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Krepsepestens opprinnelse

* Ukjent - Genotype A «Old-type>
« Spiny cheek crayfish (Orconectes limosus) - Genotype E Noruin

» Signalkreps (Pacifastacus leniusculus) - Genotype B, C ‘
* Red sumpkreps (Procambarus clarkii) - Genotype D (Siveden
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Krepsepest i Norge
NORWAY ‘

KIRKEN/AR

Gjols dfos
W KONGSVING

Sweden

.-o'Edelkreps populasjoner
@® Ulovlig introdusert signalkreps




Den gamle verkteykassen for
Krepsepest diagnostikk

Field diagnosj
-I;)lsease¢/

observations

Isolation in pure culture

: Verification of
identity
= and/or virulence

Veldig lav suksessrate i de fleste diagnostikk laboratorier...

”v

identification

Q
-
o |
=
—
v
=
<)
4]
=
C
Q
o
>
=
L
on
:
o
=z




©
o
=
T
-
v
=
)
S
=
=
b
]
>
c
L
on
uE)
=}
=z

Den nye verkteoykassen for
krepsepest diagnostikk

Spesifikk PCR ol ST
9 R ) U Arts identifisering
a SDeSi_f_iﬂ;ﬁ N (Kvantif_isering av A. astaci
T - A =E=.
\_ real-time PCR ) L R R D
(" Mikrosatellitt analyse N (A astaci genotype N




TagMan® MGB Real-time PCR for spesifikk
pavisning og kvantifisering av A. astaci

Primer F  Probe Primer R

- AphASL LTS - 39§ AphASLITS - 651 AphASLITS - 97R
q) Primer and probe sequences TCGGGACGAC
(@l AY310501 A astacl L1 TATTCTT - TATAAGCC ITCGEGACGACCHG ‘.(‘E - 5 EQ?('(:,\T(;IA(‘]
> AMOAT7023 A astaci P1 A | | = F
< AMO4T024 A astact VIO3628 cediee - .
(@] AMBAT7OZ5 A astaci V103629 g . R o A o
c ANMDATOZ6 A astaci V103630 &% . U k A t DNA k f L
()] AMDATOZT A astaci V103631 RYTNPER nl L as ac’ Se vens or
on AYGRIBRNG A astacl Po .
AYBBIROA A astaci Kv ll kJ t g typ
2 AYGHEARO3 A asracl No R . a e en e eno er
— AYZ10500 A astaci FDLASBT e S, ovv - . HNEEEEEEEEEEEEE s ersevreserres e vrenn
< AYZ 10499 A astaci MOG/ 1 v e eee=-- - EERRE KRS, | | | I S R Ty Ay O aiisla e’
AYBAT192 A frigldophilus NINO5SOO .., ., .- 3 B H --------- | l .8 A
AnhEvirTe_s2a_ a7 art i flicial » - = U o s Al

Sveert spesifikk, ingen kryssreaksjoner med kjente naere slektninger/agens

Sveert sensitiv Paviser og

Deteksjonsgrense (LOD) = 5 DNA kopier * kvantifiserer
Kvantifiseringsgrense (LOQ) = 50 DNA kopier

Spesifikk

probe
_‘39 ﬁ a

ST AN HMRH T
AR RN

9 SESIIY A, astaci - Speifikk
Unik A. astaci DNA mals€kvens primer F primer R
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Vralstad et al, 2009



Molekylaer diagnostikk:
-pavisning av sykdomsagens i infisert vev

[ Baererstatus/

Prevalens

Krepsepest
diagnostikk
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Deteksjon i Kreps

Rask analyse (1 - 2 dager)
« Antall smittede individer (Prevalens)
- Infeksjonsniva pa kreps (Agensniva)

43-
41 _ D 4 D | £ Noa-quantitative calibrant dilutions
[44 l' ] 0 @ Quantitative calibrant dilutions
9 :,( { —Log. (Quantitative calibrant dilutions)
371 y = -1.6744Ln(x) + 41.597
b ]
15 j R'= 0.9995
7] 331
g .
=l N 31
S R
7z 3 4°
= © 29
-l 2 7]
(] (5 1€
£ 257
O ]
s RS A5
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% 21+
20 [RTEN
g it
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2 ] ~ w v ~w -
19 . i T 402 3 4 5
0.1 1 1 10 10 10 10 10
LOD LOQ

