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Bakteerien merkitys vesihomeen esiintymisessa ja vesihomeen seka bakteerien PCR-tunnistusmenetelmat

TIVISTELMA

Vesihome aiheuttaa suuria taloudellisia tappioita lohikalojen viljelyssa niin Suomessa kuin ulkomailla.
Vesihomeita esiintyy makeissa vesissa ympari maailman ja erityisesti Saprolegnia parasitica vesihomelaji on
yleisimmin eristetty lohikalojen vesihomeinfektioista. Tassa hankkeessa tutkimme ympari Suomea
kalanviljelylaitoksilta eristettyja S. parasitica kantojen genotyyppeja selvittadksemme, onko Suomessa
tietty S. parasitica genotyyppi, jota esiintyy kalanviljelylaitoksilla. Suurin osa kalanviljelylaitoksilta keratyista
S. parasitica kannoista kuului samaan kloonikompleksiin, jossa oli naytteita kerattyna niin Etela- kuin
Pohjois-Suomesta. Tulokset viittaavat siihen, ettd sama S. parasitica klooni esiintyy Suomen
kalanviljelylaitoksissa yleisesti, aiheuttaen tautipurkauksia. Koska S. parasitica paagenotyyppeja esiintyi
kalanviljelylaitoksilla ympari Suomen, kyseinen klooni on ilmeisesti siirtynyt laitosten valilla, mahdollisesti
kalasiirtojen mukana. Tama vahvistaa kasitysta siita, etta S. parasitica leviaa helposti kalasta kalaan ja leviaa
kalojen mukana, jolloin kalojen siirroissa kannattaa noudattaa huolellisuutta ja tarvittaessa tutkia kalat
vesihomeen varalta ennen siirtoa. S. parasitica kantoja tutkittiin infektiokokeissa, mutta mikaan tutkittu
kanta ei aiheuttanut merkittavaa sairastumista. Todennakoista on, ettd infektiokokeissa
ymparistoolosuhteet eivat altistaneet kaloja tartunnoille ja etta tutkitut kannat ovat todennakoisesti
opportunistisia patogeeneja, jotka aiheuttavat haittaa kalalle vain tietyissa kalalle epdsuotuisissa
olosuhteissa. Infektiokokeissa kuitenkin osoitettiin, ettd vesihomeisista kaloista usein eristetty lodobacter
limnosediminis bakteeri aiheutti ihovaurioita kaloille, ja hyvin todennakdista onkin, etta ihovaurioita
aiheuttavat bakteerit voivat olla yksi vesihometaudille altistava tekija. Taman vuoksi on tarkeaa tutkia
vesihometartunnoissa mahdollisia taustatekijoita ja tarvittaessa hoitaa myos altistava tekija, esimerkiksi
taustalla oleva bakteeritartunta. Tassa hankkeessa kehiteltiinkin uusia ja nopeampia tunnistusmenetelmia
S. parasitica vesihomeelle ja kaloille ihovaurioita aiheuttaville bakteereille, kuten Flavobacterium
psychrophilum, F. columnare ja I. imnosediminis. Kehitetyt PCR-menetelmat mahdollistavat
tulevaisuudessa tarkemmat tutkimukset vesihomeen esiintymisesta kaloissa ja kalanviljelylaitoksen
vesiymparistossa. S. parasitica vesihometta tunnistavaa PCR-menetelmaa voidaan kadyttaa herkkana
menetelmdna tunnistamaan vesihome kalasta ja vedesta jo ennen kuin vesihome nakyy kalassa. Tama
mahdollistaa nopeamman reagoimisen vesihomeen ehkaisyssd. Myos vesihomeen estomenetelmia voidaan
arvioida tarkemmin, kun pystytaan arvioimaan S. parasitica vesihomeen maaraa vedestad, jolloin voidaan
arvioida mitkd estomenetelmat vaikuttavat vesihomeen vahenemiseen parhaiten. Bakteereita tunnistavat
PCR-menetelmat edistavat bakteerien tunnistamista tarkemmin vesihomeinfektioiden yhteydessa.
Bakteereita tunnistavat PCR-menetelmat olivat myos lupaavia tunnistamaan bakteereita vedest3, ja niita
tuleekin kehittaa edelleen kaytettavaksi kalanviljelylaitoksilla, niin ettd myos bakteeritartuntojen riskia
pystytaan paremmin arvioimaan.
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Bakteerien merkitys vesihomeen esiintymisessa ja vesihomeen seka bakteerien PCR-tunnistusmenetelmat

1 Johdanto

Vesihome on yleisnimitys makeissa vesissa elaville munasienille (Oomycetes). Vesihomelajit voivat
aiheuttaa kaloissa vesihometaudin tai tarttua kalojen méatimuniin. Lohikalojen vesihometaudista yleisimmin
eristetaan Saprolegnia parasitica vesihomelajia, mutta myds muita lajeja satunnaisesti [1, 2]. Vesihome on
maailmanlaajuinen ongelma erityisesti lohikalojen makeanveden viljelyssa, jossa se tuottaa suuria
taloudellisia tappioita vuosittain [3]. Aikaisemmissa tutkimuksissa Suomen kalanviljelylaitoksilla 59 %
tutkituista laitoksista oli ongelmia vesihomeen kanssa [4]. Tietyilla lohikalalajeilla, kuten jarvilohella ja —
taimenella kuolleisuus vesihometautiin saattoi olla 100 %, mika on aiheuttanut sen, etta tietyilla laitoksilla
on jouduttu jopa luopumaan vesihomeelle herkkien lohikalalajien viljelysta.

Suomessa onkin aikaisemmassa tutkimuksessa kartoitettu kalanviljelylaitoksilla esiintyvia vesihomelajeja
[1]. Yleisimmin Suomen kalanviljelylaitosten lohikaloista I6ydettiin S. parasitica vesihometta, kun taas
madista ja pikkupoikasista I6ydettiin padasiassa muita Saprolegnia lajeja.

Vesihometartuntaa pidetdan usein toissijaisena infektiona, joka tarttuu kalaan yleisimmin muun taudin tai
vaurion seurauksena. Useat bakteerit voivat aiheuttaa kaloille ihovaurioita, esimerkiksi Flavobacterium
suvun ja Aeromonas suvun bakteerit. Naita bakteereita on eristetty myos vesihomeisista kaloista. Lisdksi
vesihomeisista kaloista I6ydetdan usein lodobacter limnosediminis bakteeria [5, 6]. Monien kalojen
parasiittien, jollaiseksi vesihomeen voi my6s lukea, on huomattu pahentavan myos bakteeritartuntoja
kaloilla [7]. Ongelma usein on, etta bakteeritartunta jaa huomaamatta, kun vesihome peittaa kalan ihon tai
kasvumaljan niin, ettd bakteeria ei pystyta |6ytdmaan vesihomeisista kaloista. Taman vuoksi herkempia
menetelmia myds kaloille ihovaurioita aiheuttavien bakteerien tunnistamiseen tulee kehittaa, etta
pystytaan luotettavasti arvioimaan, onko vesihometaudin taustalla bakteeri.
Tassa tutkimushankkeessa haluttiin selvittaa tarkemmin
e Saprolegnia parasitica kantojen geneettisia eroja suomalaisilla kalanviljelylaitoksilla
e ihovaurioita aiheuttavien bakteerien merkitysta vesihomeen esiintymisessa kaloilla
e kehittdda nopeampia ja herkempia tunnistusmenetelmia yleisimmin havaitun S. parasitica
vesihomeen ja flavobakteereiden ja lodobakteerin tunnistamiseen kalassa ja vedessa geenien
polymeraasiketjureaktio (PCR) menetelman avulla.

