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Disposisjon

Hvilke agens forarsaker epiteliocystis hos norsk laks?
Hvor utbredt er epiteliocystis i Norge?
Hvordan reagerer laksens gjeller pa infeksjonen?
Hvordan blir laksen smittet?

e Resultater fra to smitteforsgk
Oppsummering
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Hvilke agens forarsaker epiteliocystis hos
laks i Norge?

e Mitchell et al., J. of Fish Dis. 2010
e Toenshoff et al., PLoS ONE 2012
e Nylund et al., Arch Microbiol 2015
m Undersgkt gjellevev i VI sin biobank - 2003-2014

m Benyttet in-situ hybridisering, laserdisseksjon og
PCR
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in Atlantic salmon
Laser microdissection facilitates identification
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Introduction

Epitheliceyztiz, an infection characterized by
cytoplazmic bacterial inclzions (epitheliooyztz)
in the gill and lezz commonly zkin epithelial
cellz, haz been reported in mamy marine and
freshwater fizh .pee.e— and may at times be
azociated pathological change: and
mortality. homna aszociated with
epitheliocyztiz have not yet been zuccezsfully
cultured and until recently, only bactena
related to the Chlamydiae have been azzociated
with the infection. The number of bacterial
species dezoribed and aszociated with this
condition iz, however, growing zlowdy. due
largely to retrieval of genetic information by
molecular biclogical meanz. Recently two non-
Chlamydial taxa i.e. Candidatus Branchiomonas
oysticola’ and Endozoicomonas elysicola® have
been identified & agents of epitheliooyztiz.

Materials & methods

Az part of a project aimed at mapping the epitheliooystiz related bacterial
taxa prezent in Norwegian zalmon farming we developed a zyztem imolving
izualization of epithet in paraffin tizmue zections by
fluorezcence in situ hybridization (FISH). Vizualized epitheliooyst: were
then lazer microdizzected (LMD) and total DNA extracted. Samples negative
by B. cysticola zpecifio GPCR were investigated further using ‘univerzal’ 165
FRNA primer: followed by zequencing. The method wa: uzed to sareen 65
zample: collected from a wide geographical area in Norway covering a
period of 10 years.

Results

The FISH-LWD method was succezzful in retrieving relatively pure bacterial
nucleio acids in quantities zuitable for PCR and = t zequencing. 17%
of the zamplez (n=11) were negative by B. cysticola zpecific gPCR,
indicating that these cysts are cauzed by a bacterium other than 5.
cysticola. So far, one of the zample: haz been zequenced and identified az a
pr y ibed agent of iocystiz in Atlantic zalmon.

Laser dissection microscopy allows relatively rapld identification of
specific subpopulations of bactena from ardu\ved tissue blocks. This study
provided additional support. for previous studies suggesting B. cysticola as
the dominating agent of epitheliocystis in farmed Atlantic salmon. A novel

ystis associated terium was also identified. A
specific PCR analysis for detection and quantification of the novel
Kbactemm is now under development.
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within a lamella

Novel epitheliocystis associated bacterium

Epitheliocystis lake trout USA
(Contador et al. 2015)"

Ca. Branchiomona: cysticola
UBC (Toershoff et al. 2012)°

Pseudomonos
huttiensis

Nitrosomonas sp.

Burkholderio Massilia UBC « uncultured betaprotecbacterium clone

hospital

UBC

uUBC
Dissacted
T stasuphytogeny  epitheliocyts

83%
Branchiomonas
cysticola
] To date, one novel taxon identified

11 cazes gPCR negative!
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B. cysticola
specific gPCR
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Laser microdissection

65 epitheliocystis cases (Atlantic salmon,
Norway) covering a period of 10 years

¥

Gill tissue (epitheliocysts)
selected for dissection

L Epitheliocysts dissected




Undersgkelse av historisk materiale
- resultat

m Undersgkte 65 tilfeller av epiteliocystis hos norsk
atlantisk laks

m B. cysticola ble pavist i 83 % av tilfellene

m |17 % - mulighet for tilstedevaerelse av andre
bakterier

m En ny epiteliocystis-assosiert-bakterie pavist

e | slekt med epiteliocystis-bakterie hos lake trout,
USA (Contador et al. 2015)
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Innsamling av materiale 2012-2013

Totalt 26 lokaliteter med mistanke om gjellesykdom
Gjennomsnitt 25 fisk per lokalitet
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Hvor utbredt er epiteliocystis i Norge?