LOD = Deteksjonsgrense Antall DNA kopier
LOQ = Kvantifiserineserense



http://biology.clc.uc.edu/fankhauser/Labs/Genetics/Buccal_DNA_isolation/buccal_dna_images/14_save_200_uL_supernatnat_P2193041.JPG

Prevalens av A. astaci i signalkreps

100%
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80% —

70% S
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A. astaci positive kreps (%)
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Antall kreps: 44, Antall kreps med flekker 13 (29.5 %) Vralstad et al. 2011
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Prevalens av A. astaci i signalkreps

Forskjellige vann i Sverige

Lokalitet/merking f;reps Negative | Positive prﬂ;)ll;;esr:;gﬂs)* E|(;Emed:gﬂm ri?iialms
Baven 10 2 8 809%\ 1.00 [CI= 0.66/1.31]
Halmsjén 8 3 5 [/ 63% \ |0.78[CI= 0.35/1.20]
Hijalmeren 10 6 4 [ 40% \ |o049[c= 0.11/0.88]
Hovern. utveckling 10 7 3 30% 0.37[CI= 0.01/0.73]
Immeln 10 4 6 60% 0.75[CI= 0.36/1.13]
StoraLe (Harsnis, tatf)| 10 2 8 80% 1.00[CI=_0.66/1.31]
StoraLe (tattsoderut) | 10 8 2 20% 0.24 [CI= -0.07/0.55]
StoraLe, Udden 10 8 2 20% 0.24 [CI= -0.07/0.55]
StoreLe, Glest Norrut | 10 3 7 70% 0.87[CI= 0.51/1.23]
Trehdrningen 10 4 6 60% 0.75[CI= 0.36/1.13]
Trekanten 10 3 7 70% 0.87[CI= 0.51/1.23]
Trasksjon 10 7 3 \ 30% [ [037[C= 0.01/0.73]
Vittern 10 5 5 \ 50% / |o.s2[cI= 0.23/1.01]




Prevalens av A. astaci i signalkreps

Stora Le, Sverige 2011

Agent level®
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Molekylaer ovevaking:
-pavisning av sporer i vann

Smittesporing i Beererstatus/
vann Prevalens
Krepsepest
diagnostikk
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é Norwegian Veterinary Institute

astaci sporer trenger Y%
og k an mserid

_j se;st 5

’ :

aboratorie forsgk
» Test av sporer i vann
» Test av vann fra akvarier med
« Baererkreps ( SlgnalkreRs
* Infisert edelkreps (Utbrud

Feltstudier

* Innsjger med baererkreps (Signalkreps)
» Utbrudd i edelkreps populasjon



Deteksjon av Sporer i Vann

Paviser ned til én spore i pragven }

45,0 Kvantifiserer fra > 10 sporer i prgven }
1 spore
0.0 S o Filter N=30
— ¢ Control N=30
35.0 10 spores = Standard N=8
- 100 spores
9 =
.*3 § A9 1000 spores
2 3]
§ 25.0 10.000 spores
4]
£
3 20,0
2 :
= Antall DNA kopier
o 15,0 R i \
SE)" 1 10  |o’ 10° 10" 10° 10° 10’
o
.
LOD = Deteksjonsgrense '
LOD LOQ LOQ = Kvantifiseringsgrense 8 ] 4 A

Strand et al, 2011



> HVOI’ mye sporer avgis fra amerikansk baererkreps?

o
> N a I'? Hele tiden eller kun ved ded og skallskifte? Sesong (temperatur)?
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Sighalkreps med positiv baererstatus

Singelkreps

2L vann 2L vann

Sambokreps

100L vann

20 kreps
Romtemp (17-23) °C
(x4 rep)
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Strand et al, 2012



7 - Strand et al, 2012
10 Singelkreps Sambokreps
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g Norwegian Veterinary Institute