2 Aineisto ja menetelmat

Hankkeessa haluttiin tarkemmin selvittda, eroaako Suomen kalanviljelylaitoksilla yleisimmin eristetty S.
parasitica isantalajien (siika, Atlantin lohi, kirjolohi, meritaimen, jarvitaimen, jarvilohi) tai Suomen eri
alueiden (Itd-Suomi, Lansi-Suomi, Eteld-Suomi, Pohjois-Suomi) valilla vertaamalla useita eri geenikohtia
MLST (Multi Locus Sequence Typing) menetelman avulla. Menetelméssa sekvensoitiin ja analysoitiin 74 S.
parasitica kantaa seitsemasta eri geenikohdasta [8] ja sekvenssien perusteella maariteltiin eri genotyypit
(sequence type, ST) ja niiden keskindinen suhde toisiinsa. Genotyypitysmenetelmien ja tulosten
yksityiskohdat 16ytyvat Liitteesta 1.

lodobacter sp. ja Flavobacterium sp. bakteereita on eristetty usein kaloista, joissa on vesihometartunta.
Infektiokokeilla haluttiin tutkia seka /. limnosediminis etta F. psychrophilum bakteeri kantojen
taudinaiheutuskykya, mutta myds Suomesta eristettyjen S. parasitica kantojen tartuttavuutta kaloissa.
Lisaksi arvioitiin S. parasitica ja I. limnosediminis bakteerin yhteisvaikutusta, kun kalat altistuvat molemmille
taudinaiheuttajille. Infektiokokeissa testatut kannat on lueteltu liitteessa 2. Infektiokokeita tehtiin
hankkeessa nelja:

e KOE A: lodobacter limnosediminis altistus vedessa kortisoli-injektion jalkeen

o KOE B: Saprolegnia parasitica altistus vedessa stressikasittelyn jalkeen

e KOE C: Altistus I. limnosediminis ja Flavobacterium psychrophilum kannoille lihasinjektiona
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e KOE D: Altistukset kokeen C kalasta eristetylle I. imnosediminis kannalle lihasinjektiona ja S.
parasitica kannalle vedessa

Kokeissa kaytetyt kalat olivat O-vuotiaita jarvitaimenia. Patogeenisia bakteereita tai Saprolegnia sp.
vesihometta ei todettu kaloissa ennen kokeen aloitusta. Kokeen aikana kuolleista kaloista ja kokeen lopuksi
kaikista kaloista otettiin ndytteet mahdollisten patogeenien mikrobien tunnistamiseksi. Infektiokokeet
toteutettiin Eteld-Suomen aluehallintoviraston mydntaman luvan (hankelupa ESAVI/16637/2019)
alaisuudessa ja koe suoritettiin tieteellisiin tai opetustarkoituksiin kdytettavien eldinten suojelusta annetun
lain ja asetusten mukaisesti (Laki ja asetus tieteellisiin ja opetustarkoituksiin kdytettavien eldinten
suojelusta 497/2013 ja 564/2013), seka hankelupalautakunnan ohjeita tarkasti noudattaen.

Yleisimmille kaloissa ihovaurioita aiheuttaville bakteereille ja S. parasitica vesihomeelle kehitettiin PCR-
menetelma3, jossa PCR alukkeet ja koetin tunnistavat juuri kyseiselle tunnistettavalle mikrobille ominaista
geenialueen sekvenssia (Liite 3). PCR-menetelman spesifisyytta eli tarkkuutta tunnistaa vain haluttu
organismi arvioitiin vertaamalla alukkeiden ja koettimien vastaavuutta muiden organismien sekvensseihin
geenipankissa, seka testaamalla PCR-menetelmia tunnistettavan ja muiden mikrobien DNA:lla, sen
varmistamiseksi, ettei analyysi tunnista muuta kuin haluttua organismia. Lisaksi testattiin PCR-menetelmien
sensitiivisyyttd, eli herkkyytta tunnistaa pienidkin maaria tunnistettavan mikrobin DNA:ta ndytteessa.
Infektiokokeista otettiin vesindytteita kala-altaista, joissa altaan veteen oli lisatty tutkittavaa mikrobia tai ei
ollut lisatty (kontrolliallas). Nailla vesinaytteilla, joiden tiedettiin olevan joko positiivisia tai negatiivisia
tutkittavalle mikrobille, testattiin myos kehitettyjen PCR-menetelmien kykya tunnistaa haluttu mikrobi
vesindytteesta. S. parasitica PCR-menetelman validointia tehtiin infektiokokeen D vesinaytteilla.
Vesindytteet otettiin jokaisesta altaasta heti S. parasitica vesihomeen lisdyksen jalkeen (paiva 0) ja paivina
2, 6 ja 14 (Liite 5). PCR-menetelmaa verrattiin myds muihin mikrobiologisiin menetelmiin, joita on
aikaisemmin kaytetty S. parasitica vesihomeen tunnistukseen vedesta. Lisdksi kerattiin vesi- ja kalanaytteita
neljalta suomalaiselta kalanviljelylaitokselta, sekd Kallaveden Savilahdesta, jossa ei ole lahistolla
kalanviljelylaitoksia. Ndytteenottoaltaissa ja -laitoksissa vesihometilanne kaloissa vaihteli (Liite 7).
Kalanviljelylaitoksilta otetuista vesindytteista maaritettiin vesihomeen DNA:n maara vesindytteessa ja
vertailtiin mikrobiologista viljely- ja PCR-menetelmaa S. parasitica vesihomeen tunnistamisessa ja sen
madrien arvioimisessa kala-altaiden vesista [9].

3 Hankkeen tulokset
3.1 Suomen kalanviljelylaitosten S. parasitica kantojen genotyypitys

MLST analyysi tunnisti yhden ison kloonikompleksin (CC) joka sisdlsi suurimman osan kaikista tutkituista
kannoista (Kuva 1). Tama kloonikompleksi voidaan jakaa neljadn paagenotyyppiin (alaklooneja). Sen lisaksi
|6ydettiin yksi pieni kloonikompleksi, joka sisdlsi kantoja ruskuaispussipoikasista ja 9 yksittaista
kloonikompleksista eriytyvaa genotyyppia (singletons). Paagenotyyppien (ST1-4) ohella I6ydettiin myos 32
(ST5-36) hiukan poikkeavaa genotyyppia. Kaikki paagenotyypit (ST1-4) I6ydettiin kaikista tutkituista
kalalajeista, mutta tulokset viittaavat osittain siihen, etta tietty kalalaji on paaasiallisesti infektoitunut
tietylld alakloonilla. Kaikki nelja paagenotyyppia loydettiin [td-Suomesta ja Pohjois-Suomesta (Kuva 1).
Lansi-Suomesta ja Eteld-Suomesta oli niin vahan naytteita, ettd on vaikeaa tehda varmaa johtopaatosta
alueellisesta jakautumasta (Liite 1).

Vaikka Suomen kalanviljelylaitoksilta aikuisilta kaloilta eristetyissa S. parasitica kannoissa loytyi
eroavaisuuksia genotyyppien valilla, mitadan merkittavia eroja kannoissa ei todettu. Tama viittaa siihen, etta
tietty S. parasitica klooni esiintyy Suomen kalanviljelylaitoksissa yleisesti, aiheuttaen tautipurkauksia. Koska
S. parasitica paagenotyyppeja esiintyi kalanviljelylaitoksilla ympari Suomen, tama klooni on ilmeisesti
siirtynyt laitosten valilla, mahdollisesti kalasiirtojen valitykselld. Tama vahvistaa kasitysta siitd, etta S.

