler om eftermiddagen.

Ved mistanke om sygdom relateret til vand- eller foderkvalitet kan en undersggel se af vandet
eller foder ogsa vaae ngdvendig.

Det er vigtigt at danne sig et billede af sygdomsudviklingen:

- Hvor stort er problemet?

- Hvor mange fisk der?

- Dar fiskene over kort tid eller forholdsvis lang tid?

- Kan sygdommen sprede sig i anlasgget?

- Har fiskene vaaet udsat for andringer i miljget pa det sidste?

Ved at tamke over fiskeart og alder, arstid, temperatur, salinitet, vandkvalitet m.m. kan arsagen
til sygdommens opstaen oftest af graanses.

Hvilke sygdomsorganismer kan ses?

Mange fiskeopdradtere er i stand til, alene pafiskens adfaard, at se hvad fiskene fejler, f.eks.
hvis grreder springer meget i en dam skyldes det sandsynligvis fiskedragoer, eller de svemmer
slgvt rundt med udstaende gjne og har bladninger kan det skyldes bakterie- eller virusangreb. |
de fleste tilfadde vil det dog ogsa veaerart at se den eventuelle sygdomsorganisme med det
blotte gje inden en behandling sadtes igang. Til dette arbejde er mikroskopet et uundvaaligt
redskab.

De faareste sygdomsorganismer er sa store at de kan ses med det blotte gje, dog er fiskeigle og
skimmelsvamp relativ let at fa gje pa, og fiskedraer og gyrodactylus kan ses hvis man kikker

godt efter. Langt de fleste organismer er sAsmaat der skal bruges mikroskop for at bestemme

dem, eller kun kan bestemmes ved mere avancerede |aboratoriemetoder.

Som hovedregel kan hud-, gadle- og tarmparasitter relativt let bestemmes vha. mikroskop ud
fraderesform, starrel se og bevaggel sesmanstre, mens det kraaever noget mere traaning i brugen
af mikroskop for at se de noget mindre bakterier. Dog vil man ofte kunne bestemme
bakterierne sa langt, at det kan indkredses hvilket antibiotika der skal anvendes, men det
kraever mere avancerede laboratorieteknikker, hvis bakterien skal bestemmestil slasgt/art.
Virus kan dlet ikke ses med et amindeligt lysmikroskop, pga. den meget lille sterrelse.
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Hvad er vigtigt at observere?

Nar man leder efter sygdomsorganismer er det vigtigt at vide hvordan et normalbillede af sit
pragoarat ser ud i mikroskopet, s man kan koncentrere sig om at kikke efter det unormale.

Et normalt billede i et pragoarat fra et skrap frafiskens hud viser skad, hudceller og slim. | et
gaellepraeparat ser man normalt gadlebuer, primaae- og sekundazre lameller, slim og ofte blod.
Skrab af tarmindhold viser normalt slim med gregn galdesaft, store marke kantede
foderpartikler og bakterier. | en normal blodpreve Vil der vaare mange tallerkenformede rade
blodlegemer og fa asymmetriske hvide blodlegemer.

Da mange sygdomsorganismer er bevaagelige og bevasger sig paen let genkendelig made, er
det meget vigtigt at kikke efter de ” punkter” som bevaager i it pragoaratet. Man skal lage at
skelne mellem de enkelte " punkter” der bevaager sig og de stramninger som ofte opstar ved at
daekglasset presser pragaratet ned, isaa nar der er blod og tarmindhold under mikroskop.

De fleste sygdomsorganismer har en karakteristisk form evt. med vedhaang som fimrehar,
flageller, kroge o. lign., som er vigtig at |asgge magke til. Da de forskellige sygdomsorgani smer
har forskellig starrel se bliver man med tiden ogsa god til at bruge denne information til at
skelne organismerne.

Nar man undersager en fisk for sygdom vha. mikroskop vil man ofte opdage at fisken er
angrebet af flere forskellige sygdomsorganismer pa sammetid, f.eks. tarmsnylter og YDS. Da
én sygdom ofte kan forarsage en anden sygdom, er det meget vigtigt at finde alle de forskellige
organismer for at den rigtige behandling kan sadtes igang. Derudover er det vigtigt at vurdere
omfanget af problemet ud fra antallet og hvilken type sygdomsorganisme der er tale om. Alle
sygdomme er ikke lige farlige for fisken.

En- og flercellede dyr der er parasitter

Angriber typisk hud, gadler og tarm, men ogsa kranie og galdeblagre. Sterrelsen af dyrene
varierer meget, fra de éncellede dyr pa fapum (f.eks. costia) til de flercellede dyr pa flere cm
(f.eks. igler).

Dette af snit vil med fordel kunne suppleres med bogen:
Fiskeopdrag 1& 2, Jon From, Ferskvandscentret.