B. cysticola %
Landsdel | Anlegg nr positive fisk
1 100
[ [ ED
m Ca. Branchiomonas cysticola 2 100
o . o . Ser-Norge 3 (AGD) _
e Pavist pa 24 av 26 lokaliteter + (AGD) 60
o . . . 5 (AGD) 100
e Ofte pavist i nesten alle fisk :
7 93
e Ofte sammen med andre agens : kke pavist
. . . 9 (AGD)
e «Ubiquitaer» 1 anlegg med 0 100
11 100
gjellesykdom 12
Midt-Norge 13
e 14
= ER T
s 16
fé 17 100
5 18 100
E Mord-Norge 100
3 19 100
g 20 en
ol n [ ]
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Hvordan reagerer gjellene pa
infeksjonen?

Fortykket epitel og dedt vev pa lamellene
Sammenvokste lameller
Bladning i gjellevevet
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m Okt mengde kloridceller
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Figur 6. Bledninger (sirkel), fortykkede lameller :
(piler) og betennelsesceller (grenn pil) under epitel. Figur 9. @kt antall kloridceller (rede).
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Hvordan smitter ‘Ca’ Branchiomonas

cysticola fisk?

Smitteforsgk 2013
Smittemateriale

Homogenisrte infiserte gjeller
fra fisk i sjgvann (klinisk frisk)

4

Badesmitte og injeksjon i bukhule
4 uker

Smitteforsgk 2015
Smittemateriale

Vann fra kar med syk settefisk

9 uker
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Smitteforsgk VESO Vikan, 2013

G'ellebuer ra 25 laks

Konklusjon
Kunne ikke bekrefte at Branchiomonas-
bakterien gir gjellebetennelse ved smitte av frisk laks

|

Provetaking
Gjelle og nyre
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Badesmitte - postsmolt - sjgvann
Intra-peritoneal smitte - parr - ferskvann
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Januar 2015: RAS-settefiskanlegg med
Branchiomonas-infeksjon og hay
dodelighet

m Veterinaerinstituttet kontaktet av fiskehelsebiolog
m B. cysticola pavist i gjeller med forandringer

m Anlegget hadde ogsa hatt problemer tidligere ar

m Mattilsynet pala sanering

N

Veterinaerinstituttet fikk tillatelse til a overfare fisk
til smitteforsek pa I-lab

NFR-233858 MultifacGillHealth
apr2014-mar2017



Smitteforsgk Industri-laboratoriet, 2015

’ k’

Fisk overfaert 29.01 Vann rant fra
kar 4 til kar 3

Fisk eksponert: 05.02
Forsgket avsluttet: 09.04

Veterinaerinstituttet

ol Kar 3: Frisk fisk fra I-lab Kar 4: Infisert fisk fra smoltanlegg
40 ¢ 40-60 g



Smitteforsek Industri-laboratoriet, 2015

m Ukentlig proveuttak
e Gjeller og nyre til agenspavisning og histologi
e PCR for

= B. cysticola
= Salmon Gill Pox-virus

e Andre organer til histologi
e Filtrerte vannpraver (500 ) for agenspavisning
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Forelgpige resultater-Branchiomonas

m Fisk fra anlegget (kar 3)
e Kraftig infeksjon fgr overfagring til I-lab
e Lavere infeksjons status ved forsgks-start

e Infeksjon mer eller mindre forsvunnet etter ca. 1
maned i forsak

m Kohabitant fisk (kar 4)
e Ingen fisk var PCR-positive ved start
e 5/5 pravetatt fisk positive etter ca. en maned

e Pkende infeksjon status mot slutten av forsgket
= 96% prevalens ved forsgkslutt
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Forelagpige resultater- Pox virus

m Fisk fra anlegget
e Pavist i gjellepraver tatt i desember 2014

e Lavere smitte niva (hayere Ct verdier) ved start
av forsgket

e |kke pavist pox virus etter en maned i forsok

m Kohabitant fisk

e Haye Ct verdier pavist i 2 av 5 fisk pravetatt etter
en maned i forsgk

e Ingen positive praver for eller etterpa...
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Konklusjoner smitteforsgk sa langt

Blandingsinfeksjon i det opprinnelige utbruddet i
settefiskanlegget

e B. cysticola, poxvirus og flere?

Hay grad av smitteoverfgring med B. cysticola til
kohabitanter - mekanisme?

Sveert lav grad av smitteoverfagring med poxvirus til
kohabitanter?

Fisken fra anlegget sa ut til a kvitte seg med bade B.
cysticola og poxvirus etter en maned i forsgk
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Oppsummering: B. cysticola

Er svaert utbredt i norske oppdrettsanlegg

B. cysticola funnet i 83 % av 65 tilfeller av
epiteliocystis hos norsk laks

Opptrer ofte samtidig med andre infeksigse agens

Bakterien synes a gi spesielle, syklige forandringer i
gjellene

Vannbaren smitte gir infeksjon av naiv fisk
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