5(30)



Bakteerien merkitys vesihomeen esiintymisessa ja vesihomeen seka bakteerien PCR-tunnistusmenetelmat

parasitica levida helposti kalasta kalaan ja levida kalojen mukana, jolloin kalojen siirroissa kannattaa
noudattaa huolellisuutta ja tarvittaessa tutkia kalat vesihomeen varalta ennen siirtoa.

. - 1S (50.0%)
- PS (40.5%)
I:l LS (4.1%)
|:| ES (1.4%)
. AT (1.4%)

I:I A2 (2.7%)
<)

Kuva 1. Tutkitut S. parasitica genotyypit (Sequence Type = ST 1-36) suomalaisilta kalanviljelylaitoksilta.
Kalanviljelylaitoksen maantieteellinen sijainti merkitty eri vareilla. IS = Itd-Suomi, PS = Pohjois-Suomi, LS =
Lansi-Suomi, ES = Eteld-Suomi, Al and A2 = villikaloja. Genotyypin (ST) koko vastaa siihen kuuluvien S.
parasitica kloonien maara nayteaineistossa.

3.2 Bakteeri- ja vesihomekantojen infektiokokeet

Tehdyissa infektiokokeissa huomattiin, etta I. limnosediminis bakteerilla on kyky aiheuttaa ihovaurioita
kaloihin (kokeet C ja D). Kalojen ihovauriot yleensa kuitenkin paranivat kokeen loppua kohti [5]. Lisaksi nelja
kantaa /. limnosediminis bakteerista ja nelja kantaa S. parasitica vesihomeesta, jotka oli eristetty
kalanviljelylaitosten tautitapauksista (Liite 2), eivat aiheuttaneet tilastollisesti merkitsevaa kuolleisuutta
kaloille koeolosuhteissa. Todenndkdista on, etta infektiokokeissa ymparistdolosuhteet eivat olleet optimit
aiheuttamaan vakavia infektioita ja etta tutkitut kannat ovat todennakoisesti opportunistisia patogeeneja,
jotka aiheuttavat haittaa kalalle tietyissa olosuhteissa. Kun kaloja altistettiin yhteisaltistuksena seka
bakteerille ettd vesihomeelle (Koe D), huomattiin Saprolegnia tartuntoja yhdessé kalassa sham injektoituja
(sham = injektoitu pelkdstaan liuoksella, jossa ei bakteereita), ja kahdessa kalassa /. limnosediminis
injektoituja kaloja. Tdma ei ollut kuitenkaan tilastollisesti merkitseva ero kontrollikaloihin ndhden, joissa
Saprolegnia infektioita ei huomattu kaloissa altistuksesta huolimatta. On mahdollista, etta
bakteeritartunta, varsinkin sellainen, joka vaurioittaa ihoa, voi altistaa kalan myds vesihomeelle, silla
Saprolegnia infektioita ei nahty niissa kontrollikaloissa, joita ei injektoitu. Taman vuoksi onkin tarkeaa
huomioida vesihometapauksissa myds mahdollisen bakteerien osallisuus tartuntaan ja hoitaa myos
bakteeritartuntaa, jos sellainen todetaan.
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3.3 Bakteerien ja vesihomeen tunnistusmenetelmien kehittaminen

Tassa hankkeessa suunniteltiin PCR-menetelmiin tarvittavat alukkeet ja koetin S. parasitica vesihomeelle ja
F. columnare ja I. limnosediminis bakteereille (Liite 3). Suunniteltujen alukkeiden ja aikaisemmin julkaistujen
F. psychrophilum alukkeiden [10] PCR-menetelmien spesifisyys oli hyva, eli ne tunnistivat naytteesta
halutun mikrobin (positiivinen testitulos), mutta eivat tunnistaneet muita testattuja mikrobikantoja
(negatiivinen testitulos), lukuun ottamatta S. parasitica alukkeita, jotka monistivat heikosti myos S. ferax
puhdaskantaa (Liite 4). Kun S. parasitica ja S. ferax kantoja monistettiin yhta aikaa, PCR-menetelma tunnisti
ainoastaan S. parasitica vesihomeen. Tassa hankkeessa kehitettya S. parasitica PCR-menetelmaa voidaan
kayttaa S. parasitica vesihomeen kartoitukseen kalanviljelylaitoksilla, jossa valtalajina lohikalojen
vesihomeinfektioissa on S. parasitica, mutta jos halutaan varmistaa, onko PCR-menetelmalla tunnistettu
vesihome S. parasitica vai S. ferax, suositellaan jatkotutkimuksena homeviljelya ja eristetyn
vesihomekannan sekvensointia.

Kehitellyt PCR-menetelmat olivat myds sensitiivisia, eli ne tunnistivat hyvin pienia maaria tutkittavan
mikrobin puhdasndyte DNA:ta, tunnistaen luotettavasti naytteesta 200 fg S. parasitica, 170 fg F.
psychrophilum, 130 fg I. limnosediminis ja 98 fg F. columnare DNA:ta per PCR-reaktio. Ndma ovat
teoreettisia arvoja DNA maaristd, joiden perusteella voidaan arvioida miten herkkid PCR-menetelmat ovat
tunnistamaan mikrobeja naytteista. Lisdksi, kun tutkittavista ndytteista tehtiin laimennoksia eri
pitoisuuksilla tutkittavan mikrobin DNA:ta, PCR-menetelmien standardisuorista nahtiin, ettd ne tunnistivat
luotettavasti eri DNA pitoisuuksia. Tulokset osoittivat, ettd kaikki PCR-menetelmat tunnistavat naytteesta
myos hyvin pienen maaran tutkittavaa mikrobia ja olivat luotettavia tunnistamaan eri pitoisuuksia DNA:ta.
Testattuja PCR-menetelmis, jotka tunnistavat F. columnare, F. psychrophilum ja I. limnosediminis
bakteereita, voidaan kayttaa ndiden bakteerien nopeampaan ja herkempaan tunnistamiseen kaloista
eristetyista bakteereista, esimerkiksi vesihometapausten yhteydessa. Kaikki alukkeet ja koettimet
kehitettiin alustavasti niin, etta tulevissa tutkimuksissa S. parasitica vesihomeen ja bakteerien
tunnistusmenetelmia voidaan validoida kdytettavaksi samasta ndytteestd yhta aikaa, eli multiplex-PCR:na.

Infektiokokeessa A lisattiin lodobacter fluviatilis bakteeria ja kolmea eri kantaa /. limnosediminis bakteereita
kala-altaisiin ja otettiin vesindytteet heti altistuksen jalkeen. I. limnosediminis tunnistettiin luotettavasti
infektiokokeiden vesindytteista kehitetyllda PCR-menetelmalld, kuten myds mikrobiologisella
viljelymenetelmalla (Liite 5). PCR-menetelman soveltuvuutta Flavobacterium columnare -bakteerin
havainnointiin tutkittiin kalanviljelylaitoksilta kesalla 2020 keratyista vesinaytteistad. Vesinaytteet (15 ml)
kerattiin 0.2 um suodattimille, joista eristettiin DNA. F. columnare bakteeria havaittiin vesinaytteista
aktiivisen infektion aikana. Samoista naytteista pystyttiin bakteeri havaitsemaan myos viljelymenetelmilla.
Tassa hankkeessa kehitetyt PCR-menetelmat ovat lupaavia kdytettavaksi F. columnare ja I. limnosediminis
bakteerien tunnistamiseen myds vesindytteista. Myos F. psychrophilum tunnistamiseen kadytettya PCR-
menetelmaa on kaytetty sekd kala- ettd vesindytteille [10]. Lisdd menetelmien validointia kuitenkin
tarvitaan, etta pystytdan luotettavasti arvioimaan PCR-menetelmien kaytettavyyttd kalanviljelylaitosten
vesiymparistossa.