Encellede dyr (protozoer)

Her vil organismer indenfor flg. sygdomsfremkal dende grupper blive praesenteret:
- Hagellater
- Amgber
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- Ciliater
- Sporedyr

Flagellater

Ansesfor at vaae de mest primitive encellede dyr.

Er forsynet med én eller flere pisketrade (flageller). Disse kan anvendes til bevaagelse, men
ogsa ved fadeoptagel se.

- Costia

Forarsages af parasitten Ichthyobodo necator (Costia necatrix)
Almindelig hos ferskvandsfisk pa hud, gadler og finner, hvor den lever af fiskens epitelceller.

Iagttagelse:

10-12um lang og 4-6um bred.

Forsynet med én kort fremadrettet og én lang bagudrettet flagel (ved 100 x forstarr. ses disse
ikke).

Bevagger sig i langsomme spiralbevaggel ser. Hvis det er koldt er den ubevaagelig og kan let
forveksles med hud- og slimceller. Der kan gaop til et minut inden Costia kan sesi
mikroskop da varmen gar den aktiv. Nogle livsstadier bevaeger sig ikke men sidder fast pa
hudcellerne. Ligner da smakommaer.

- Tarmsnylter
Forarsages af Spironucleus (Hexamita salmonis, Octomitus.
Snylter i tarmen og Saddnere i galdeblaaen og -gangene hos bade fersk- og saltvandsfisk.
Parasitten findes isaa i den gverste del af tyndtarmen (lige efter mavesakken).

Iagttagelse:

Pa sterrelse med Costia, dvs. 8-12um lang og ca. 4um bred.

| lysmikroskop ved 100 x forstarrel se genkendes snylteren ved, at den farer pAmaog 3, da
den bevagger sig hurtigt.

Amober
Har ingen flageller eller cilier. Lever at bakterier, slim og af stedte celler.

- Gaelleamober
Parasitten blev i DK farste gang erkendt i forbindelse med gadleproblemer lige efter
artusindskiftet. Siden da er amgaber fundet pa adskillige akvakulturanlaag, hvor de kan
forarsage store problemer med gadletilslimning og -forandringer. Arten kendes endnu ikke.

Iagttagelse:

Er svaze at erkende i lysmikroskop da parasitten ikke er saalig bevaggelig og kan ligne
tilfad dige hudceller. Amgben indeholder ofte nogle sma prikker (granula). Gadlerne vil ofte
vage saadeles tildlimede og med forandringer (sammenvoksninger).
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Ciliater
Ciliater er noget sterre end flagellater og er forsynet med fimrehar (cilier), der anvendestil
bevasgelse eller til fadefangst.

- Trichodina

Findes overalt i DK i bade arred- og dedambrug, samt i havbrug.
Omfatter adskillige arter, der snylter pa hud og gadler hos fersk- og saltvandsfisk.

Iagttagelse:

Bestemmelse af snylteren til slaggt og art er tidskraavende. Derfor plejer man i fiskeopdrad i
DK at skelne mellem to typer. De som har en form somen :

- flad tallerken (lever pa huden)

- dyb tallerken/klokkeformet (lever pa gadlerne, er mindre)

Trichodina er gullige, 30-100um i diameter, har tre ciliekranse, og en ring af kroge med
tandlignende fremspring.

Bevagger sig forholdsvist hurtigt omkring.

- Chilodonella
Findes pa hud og gadler af ferskvandsfisk, hvor den lever af og beskadiger epitelceller.

Iagttagelse: Op til 70um, oval, farvelgs, bugsiden er flad med cilier ordnet i parallelle
raskker.
Bevagger sig langsomt rundit.

- Ambiphrya (tidligere kendt som Glossatella) og Epistylis
Faestner sig med en “fod” pa gadler og hud, epistylis kun paferskvandsfisk, men glossatella
ogsa pa saltvandsfisk.

Iagttagelse: Op til 100pum lange, tragt- eller kraammerhusformet med en flad “fod” som de
hadfter sig fast til vaaten med.

Formen at foden er af betydning for bestemmelse af art/udviklingstrin.

| modsagtning til Glossatella er Epistylis kolonidannende og sidder pa en stilk, der er
fasthadtet til fiskenes gadler eller hud. Kan ogsa hadfte sig fast til fiskesay.

@verst er munden besat med en krans af cilier som bruges il at fange naaingspartikler fra
vandet.

- Fiskedraeber

Ogsa kaldet hvidpletsyge og forarsages af Ichthyophthirius multifilis.
Angriber arreder. | dedambrug ses udbrud i nyindkabte glasal.
Forekommer kun i ferskvand.
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Lever under epitelen i hud og gaddenerei gadler, hvor den udvikler og formerer sig. Sidder
under epitelen hvor den roterer langsomt, hvorved naaringsrige epitel komponenter frigeres.

