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Rapurutto, jokirapua uhkaava raputauti

e Rapuruton aiheuttaja on loisiva levasieni Aphanomyces
astaci

* Elaa vain makean veden rapujen kuoressa
* Sopeutunut yhteiseloon amerikkalaisten rapulajien kanssa

1800 —luvun puolivalissa siirtyi laivaliikenteen mukana
vahingossa Eurooppaan

* Aiheutti puolustuskyvyttomille eurooppalaisille rapulajeille
tappavan taudin

* Levisi nopeasti ja alkoi havittaa suomalaisia
jokirapukantoja 1890-luvulla (jokiraputyypin rutto As)

e Taplarapujen mukana tuotiin uusi ruttotyyppi
(taplaraputyypin rutto Psl)




e Kasvatetaan rapuruttolevasieni
ravusta elatusaineelle ja
tunnistetaan

 Soveltuu parhaiten silloin, kun
ravussa selkeat oireet

e Soveltuu huonosti, kun tartunta
alhaisella tasolla

* Hidas ja vaatii kokemusta



Molekyylibiologiset menetelmat helpottavat
diagnostiikkaa

* Perinteinen PCR tunnistaa rapurutto-organismin DNAn ITS (internal
transcribed spacer)- alueen perusteella (Oidtmann et al. 2004,2006) *

* TagMan koettimenn perustuva semikvantitatiivinen reaaliaikainen PCR M ne"rel Fsll Fe Lr

tunnistaa myos ITS aluetta (Vralstad et al. 2009) *

e Rapuruton kitinaasigeenia monistava PCR (Makkonen et al. 2012,
Hochwimmer et al. 2009)

* Puhdasviljelmasta tehtava tyypitys RAPD-PCR (Randomly amplified
polymorphic DNA)(Huang et al. 1994) *

* Mikrosatelliitti markkerit, jotka tunnistavat puhdasviljelmasta tai suoraan
ravun kuoresta eristetyn DNA:n, joita voidaan kayttaa puhdasviljelmaan tai
suoraan ravunkuoreen (Grandjean et al. 2014) *

* Perinteinen PCR, jossa spesifit alukkeet rapuruton eri tyypeille (Minardi et al.
2018) *

e Rapuruton haplotyyppien tunnistus mitokondriaalista DNA:ta tunnistavilla
alukkeilla (Makkonen et al. 2018)

*kaytossa Ruokavirastossa



Molekyylibiologisten menetelmien etuja

* Viljelymenetelma epaonnistuu helposti, koska rapunaytteissa kasvaa
paljon muitakin sienia, levasienia ja bakteereita, jotka vaikeuttavat
viljelya. PCR menetelmissa ne eivat haittaa

* Viljelyyn verrattuna nopeita

* Eivat vaadi erikoisosaamista

e Eivat vaadi naytteen valiténta kasittelya kuten viljely

* Voidaan kayttaa myds matalan tason tartuntojen havaitsemiseen

e Rapurutto-organismin tunnistaminen luotettavampaa kuin pelkastaan
viljelyyn perustuen

e Voidaan myds maarittaa tartunnan taso (reaaliaikainen PCR)
e Voidaan tunnistaa rapuruton eri tyyppeja




Molekyylibiologisten menetelmien haasteita

e Osa menetelmista niin herkkia, etta naytteen pienikin
kontaminaatio helposti johtaa vaaraan positiiviseen
tulokseen

* Herkempia kuin viljely, eli tuloksen varmistaminen
hankalaa

* Vain pieni osa ravun kuoresta voidaan analysoida:
rapuruttoa on usein vain jossain osassa kuorta

* Viljelyyn verrattuna kallista ja vaatii paremmin
varustellun laboratorion

* Perustuu olemassa olevaan geenitietoon

* Genotyyppien maarittamiseen soveltuvat menetelmat
eivat ole kovin herkkia

* Eri genotyyppien monistumisessa eroja eli herkkyys
vaihtelee

Ct

As 500 pg
Ct 20
Psl 500
pg Ct 17 \
‘ ‘ B
15 oycke 7— 30
Psl 500 fg gs ggo fg
Ct 27 t




Rapuruttotilanne Suomessa

* Ensimmainen tartunta 1890-luvulta As-tyypin rapurutto,
aiheuttaa edelleen akuutteja tautipurkauksia, mutta
myO0s piilevana tartuntana heikoissa jokirapukannoissa

e Suomeen 1960-luvulla tuotu amerikkalainen taplarapu
kantaa luontaisesti Ps1-tyypin rapuruttoa

* Psl-tyyppi aiheuttaa yleensa akuutin taudin jokiravussa

e Diagnostinen tarve on tunnistaa seka akuutit etta
piilevat rapurutot

* Piilevien tartuntojen [6ytaminen erityisen tarkeaa, koska
estavat palautusistutukset

Rapuruton eri tyyppien esiintyminen Eviran (EELAn) diagnoosien
mukaan 1990-2013. Taustavarina jokiravun levinneisyys 2010.

Kartta © Luke: Rapuruton vaikutukset Suomen
raputalouteen. Tutkimuksia ja selvityksia 5/2014



Jokirapujen piilevistd tartunnoista
edelleen vahan tutkimustietoa

Tutkittava rapumaara riippuu
odotettavissa olevasta tautitasosta,
vaihtelee voimakkaasti eri vesistoissa

Tilastollisesti luotettava tutkiminen
otannalla kaytannossa liian kallista!