Infektiokokeessa D otettiin vesindytteitd useana paivana kala-altaista S. parasitica vesihomeen lisdayksen
jalkeen. Mikrobiologisilla menetelmilla S. parasitica havaittiin heti altistuksen jalkeen ja joskus vield kahden
paivan paasta, mutta ei yleensa sen jalkeen. PCR-menetelma havaitsi S. parasitica vesihomeen
vesindytteissa kahden viikon ajan (Liite 6). Taman kokeen perusteella lasketut sensitiivisyydet havaita S.
parasitica vesinaytteista olivat elatusainekasvatuksilla 29 % (agar) ja 25 % (kuoppalevy) ja 0 %
hampunsiemenella, sekd 96 % PCR-menetelmalla [9]. Millddn menetelmalla ei saatu vaaria positiivisia
tuloksia (Liite 5). Tama tarkoittaa, ettd hankkeessa kehitetty PCR-menetelma oli mikrobiologisia
menetelmia herkempi havaitsemaan vesindytteissa S. parasitica vesihomeen. Tassd yhteydessa tulee
huomioida, ettd PCR-menetelma ei erottele onko tunnistettu elio kuollut vai eldva. Mikrobiologisilla

7 (30)



Bakteerien merkitys vesihomeen esiintymisessa ja vesihomeen seka bakteerien PCR-tunnistusmenetelmat

menetelmilla tunnistetaan vain eldvat mikrobit, joten voi olla, etta joissakin vesindytteissa altistuksen
loppupuolella oli jaljelld kuolleita itidita, jotka vain PCR-menetelma havaitsi.

Hankkeessa testattiin viljelymenetelmien ja PCR-menetelman kaytettavyytta ja luotettavuutta arvioimaan
S. parasitica maaria kalanviljelylaitoksilla ottamalla vesi- ja kalanaytteita neljalta erilaiselta
kalanviljelylaitokselta (Liite 7). Kalanviljelylaitosten altaista otetuissa vesindytteissa l6ydettiin vesihometta
silloin kun myds kaloissa todettiin vesihometta ja vesihomeen maara altaan vedessa oli korkealla silloin kun
silmamaaraisesti arvioitiin kaloissa olevan paljon vesihometta (Kuva 2). Vesihomeen maara samoissa
vesindytteissa korreloi voimakkaasti menetelmien valilla, eli PCR-menetelma (DNA-ma&ara) ja
elatusainemenetelma (itiomaard) mittasivat samaa asiaa vesinaytteistd, joka antaa luotettavuutta seka
PCR-menetelmien etta elatusainemenetelmien kaytolle S. parasitica vesihomeen seurantaan
kalanviljelylaitoksilla.

W Saprolegnia itidita/L Saprolegnia DNA maara (ng/L)
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Kuva 2. Saprolegnia itiiden maara/L (xSD) ja Saprolegnia DNA maara ng/L (xSD) Kallavedesta ja kala-
altaista otetuista vesindytteissa. X-akselilla kala-altaassa silmamaaraisesti arvioitu vesihomeen maara
kaloissa (%). D = altaan kalandytteissa todettu S. parasitica. Palkkien yldpuolella kala-altaan tunniste (Liite
7).

S. parasitica vesihometta tunnistava PCR-menetelma oli yhtéa luotettava tuloksissa kuin mikrobiologiset
menetelmat havaitsemaan S. parasitica vesihomeen maaria vedessa. PCR-menetelma oli kuitenkin
teoriassa herkempi kuin mikrobiologiset menetelmat ja my6s vahemman tyo6laitd ja nopeampia tehda
laboratoriossa, joten PCR-menetelman kdyttaminen on nopeampi ja parempi menetelma vesihomeiden
lukuma@arien tutkimisessa tulevissa tutkimuksissa.

4. Hankkeen toteutus

Hanke aloitettiin loppuvuodesta 2018 ja se pdattyi lokakuussa 2021. Hankkeen aikataulua pidennettiin
hiukan alkuperdisestd, osittain covid-19 pandemiasta aiheutuneiden muutosten takia tutkimusaikataulussa.
Hanke toteutettiin mydnnettyjen maararahojen puitteissa (Taulukko 1). Hankkeen vetéja ja koordinaattori
oli Ruokavirasto, jossa hankkeen vastuullisena johtajana toimi johtava asiantuntija Satu Viljamaa-Dirks ja
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hankevastaavana tutkijana Tiina Korkea-aho. Tutkimusryhméssa mukana tutkimusyhteistyota tekivit Abo
Akademistda Tom Wiklundin tutkimusryhma ja Jyvaskylan yliopistosta Lotta-Riina Sundbergin
tutkimusryhma. Hankkeen ohjausryhman jasenet osallistuivat hankkeen ohjaukseen ja siihen kuului
tutkimusryhman jasenten lisaksi Petri Heinimaa (Luonnonvarakeskus), Mari Virtanen (Suomen
kalankasvattajaliitto ry) ja Markku Tuomainen (Pohjois-Savon ELY-keskus).

Taulukko 1. Hankkeen toteutuneet menot kustannuslajeittain

Kustannuslaji Myo6nnetty rahoitus € Hankkeessa toteutuneet

menot €

Henkilostokustannukset 133 137 134 814
Kone- ja laitehankinnat 24 119,42 23536
Matkakulut 2063,4 404,78
Ostopalvelut 2 920,98 2 926,5

Muu kustannus 2 080 1 200,19

Kiinteamaardinen rahoitus 19 970,59 20222,1
Yhteensa 184 291,7 183 103

4.1 Hankkeen tiedotteet ja uutiset

Bakteerien merkitys vesihomeen esiintymisessa ja vesihomeen seka bakteerien PCR-tunnistusmenetelmat.
Paivitetty 9.7.2019. Katsottu 26.2.2019. https://www.ruokavirasto.fi/yhteisot/tieteellinen-
tutkimus/tutkimushankkeet/kaynnissa/ihmisten-elainten-ja-kasvien-terveys-ja-hyvinvointi/elainten-
terveys-ja-hyvinvointi/bakteerien-merkitys-vesihomeen-esiintymisessa-ja-vesihnomeen-seka-bakteerien-pcr-
tunnistusmenetelmat/

Saprolegnia infektioner hos fisk i Finland. Katsottu 26.2.2021. https://www.abo.fi/projekt/saprolegnia-
infektioner-hos-fisk-i-finland/

Ongelmallisen vesihomeen torjuntaan etsitdan ratkaisuja. Suomen kalankasvattajat ry Uutiset 12.6.2019.
http://uutiskirje.kalankasvatus.fi/a/s/815057-8b447c579cc581776f6193af839ba8e7/359748
Vesihometaudin tutkimus etenee suunnitellusti. Suomen kalankasvattajat ry Uutiset 27.11.2019
http://uutiskirje.kalankasvatus.fi/a/s/815057-4f09c59beae88a8c893b18aabc61cc82/474715
Vesihomehankkeessa selvitetdan tautiongelmaa laajasti. Suomen kalankasvattajat ry Uutiset 15.12.2020.
http://uutiskirje.kalankasvatus.fi/a/s/815057-5325d6a22839dc0dadcf56807883d340/789664
Vesihomeprojektin kuulumisia. Kalaterveyspaiva. Luentokokoelma s. 26-27. 18.3.2020.
https://www.kalankasvatus.fi/wp-

content/uploads/2020/04/Kalaterveysp%C3%A4iv%C3%A4 Fiskh%C3%A4lsodagen 18 03 2020.pdf
Vesihomeet luonnonvaraisen ja viljellyn lohen riesana. Satu Viljamaa-Dirks, Ruokavirasto. Kansalliset
kalatutkimuspaivat. Luento 24.3.2021.
https://www.jyu.fi/en/congress/kalatutkimus2021/esitykset/vesihomeet-luonnonvaraisen-ja-viljellyn-
lohen-riesana.pdf/view