7 - Strand et al, 2012
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> HVOI’ mye sporer avgis under infeksjon og dad av edelkreps?
> HVOI’ I'aS kt etter infeksjon og dad produseres sporer?
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Lab. forsgk - Sporulering fra infisert edelkreps (Utbrudd)

Rask gkning i antall >pore-topp etter 43-60 }

sporer etter 12 timer | | | 3 1+ |
T
-1[]4_ ................................................................................. - . * o e e
T T
- *oke
. _ 1
= 10— b
j= N
w
10'—
0 et | | e e
1[] A S R N ) e Frr—

48 -36 -24-12 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120132 144 156 Hours

moribund T post mortem
Death
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Makkonen et al, 2013



Laboratorie forsgk - Konklusjon

m Sensitiv metode
e Kan detektere en spore
e Gir et rgft spore estimat

m Sporer produseres kontinuerlig av infisert baererkreps
e Ved4°Cog18°C
e (kt sporeproduksjon ved skallskifte og dad
e Hoyere sporetetthet ved bunn

m Rask og kraftig sporulering rett etter dad av infisert edelkreps
e (kt sporulering 12 timer etter dad
e Spore topp ca. 48-60 timer etter dad
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Strand et al. 2011, Strand et al. 2012, Makkonen et al. 2013



Feltstudier - Spore deteksjon i naturlige vassdrag

W WD SR W T e

Membran-filtrering

» Polykarbonat-filter
« 3um pore starrelse
 0.1-1 Lvann

Ultra-filtrering
* Hemodialyse-filter

« 1.8m2membranoverflate
1+ >100 L vann

» Tangiental-flow eller
dead-end setup

Passer for sma systemer

Passer for store systemer

Dybde-filtrering
* Glassfiber-filter
* Partikler>0.9uym
2 to 10 L vann

E Norwegian Veterinary Institute

Strand et al. submitted



http://biology.clc.uc.edu/fankhauser/Labs/Genetics/Buccal_DNA_isolation/buccal_dna_images/14_save_200_uL_supernatnat_P2193041.JPG

Feltstudier - Lokasjoner

Krepsepest utbruddi
en Edelkreps populasjon

------

Innsjo og farm
med Signalkreps
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astaci sporetettheter - Innsjoer

@ymarksjgen, Norge

« Ultra filtrering

* 100L vannprgver

» 1 prove ved bunn & overflate
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Sammenligning tre innsjger

A. astaci Spores/L

A. astaci PFU

A. astaci Prevalence (%)

107 ~

* Sporer i vann
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Strand et al. submitted



Krepsepestutbrudd i edelkrepspopulasjon

* Haye sporetettheter /
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Strand et al. submitted



Feltstudier - Oppsummering

108

102 -

10" -

Spores per L

100 -

1 Veterinary Institute

Innsjger med
signalkreps

Farm med
signalkreps

1 -

Krepsepest
utbrudd

L 1

I I 1

Crayfish Farm Saimaa @ymarksjeen Storale Mantyjoki

Location

Strand et al. submitted



Feltstudier - Konklusjon

Populasjon med Baererkreps Krepsepest utbrudd
> Relativt fa sporer > Hoy sporetetthet
> Heterogen fordeling > Hoyt infeksjons press
> Hoyere sporetetthet ved bunn T
> Assosiasjon mellom prevalens, [, \
( infeksjonsniva og sporetetthet / |
0o _"4
g 008 - ,g
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Genotyper av Krepsepest i Norge —

NI
5 genotyper kjent_;_A:_E .
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Alternative verter
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Applikasjoner av nye molekylaere verktay

m Testing av kreps for A. astaci infeksjon
m Tidlig deteksjon av A. astaci i naturlige miljoer
m Overvaking av

e Elver og innsjoer etter utbrudd
e Baererpopulasjoner (signalkreps)

m Evaluering av habitater for reetablering av edelkreps

m  Mer ngyaktig risikovurderinger i forhold til sykdoms kontroll og
smittespreding

m Soke etter alternative verter
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m Undersoke sykdomshistorie for nye og gamle utbrudd (genotype)
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