Iagttagelse: Er 0,2-1,0mm i diameter, brunlig/gullig og beklaedt med cilier. Ofte sesen
hesteskoformet struktur indei cellen.

Eneste protozoo-parasit hos fisk, der kan ses med det blotte gje. Ses som sma hvide pletter i
huden eller gedlerne.

Roterer langsomt.

Sporedyr

Mangler bevasgel sesorganer.

De fleste er parasitter, der lever inde i vaatens celler. Kan danne yderst modstandsdygtige
sporer.

- Drejesyge
Forarsages af Myxosoma cerebralis.
Angriber yngel hos laksefisk, specielt regnbuegrreder. Findes fortrinsvist i kraniet, bl.a. i
buegangene som indeholder ligevasgtsorganet.

- Myxidium
En gruppe som omfatter adskillige arter. Nogle snylter pa fersk- og nogle pa saltvandsfisk.
Myxidium giradi angriber dens hud og gadler og indre organer.

Iagttagelse: Sma cyster pa 1-1,5mm, der indeholder store maangder tenformede sporer, der er
9-15um lange og 5-7um bredde. De hvide pletter i huden ved Myxidium angreb kan skelnes
frade hvide pletter ved fiskedradoer angreb ved, at pletternei det farste tilfadde er mere
blanke og ikke s& hvedvede.

Flercellede dyr (metazoer)

De amindeligste flercellede fiskeparasitter kommer fraflg. grupper:

ikter, baandelorme, rundorme, igler, krebsdyr. Kun en raskke ikter vil blive beskrevet her, da det
ikke er ngdvendigt at anvende mikroskop til at bestemme baandelorme, rundorme, igler eller
krebsdyr (f.eks. lakselus).

Monogene ikter

- Gyrodactylus

Angriber laksefisk.
Kan forekommei stort antal pa hud og sjaddnere gadler hos fersk- og saltvandsfisk. Lever af

epitelceller og dlim.
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Iagttagelse: Er 0,3-1,2mm, har 16 marginale og 2 centrale kroge.
Fader levende unger. | mikroskopet kendes de pa at de har fostrei sig og mangler gjenpletter.

- Dactylogyrus

Kun hos ferskvandsfisk og naesten udelukkende pa gadler. Mest aimindelig pa
varmtvandsfisk.

Iagttagelse: Op til 2mm, har 14 marginale og 2 centrale kroge.
Lasgger agg og har 4 gjenpl etter.

- Pseudodactylogyrus
P. anguillae (1-1,5mm lang) og P. bini (2 mm lang) angriber kun a i bade fersk- og saltvand.
Sidder udelukkende pa gadlerne: P. anguillae togt ved gadlebuen og P. bini i marginale
omrader af gadlerne. Her lever den af slim og epitelceller. Blod er ogsa fundet i
maveindhol det.

Iagttagelse: Har 14 marginale og 2 centrale kroge og gjenpletter.
Leggger a.

Digene ikter

Kan let skelnes framonogene ikter i mikroskop pa grund af deres relativ simple ydre struktur,
isaa ved manglen pa et kompliceret fasthagftningsorgan, der er kun simple sugeskaletil stede.
Ud over gjenikten findes andre ikter som har fisk som vaat. Disse opholder sig bl.a. i mave-
tarmkanal, underhud, gadlernes primaalameller og nyrernesto urinkanaler.

- Ojenikte
Forarsages af Diplostomum spathaceum.
Parasit der borer sig ind i fisken og vandrer op til fiskens gje, hvor den i linsen formerer sig
til en parasit paca. 0,4mm. Ved infektion bliver fiskene blinde, siledes at de ikke kan
indstille farven til omgivelserne.

Svampesygdomme

Svampe (fungi) er en stor gruppe af éncellede eller flercellede planter, der mangler klorofyl
(grenkorn), der er ngdvendig for fotosyntesen.

Starrel sen pa svampe varierer meget, nogle er mikroskopiske, mens andre (issa paddehatte)
opnar en betydelig sterrelse.
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Svampenes celler danner nassten altid lange trade (hyfer). Hele svampens hyfesystem kaldes
mycelium. Selv de kompakte frugtlegemer (paddehatte) er opbygget af hyfer.

Mange af de fiskepatogene svampe findesi klassen Oomycetes, som bl.a. omfatter Saprolegnia
og Aphanomyces astaci (arsag til krebsepest). En enkel inddeling er ikke-tradformede og
trédformede. Saprolegnia tilhgrer de tradformede.

Dette afsnit vil med fordel kunne suppleres med bogen:
Fiskeopdrag 1& 2, Jon From, Ferskvandscentret.