Vesihomeen tunnistusmenetelmien kehittaminen. Tiina Korkea-aho, Ruokavirasto. Kalaterveyspaiva.
Luento. 25.3.2021. https://www.kalankasvatus.fi/wp-content/uploads/2021/03/1-Korkea-

aho Vesihomeen-tunnistusmenetelmien-kehitt%C3%A4minen Kalaterveysp%C3%A4iv%C3%A4.pdf
Vesihometartunnat Suomen kalanviljelylaitoksissa. Tom Wiklund, Abo Akademi. Kalaterveyspaiva. Luento.
25.3.2021. https://www.kalankasvatus.fi/wp-content/uploads/2021/03/1-Saprol Foredr TW3.pdf
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4.2 Hankkeen julkaisut

Moisio, M. (2021) Kalanviljelylaitoksilla esiintyvien vesihomeiden (Saprolegnia) tunnistaminen
mikrobiologisilla ja molekyylibiologisilla menetelmilla. Pro gradu -tutkielma 40 s. [t3-Suomen yliopisto.
http://urn.fi/urn:nbn:fi:uef-20210727

Korkea-aho, T. L., Viljamaa-Dirks, S., Heinikainen, S., Kuronen, H. & Tiirola, M. (2021) Genetic diversity and
phenotypic characterization of lodobacter limnosediminis associated with skin lesions in freshwater fish.
Journal of Fish Diseases 44(11), 1711-1724. https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jfd.13490
Korkea-aho, T.L., Viljamaa-Dirks, S., Moisio, M., Engblom, C., Landor, L. & Wiklund, T. (2021) Detection and
quantification of Saprolegnia parasitica in aquaculture environments in Finland. 20*" International
Conference on Diseases of Fish and Shellfish. Book of Abstracts p. 158.

Korkea-aho, T., Villamaa-Dirks, S., Wiklund, T. & Sundberg, L.-R. (2021) Bakteerien merkitys vesihomeen
esiintymisessa ja vesihomeen ja bakteerien PCR-tunnistusmenetelmat. Hankkeen loppuraportti 11 s.

Kiitokset

Haluamme kiittaa kaikkia hankkeen tyohon osallistuneita, erityisesti kalankasvattajien yhteisty6ta tietojen
ja ndytteiden saamisessa kalanviljelylaitoksilta. Tutkimusryhmissa iso kiitos Ruokaviraston Kuopion
toimipisteen tekniselle henkilokunnalle ja tutkijoille, jotka olivat mukana, sekd hankkeessa gradun Ita-
Suomen yliopistolle tehneelle Maarit Moisiolle. Kiitos Christine Engblom, Lotta Landor, Conny Sjoqvist,
Akvaattisen Patobiologian Laboratorio, Abo Akademi, Turku, seka Jyvaskylidn yliopistossa kiitokset Kati
Makelalle ja Petri Papposelle. Taman hankkeen mahdollisti Pohjois-Savon ELY keskuksen myontama
hankerahoitus Euroopan meri- ja kalatalousrahastosta (Hankenumero 87486).
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Liite 1. Saprolegnia parasitica kantojen genotyypitys

‘, Narings-, trafik- och M““
milidcentralen
FINLANDS OPERATIVA PROGRAM
2014-2020

Eurcpeiska unionen

Research report, 87476

Identification and characterization of water mold, Saprolegnia

parasitica, isolated from fish farms in Finland

Christine Engblom, Lotta Landor, Conny Sjoqvist and Tom Wiklund
Laboratory of Aquatic Pathobiology, Abo Akademi University, Turku

Background

Saprolegnia is a genus of water moulds, commonly found in fresh water. Current taxonomy
puts Saprolegnia as a genus of the heterokonts in the order Saprolegniales, class Oomycota.
Oomycetes are mycelium-forming organisms that resemble fungi, but are more closely related to

brown algae and diatoms (Baldauf et al., 2000).

Some species of the genus Saprolegnia are pathogens and cause infections of the skin and gills of
fish, forming characteristic white or grey fibrous mesh. The infection usually starts on the head or
on the fins and then spreads through branches in circles or curvilinear patterns throughout the
body. The infection kills epithelial cells and destroys the skin, which becomes completely wounded
due to the invading Saprolegnia hyphae. Finally, the infection spreads further through its mycelium
deeper into muscle tissue and blood vessels, making the advanced infections difficult to treat. Fish
that are not treated die from haemodilution, dilution of the blood, caused by osmotic collapse due
to large skin losses. The fish simply cannot maintain its salt balance as too much water is
introduced through the sowing surfaces. There is no evidence that Saprolegnia causes poisoning

or other systematic disease. Only mild inflammation of the tissues has been observed.
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Mortality caused by various Saprolegnia species has resulted in significant losses in fish farms in
Finland and globally since the ban of malachite green. Saprolegnia has been involved in mass
mortalities of fish, both in aquaculture and in nature (van den Berg et al., 2013). No effective
compound against Saprolegnia is available for the moment, making the treatment of this disease

problematic.

Traditionally, the identification of Saprolegnia spp has been based on morphology of sexual
stuctures and zoospores (Stueland et al., 2005, Willoughby 1985). In Finland/Sweden, there is
one earlier study were a Saprolegnia sp clone has been characterized with both morphology and

genetic methods (Bangyeekhun et al., 2003).

In our earlier pilot project we examined the presence of different Saprolegnia spp in different
Finnish fish farms and different life stages of the fish, by sequencing the ITS region of Saprolegnia
DNA and comparing the sequences to previously sequenced Saprolegnia species in a commonly

available data base.

The pilot project described which Saprolegnia spp are present in fish of Finnish fish farms and in
different life stages of the fish. The study showed that Saprolegnia parasitica was the main species
infecting 90 % of the adult fish. The main Saprolegnia spp infecting eggs were S. diclina, while the
yolk sac fry samples were too few to draw any conclusions, but there is an indication that the

prevailing infection is by S. parasitica.

In the present study, using the results from the pilot project, that Saprolegnia parasitica is present
in the majority of the farms and water mould disease outbreaks, we focused on to analyze the
heterogeneity of the obtained Saprolegnia parasitica isolates. This was done in order to determine
whether there are potential dominant genetic clones of the species, which cause most of the

disease outbreaks.

This analysis was done using a genetic analysis of several different genes, a so-called Multi Locus

Sequence Typing (MLST) methodology.

The method of MLST is simple; the technique includes PCR amplification of gene fragment
followed by sequencing of the amplified DNA. The differences in DNA sequence between strains

can be measured at a number of genes and strains characterized by their unique allelic profiles.