Prevalences in noble crayfish (real time PCR):
Acute infection: River Lamujoki 2010 14/15 (93%)
Slowly progressing infections:

River Simojoki: 2010 7/52 (13%)
2011 0/9 (0%)

River Kemijoki: 2010 2/55 (4%)
2011/June 3/67 (4%)

2011/August 12/93 (13%)
Chronic infection:
Lake Pyhdjarvi 2011 13/58 (22%)




Loytyyko rapurutto myos vedesta?

* Viime vuosina yleistynyt elididen jaljittaminen analysoimalla ymparistosta
saatuja naytteita, eli ymparisto-DNA (eDNA, environmental DNA)

e Kaytetaan jo paljon mm. kalalajien havaitsemiseen
* Kehitetty myds eri rapulajien tunnistamiseen vesistoista

e Kaytetty myos rapuruttoanalytiikassa, kun kartoitetaan epidemioiden
laajuutta ja leviamista (herkat reaaliaikaiset menetelmat)

 Soveltuisiko myos piileviin rapuruttoihin?



Rapuruttolevasienen elinkierto

NORTH AMERICAN SPECIES
e Rapurutto loytyy joko 4 : | )

ravun kuoresta
rihmastona tai vedesta
lyhytikaisina uimaitioina

* Akuutissa taudissa paljon
rihmastoa ja paljon
vapautuvia itidita, mutta
lyhyen aikaa

e Kantajaravuissa vahan
rihmastoa ja vahan
vapautuvia itioita

* Kuorenvaihdot ja rapujen
lisaantymisaika otollisia
itididen muodostumiselle

(Imitating the illustration by Ifiaki Diéguez-Uribeondo (Souty-Crosset et
al. 2006 “Atlas of crayfish in Europe”), © RKTL)



eDNA: ratkaistavia kysymyks

* Naytteenottoaika

* Naytteenottopaikka,
SYVYYys
e Analysoitava vesimaara

* Kaytettava
suodatusmenetelma

* Kaytettava PCR-
menetelma

Id




Mita tiedetaan odotettavissa olevasta
itiomaarasta? * Jarviymparistossa, jossa
voimakkaasti infektoituneita
taplarapuja, positiivisten (92%)
vesinaytteiden (15l) itiomaara
vaihteli 0,2-11 itiota/|

Taplarapujarvi, jossa lievasti

infektoituneita taplarapuja, alle

viidennes vesinaytteista (100l)

positiivisia, itiomaara 0,05-9

itiota/l

* Taplarapulammikon /. S
vesindytteet (51) 56% Akuutti rapurutto jokiravuissa
positiivisia, taso vaihteli O- pienessa joessa, kaikki

50 itiota/| (Strand et al. vesinaytteet (5l) positiivisia, 20-
2014) 500 itiota/l

* Kokeellisesti 48 tuntia
ennen ravun kuolemaa ja
12 tuntia kuoleman jalkeen
itiomaara 500-2000 itiota/I,
24 tuntia — 48 tuntia
kuolemasta 12000-65000
itiota/l (Makkonen et al.
2013)




o
eDNA, haasteita T ﬂ

 Odotettavissa oleva vahainen kohde-DNA:n maara

* Tarvitaan melko isoja vesimaaria: kaytetty jopa 100 | ultrasuodatuksella
(dead end ultrafiltration DEUF)

* Suhteessa paljon ylimaaraista DNA:ta
* Suomen vesistdjen vedenlaatu: paljon humusta, joka PCR-inhibiittori
* Huonosti tunnetut rapuruton lahisukulaiset vesiymparistossa

e Ajoitus oltava kohdallaan myo6s akuuttien tapausten havaitsemiseen
(https://www.vetinst.no/en/surveillance-programmes/crayfish-plague-
aphanomyces-astaci)



I fg\?
eDNA haasteita: huonosti tunnetut rapuruton T ﬂ
lahisukulaiset vesiymparistossa

* Kaavin Mantyjarvi: useina vuosina
positiivisia PCR-tuloksia
sumppukokeissa, ravuista eristetty
uusi rapuruttoa muistuttava laji
Aphanomyces fennicus

* A. fennicus yleisyys Suomessa
tuntematon, mutta silla on
ymparistolajille tyypillisia
ominaisuuksia

* Toistaiseksi ei ole onnistuttu
estamaan kokonaan monistumista
reaaliaikaisessa PCR-menetelmassa-
geneettisesti hyvin lahella rapuruttoa




eDNA ja rapujen tutkimisen yhdistaminen?

e Rapuruton kantajadiagnostiikkaa * Ruokavirastossa kehitetty eDNA
tehdaan nyt 60 ravusta, jotka diagnostiikka vesihomeelle
seurannassa 1-2 kk (Saprolegnia parasitica), joka

» Niista valitaan makroskooppisten rapuruton sukulainen

ja mikroskooppisten muutosten * Voidaanko rapututkimus korvata
perusteella 10 rapua DNA- analysoimalla rapujen
analyysiin (kohdistettu otanta) sailytysvetta saannollisin

valiajoin?

* Jos vesistosta ei [6ydy
analysoitavia rapuja, vaatii
kuitenkin suuritdista sumputusta
ennen laboratoriotutkimusta
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