Skimmelsvamp

Fordrsages af Saprolegnia.

Angriber dede sy og issa gamle grredhanner. Al angribesi mindre omfang end arreder.
Skimmel vokser kun pafiskens ydre, hovedsageligt pa hud og gadler, og som regel i sar eller
hvor slimen er beskadiget.

Findesi naesten ale ferskvandsmiljger.

Bakterielle sygdomme

Bakterier kan inddelesi 3 hovedgrupper efter deres form:

1) Kuglebakterier (kokker), ofte lum i diameter.

2) Stavbakterier (baciller), ca. 0,5-10um lange og op til 2um brede.
3) Skruebakterier (spiriller), ca. 0,5-10um lange og op til 2um brede.

Kun stav- og kuglebakterier sesindenfor fiskesygdomme.

Ngjagtig bestemmel se af bakterier kraever speciallaboratorium, hvor man ved dyrkning pa
forskellige medier kan klassificere dem. Men ved at se pa bakteriernes form og bevasgelse i
mikroskop kan man selv komme langt. De fleste bakterier der giver problemer i dansk
akvakultur er stavformede bakterier. Hvis der ses kuglebakterier sammen med stavformede
bakterier, vil kuglebakterierne oftest vaare sekundaare bakterier, der ikke er den egentlige arsag
til sygdomsudbruddet.

Dette afsnit vil med fordel kunne suppleres med bogen:
Fiskeopdrag 1& 2, Jon From, Ferskvandscentret.

Bakterier i blodet

Yngelsyndrom (eller yngeldgdelighedssyndrom, YDS)
Forérsages af Flavobacterium psychrophilum
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Eri dag vidt udbredt i yngelopdraa af erreder, og forarsager ofte stor dedelighed. Bakterien
fordrsager ogsa vintersar hos starre regnbuegrreder, specialt i koldt vand.

Iagttagelse: Lang tradagtig ubevasgelig stav, der passivt flyder med blodstrgmmen under
mikroskopet.

Rodmundsyge (ERM = enteric red mouth disease).
Fordrsages af Yersinia rukeri.

Hos dl, arred (Salmo trutta), regnbuearred og andre | aksefiskearter.
Sygdommen er udbredt i fersk- og saltvand.

Iagttagelse: En bevaggelig stavbakterie der er kortere og tykkere end Y DS-bakterien. Oftest er
det kun enkelte bakterier der bevagger sig (spjedter rundt), men af og til er der ingen bevasgel se
at se, hvilket kan vanskeliggare bestemmel sen vha. mikroskop. Bakterierne vil ofte kunne
erkendes som 2 sammenhaangende ” cocktail-paiser”.

Vibriose (saltvandssyge)

Forarsages af Vibrio anguillarum.

Er pavist i bade havbrug (i DK isaa regnbuegrred og pighvar) og &l eopdrag. Den forekommer i
salt- og brakvand, og kan ikke leve i ferskvand. | den kolde arstid hos laksi Norge forekommer
koldtvandsvibriose, der er fremkaldt af Vibrio salmonicida.

Iagttagelse: En meget bevagyelig stavformet bakterie.

Furunkulose (byldesyge)

Forarsages af Aeromonas salmonicida (Salmonicida = den der asder laksen).
Angriber farst og fremmest laksefisk i opdrag og vildfisk.

Iagttagelse: Ubevaggelig kort stav
Bakterier pa geller og hud

Bakteriel geellesyge

Forarsages blandt andet af forskellige arter af Flavobacterium.

Mest udbredt hos yngel der fodres kraftig og gar taet. Udlasende faktor kan vaare foderrester
som sadter sig i fiskenes gadler.

Nogle gange ses den bakterielle gadlesyge i mikroskopet som tradlignende fimrehér der stikker
ud fra gadle overfladen. Disse kan betegnes som Myxobacter. Disse forarsager den tilstand
som ofte kalde " gadle-svamp”.

Iagttagelse: Tyk lag slim pa gadler med ubevaggelige stavbakterier, men ofte ses ogsa store
maangder kugleformede bakterier.
Myxobakterier erkendes som tradlignende fimrehar der sikker ud fra gedleoverfladen.
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MMS bilag 1 Emne: Mikroskopi-vejledning

Typiske parasitter som kan ses med mikroskop

Skitserne viser ikke de naturlige starrelsesforhold, derfor er de omtrentlige sterrelser ogsa
angivet pa skrift (Fiskeopdreet 1&2 af Jon From)

Hud og Gaeller

Costia Trichodina

Chilodonella Fiskedrceber
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MMS bilag 1 Emne: Mikroskopi-vejledning

Ambiphrya (Glossatella) Epistylis

Spironucleus (Hexamita)

Gyrodactylus
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