The results will then be used to develop a method for fast detection of specific strains/clones of S.
parasitica in the aquatic environment, and to be able to establish a possible association between

specific bacterial infections in the skin of fish and infections with Saprolegnia.
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Methods

PCR amplifications

Of the isolates that were designed as Saprolegnia parasitica in the pilot project, 93 were further
analysed with a multilocus sequence typing (MLST) scheme using seven house-keeping genes
(Ravasi et al., 2018). The seven housekeeping genes used in the PCR amplifications were: ALTS1
(alanyl-tRNA synthetase), COX1 (cytochrome c¢ oxidase subunit 1), GLUT (glutaminas), NAD1
(NADH dehydrogenase subunit 1), RPB2 (RNA polymerase Il subunit B), SHMT (serine

hydroxymethyltransferase) and TUBB (beta tubulin). The primer sequences are listed in Table 1.

Each PCR sample (20 ul) contained: 12,4 ul sterile mQ-H20; 4 ul 5X Phusion HF Buffer (Thermo
Scientific, F-; 1 ul of each forward and reverse primers; 0,4 ul dNTP Mix (Thermo Scientific or
Fermentas); 0,2 pl Phusion Hot Start 1| DNA Polymerase (Thermo Scientific); and 1 pl purified
DNA. Amplifications were performed with initial denaturation at 98 °C for 30 s, followed by 34
cycles of 98 ‘C for 10 s, 62 °C for 20 s, 72 °C for 20 s, and a final extension at 72 °C for 5 min. The
PCR products were sent to DNA Sequencing and Genomics Lab, Institute of Biotechnology,
University of Helsinki were the second PCR:s were done with MiSeq techniques. The fragments
were sequenced, and forward and reverse fragments put together. The sequences were then sent
to Abo Akademi University, where they were analyzed and compared with each other using

Multilocus Sequence Typing analysis.

Multi locus sequence typing analysis (MLST)

Nucleotide polymorphic sites were identified within multiple alignments for each locus separately in
the R-environment (Team et al. 2013) using the match-function comparing each row (as nucleotide
sequence) against all other sequences in the data set. Each unique allelic variant of the six genes
studied was assigned a different arbitrary number. Subsequently, diploid sequence types (DST)
were assigned to each unique combination of alleles (Table 2). Samples with missing sequences
for one or several of the genes studied were discarded from the analysis. In total 74 of 93 samples
were included in downstream analysis. The DST-data was used as input for creating a minimum

spanning tree using the full eBURST analysis in Phyloviz v. 2.0 (Francisco et al. 2012) predicting

the most parsimonious patterns of descent of all isolates in each clonal complex (Feil et al. 2004).

All isolates included in a ST were identical at the six studied loci. Isolates assigned to STs with a

link were single locus variants (SLVs) while unlinked isolates differ at >1 locus.
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Results

Initially partly sequences of seven house keeping genes of S. parasitica were included in the study.
Unfortunately, on of these genes (ALTS1) had to be excluded from the analysis, due to the
presence of one intron in the forward sequence and two introns in the revers sequence. As a
consequence of this, a sequence of 100 bp were missing, and the forward and reverse sequences

could not be alighed and this gene was therefore excluded.

A grand total of 93 Saprolegnia parasitica isolates was initially included in the study. Of these, 74
Saprolegnia isolates were included in the final MLST analysis (Table 2) producing four main
sequence types (ST1-ST4, n=42) and 32 unique (differ in at least one gene out of the six) STs that
were observed only once in this study. The minimum spanning tree visualizes the genetic
relatedness between samples and host species (Fig. 1) and their geographic location (Fig. 2). In
general, most isolates were included (n=62) in the main clonal complex, suggesting they are
closely related. From the 19 isolates that were not included in the analysis, at least one of the gene

sequence were missing.

Most of the investigated fish from the Finnish fish farms were infected with Saprolegnia parasitica,

belonging to the same genetical clone. This clone can be divided into four subclones.

The results also show that fish from the same sample, -place and -time can be infected with

different subclones or gene variants of Saprolegnia parasitica (Fig. 1 and 2).

From the results (Fig. 1) a small tendency to host specificity can be seen, but the number of
isolates are too small for any significant conclusions. Of all lake trout examined 40% were infected
with S. parasitica belonging to ST3; of all whitefish 41% were infected with ST2; of all salmon 50%
were infected with ST2; the two landlocked salmon were infected with ST2; of all rainbow trout

36% were infected with ST1 and all three sea trout where infected with unique genotypes.

Of the three wild fish, S. parasitica isolated from lake trout (Al in Fig. 2) belong to ST3 and S.
parasitica isolated from the two salmon (A2 in Figure 2) had both unique STs (ST 35 and 36).
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. - Lake trout (13.5%)
- whitefish (29.7%)
|:, Salmon (17.6%)
- I(_;‘r%ce!!;)cked salmon
- Rainbow trout (29.7%)
. Sea trout (4.1%)
- Fry (2.7%)

@

Figure 1. Sequence types (1-36) of S. parasitica isolates from different fish farms colored by fish
species from which they were isolated. The size of each node represents the number of samples
included in the ST. The proportion (%) of samples from different fish species is given within

parenthesis.
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IS (50.0%)
PS (40.5%)
LS (4.1%)
ES (1.4%)
A1 (1.4%)

A2 (2.7%)

()

Figure 2. Sequence types of S. parasitica samples from different fish farms colored by
geographical location. IS = Eastern Finland, PS = Northern Finland, LS = Western Finland, ES =
Southern Finland, A1 and A2 = wild fish samples. The size of each node represents the number of

samples included in the ST.

Discussion

The current project and the pilot project describe which Saprolegnia spp are currently present in
Finnish fish farms. The previous pilot project showed that a clear majority (90%) of the Saprolegnia
species infecting the adult fish was Saprolegnia parasitica. The main Saprolegnia spp. infecting
eggs was S. diclina. This is in accordance with earlier studies in Norway and Chile (Sandoval-
Sierra et al., 2014, Thoen et al., 2015).

The aim of the current project was to evaluate the presence of different genotypes of S. parasitica
and their distribution among different farmed fish species and different regions in Finland using a
MLST scheme. The MLST scheme identified one large clonal complex containing the main part of
the examined S. parasitica isolates. This clonal complex can be divided into 4 main genotypes
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(sub-clones). In addition, a small clonal complex containing S. parasitica isolates obtained from fry,
and nine singletons (isolates not related to any other isolate) were observed. In all, four different
main genotypes (ST1-4) and additionally 32 unique genotypes (ST5-36) that differed in one or
several of the housekeeping genes (isolates from fry diverged in five of the six genes) were
obtained. All main genotypes (ST1-4) infected all fish species in this study. However, the results
show some indication that fish of a specific species is infected mainly by a specific S. parasitica
subclone. All subclones were found in eastern and northern Finland. But the number of samples
from western and south Finland were rather low to make any firm conclusions. A certain diversity in
the S. parasitica populations could be concluded, however large differences were not observed in
the S. parasitica strains obtained from farmed adult fish in Finland. This could suggest that one
specific S. parasitica clone is present among Finnish fish farms causing disease problems, and
that this clone has been transferred between farms, suggestingly together with fish transports.

It can be concluded that S. parasitica is involved also in the disease process causing mortality in
the wild fish from Kallavesi and Torne River. The S. parasitica strain isolated from lake trout from
Kallavesi belonged to ST3 and those strains from the two Atlantic salmons from Torne River had
unique STs, differing from the main clonal complex associated with infections in farmed salmonids
in Finland only in two out of six genes. It cannot be excluded that the examined isolates can also
infect farmed fish, or that these isolates could originate from farmed fish.
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Table 1

lllumina TruSeq overhangs:

Overhang added to the forward primers

5 ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT- specific forward primer

Overhang added to the reverse primers

5 GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT- specific reverse primer

Bakteerien merkitys vesihomeen esiintymisessa ja vesihomeen seka bakteerien PCR-tunnistusmenetelmat

Gene Product Primer 5’ — 3’ Fragment length with
overhangs in PCR
(bp)
ALTS1** | Alanyl-tRNA Fwd CTACTTCCAGCAGCAYGAGCA 634
synthetase Rev GACAAGGTTCCARAGCTCC
COX1* | Cytochrome c oxi- Fwd ACCTGGAAATCAAATTTTTATGGG | 626
dase subunit 1 Rev ATCACCTCCACCTGAAGGATCA
GLUT* | Glutaminase Fwd GGAGCGGCAGTCCATCAATC 619
Rev CGTCGACGGTGCACATGGAG
NAD1* NADH dehydro- Fwd CCTAATGTTGTAGGTACTTTTGG 610
genase subunit 1 Rev GAAACTAATTCAGCTTCAGCTT
RPB2** | RNA polymerase Il Fwd TCCAAAAGTGCGTCGACGC 590
subunit B Rev CGACACTTCGGCGTCAATGT
SHMT** | Serine hydroxy- Fwd CAAGCCGCTCAAGGAGAC 563
methyltranferase Rev CGTGTCRTAGTCGATCAAGC
TUBB** | Beta tubulin Fwd CCAGCTCGTCGAAAACGC 517

Rev CTTGAACATCTCCTGGATCG

* Ravasi et al., 2018

**modified from Ravasi et al., 2018
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Table 2

Sample
P13-5
P10-2
P10-3
VH15
VH4
VH78
VH79
VH62
P4-6
P17-7
P11-6
P4-1
OBAK1080
VH10
VH39
P17-3
P23-10
P23-2
P23-5
P23-6
P23-7
P2-7A
VH82
VH83
VH87
P16-1B
P24-1
P24-3
P24-8
P24-9
VH28
P12-8
VH45
P13-3
P10-7
VH46
P4-5
P17-2A
P23-4
VH86
P24-10
P24-6
VH70
VH71

ST

AU b~ B PP D WWWWWWWNNNNNNNNNDNMNDNMNNMNNNNNNNNERPRRRRRPRRRRRRPR

2

B AR RPRRPRPRERERNNNNNNNRRRRPRRRRRRRRPERRRRRRERNNNNNNNNNNN

1

O U R R R R RRRRRRRPRRRRRRRRRPRRBRRRRPBRRRPRRBRRRBRRRRRBRRRR

COX1 GLUT NAD

W WR RRPRRRRRRPRRRARRRRBRRRRRRRPERRABRRRRRRRRRBRRRRRARRRRRAERERRRR R

RPB2

1

VU R R R R RRRRRRRPRRRBRRRRPRRRRPRRBRRRRBRRRRRRRRBRRRPRRRRR R

2

Ao P PP, PEPEPPEPEPEBEBNNNNNNNNDNNDNNNNNDNNDNNNNNDNNNNNDNNDN

SHMT TUBB

2

N NN NDNNNDNNNNDNNNDNNDNNNDNNMNDNNDNNNDNDNDNDNNDNNDNDNNDNNDNDNDNDN

NN
o O

Host

Lake trout
Rainbow trout
Rainbow trout
Rainbow trout
Rainbow trout
Rainbow trout
Rainbow trout
Rainbow trout
Rainbow trout
Salmon
Whitefish
Whitefish
Landlocked salmon
Landlocked salmon
Rainbow trout
Salmon
Salmon
Salmon
Salmon
Salmon
Salmon
Whitefish
Whitefish
Whitefish
Whitefish
Whitefish
Whitefish
Whitefish
Whitefish
Whitefish
Lake trout
Lake trout
Lake trout
Lake trout
Rainbow trout
Rainbow trout
Whitefish
Salmon
Salmon
Whitefish
Whitefish
Whitefish

Fry

Fry

Area
PS1
IS4
IS4
IS1
IS1
IS5
IS5
IS7
LS2K
PS6
IS4
LS2K
PS2
IS1
IS1
PS6
PS7
PS7
PS7
PS7
PS7
ES1
IS1
IS1
IS1
PS4
PS8
PS8
PS8
PS8
Al
IS12k
IS6
PS1
IS4
IS5
LS2K
PS6
PS7
IS1
PS8
PS8
IS2
IS2
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OBAK1057
OBAK1817
P17-1
P17-6
P12-4
VH12
VH59
VH31
OBAK3255
P24-4
VH80
VH61
VH81
P16-2A
P11-2
P12-1
P12-7
P13-4
P13-6
P10-1
P16-3
P16-8
VH44
VH16
VH63
VH29
VH5
P11-4
VH181
VH182

7

8

9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

DU WNNNNNNNNNNNNNNRRRPRRRERRRPBPRRRRR

P R NDWRRRPRRRPRRRRRPRRRRNRRRRRRBRRRRRERR

A NRRPRRRPRRRPRRRRRRABRRRRRRBRRRRPERRRPERRBRR

PR WR RRPRRRRRRRRRRRRREAENIIDDNRRLRRRERRRRR

A PP ODNDIPENDEDEDEDWNNMNNNNREERENNBENNNNDNNDDEDNERE

Sea trout

Sea trout
Salmon
Salmon

Lake trout
Whitefish
Rainbow trout
Rainbow trout
Sea trout
Whitefish
Rainbow trout
Rainbow trout
Rainbow trout
Whitefish
Whitefish
Lake trout
Lake trout
Lake trout
Lake trout
Rainbow trout
Whitefish
Whitefish
Rainbow trout
Rainbow trout
Rainbow trout
Rainbow trout
Rainbow trout
Whitefish
Salmon
Salmon

PS3
PS4
PS6
PS6
1S12k
IS1
IS7
1S4
PS3
PS8
IS5
IS7
IS5
PS4
1S4
1S12k
1S12k
PS1
PS1
1S4
PS4
PS4
IS5
IS1
IS7
1S4
IS1
1S4
A2
A2

PS = northern Finland, ES = southern Finland, IS = eastern Finland, LS = western Finland

Al = Kallavesi, A2 = Torne River
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Liite 2. Infektiokokeiden mikrobikantojen tiedot

Infektiokokeissa kaytetyt bakteeri- ja vesihomekannat, kalalaji ja elin, josta eristetty, seka taustatietoja
kalaryhmastd, eli kalan yleiset oireet ja sijainti.

Mikrobikanta Kalalaji Elin Oireet Sijainti

lodobacter Tyyppikanta | Ei Ei sovellettavissa Ei sovellettavissa
fluviatilis DSM sovellettavissa

3764

I. limnosediminis Jarvitaimen lho Vesihome ja ihovaurioita | Janisjoen vesistbalue
6875/13!

I. limnosediminis Jarvitaimen Kidus Vesihome ja ihovaurioita | Kymijoen vesistéalue
2726/06

I. limnosediminis Jarvitaimen lho Vesihome ja ihovaurioita | Vuoksen vesistoalue
6114/16*

I. limnosediminis Jarvitaimen lho Vesihome ja ihovaurioita | Kymijoen vesistdalue
8157/041

F. psychrophilum Kirjolohi lhovaurio lhovaurioita Suomenlahti

FI090?

F. psychrophilum Kirjolohi Munuainen Ei tiedossa Suomenlahti

FI0593

S. parasitica VH28 | Jarvitaimen lho Vesihome ja ihovaurioita | Vuoksen vesistoalue
S. parasitica VH45 Jarvitaimen Pyrsto Vesihome Kymijoen vesistdalue
S. parasitica VH123 | Jarvitaimen Pyrstd Vesihome Kemijoen vesistoalue
S. parasitica VH16 Kirjolohi Pyrsto Vesihome ja ihovaurioita | Kymijoen vesistdalue

5]
2https://pubmlst.org/bigsdb?page=info&db=pubmlst_fpsychrophilum_isolates&id=797
3https://pubmlst.org/bigsdb?page=info&db=pubmist_fpsychrophilum_isolates&id=512
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Liite 3. PCR-menetelmien alukkeet ja koettimet

Hankkeessa suunnitellut ja/tai validoidut alukkeet ja koettimet PCR-menetelmiin bakteerien ja S. parasitica
vesihomeen tunnistamiseksi

Tunnistettava organismi

Monistettava

Alukkeet sekvenssi 5’->3’

Koetin sekvenssi 5’->3’

geeni
Saprolegnia parasitica 18S TCGAAAGTCTTGTGTGGCGG VIC-
CACAGCACTCAAAGAGAGA
GCAA-MGB
CCTTGTACTTTGACAACAGACTCGCA
lodobacter 16S TGTTGGGGGATTCGTCCCTTA Cy5-
limnosediminis AAGGGTTCTTGACATGTCA
AGGCTAGGTA-BHQ-3
GCGGCACCCCTCTATCTCTA
*F. psychrophilum rpoC GAAGATGGAGAAGGTAATTTAGTTGA | FAM-
TATT AAACGGGTATTCTTCTTGCT
ACA -MGB
CAAATAACATCTCCTTTTTCTACAACTT
GA
F. columnare cslA AGTCCAGGTCCTATAACAGCA FAM-
CAAAAGATATGCGAAATGT
GGA-MGB

*[10]

TCCTTCTTTACCAGCTACGTCT

24 (30)



Bakteerien merkitys vesihomeen esiintymisessa ja vesihomeen seka bakteerien PCR-tunnistusmenetelmat

Liite 4. PCR-menetelmien spesifisyys

Vesihomeen ja bakteerien tunnistamiseen kehitettyjen PCR-menetelmien spesifisyys testattuna useiden

mikrobien puhdaskannoilla

Mikrobikanta Eristetty S. parasitica F. F. l.
PCR psychrophilum | columnare | limnosediminis
PCR PCR PCR
Aphanomyces astaci Da Referenssi kanta -
A. astaci Si Referenssi kanta -
Leptolegnia sp. VH53 Kirjolohi mati -
Saprolegnia sp. VH27 Jarvilohi -
ruskuaispussipoikanen
S. diclina VH54 Kirjolohi mati -
S. diclina VH48 Kirjolohi mati -
S. torulosa VH40 Kirjolohi -
S. australis VH139 Kirjolohi -
S. ferax VH67 Kirjolohi (+)
ruskuaispussipoikanen
S. parasitica VH28 Jarvitaimen + -
S. parasitica VH30 Kirjolohi +
S. parasitica VH120 Siika +
S. parasitica VH10 Jarvilohi +
S. parasitica VH60 Kirjolohi +
F. psychrophilum F1056 Kirjolohi + -
F. psychrophilum F1059 Kirjolohi +
F. psychrophilum F1090 Kirjolohi +
F. psychrophilum 04/1999 Meritaimen +
F. columnare Kirjolohi - -
KBAK7498/19
F. columnare Kirjolohi -
KBAK7786/19
F. branchiophilum ATCC Tyyppikanta -
35035
F. aquatile NCIMB 8694 Tyyppikanta -
I. imnosedimnis 6114 Jarvitaimen - +
Flavobacterium sp. Meritaimen -
KBAK3445
Flavobacterium sp. Meritaimen -
KBAK3444
F. psychrophilum Kirjolohi +
KBAK3439
F. psychrophilum Kirjolohi +
KBAK3795
Flavobacterium sp. 3/9 ¢ Jarvitaimen -
L.limnosediminis 6875/13 Jarvitaimen +
1. fluviatilis DSM3764 Tyyppikanta -
F. columnare B185 Allasvesi +
F. columnare FCO-F3 Jarvitaimen +
F. columnare FCO-F11 Kirjolohi +
F. columnare FCO-F19 Kirjolohi +
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F. columnare FCO-F42 Jarvitaimen +

Flavobacterium sp. B114 Kevojoki -
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Liite 5. lodobacter limnosediminis PCR-menetelman spesifisyys vesindytteissa

lodobacter limnosediminis positiiviset ja negatiiviset tulokset kala-altaiden vedestda mikrobiologisella
elatusaineviljelylla (viljely) ja konventionaalisella PCR:Ild (PCR) tunnistettuna. Altistuksella tarkoitetaan
altaan veteen lisattya mikrobikantaa. Kontrolli = altaaseen ei lisdatty mikrobikantaa.

Altistus Viljely PCR

Kontrolli - R

lodobacter fluviatilis - -

1. limnosediminis 6875/13 + +
I. limnosediminis 2726/06 + +
1. imnosediminis 6114/16 + +
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Liite 6. S. parasitica PCR-menetelman sensitiivisyys ja spesifisyys vesinaytteissa

Saprolegnia parasitica vesihomeen tunnistaminen infektiokokeen D kala-altaiden vedesta neljalla eri
tunnistusmenetelmalla: elatusaineviljelyt agarilla ja kuoppalevylld, sekd hampunsiemenella ja PCR:1la [9].
Altistus tarkoittaa kaloihin injektoitua tai altaiden veteen lisattyda mikrobikantaa. Kontrolli = kalaan tai
veteen ei lisatty mikrobikantaa. Sham injektio = kalaan injektoitiin steriilia liuosta ilman mikrobikantaa.
Jokainen altistus ja ndaytteiden otto tehtiin kahdessa rinnakkaisessa kala-altaassa.

Altistus Paiva Agar Kuoppalevy Hampunsiemen PCR
1. Kontrolli 0 - - - -
2 - - - -
6 - - - -
14 - - - -
2. I. imnosediminis 0 - - - -
8157/04 2 - - - -
6 - - - -
14 - - - -
3. S. parasitica VH28 | 0 + + - +
2 - + - +
6 - - - +
14 - - - +
4. I. limnosediminis 0 + + - +
8157/04 +S. 2 - - - +
parasitica VH28 6 - - - +
14 - + - +/-
5. Sham injektio+S. | 0 + + - +
parasitica VH28 2 + + - +
6 - - - +
14 + - - +
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Liite 7. Kalanviljelylaitosten vesindytteet

Kalanviljelylaitosten ndytteenottojen tiedot altaiden veden lampétilasta, kalalajista, kerattyjen ndytteiden
maarasta, kalatiheydesta ja silmdamaarainen arvio (%) vesihomeisten kalojen osuudesta koko altaan

kalamaarasta. (E.T=ei tutkittu) [9].

Kalan Pvm Veden Kalalaji Kalojen Kalanadytteet + | Allas | Kalatiheys | Vesihomeisten
viljely lampétila ika Vesindytteet kg/m?3 kalojen arvioitu
laitos (°C) (vuotta) kpl/allas osuus altaassa
1 6.5.2020 5,8 jarvilohi 2 5+1 la 6 50 %
1b ET 20 %
1c 0,5 0%
2 18.5.2020 16,3 kirjolohi 0 5+1 2a 32 0%
2b 36 0%
2c 18 0%
3 25.5.2020 12,7 taimen 1 5+1 3a 4,4 0%
3b 1,2 0%
3c 7,4 0%
4 27.5.2020 14 merilohi 1 5+1 4a 4,3 10 %
4b 51 80 %
4c 0,5 0%
Kallavesi 1.6.2020 15,8 ei sovelleta 0+1 Ei sovelleta
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