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Sundhed

MORFOLOGISK 0G MOLEKYLZR
KARAKTERISERING AF EN
EIMERIA-ART FRA DANSKE MINK

Af Heidi Huus Petersen, Mariann Chriel & Mette Sif Hansen, Sektion for Diagnostik og Radgivning, Veterinesrinstituttet,
panmarks Tekniske Universitet, Kemitorvet, 2800 Kgs. Lyngby, Danmark. Rongchang Yang & Una M. Ryan, School of Veterinary
and Life Sciences, Murdoch University, Murdoch, Western Australia, 6150, Australia

Sammendrag

| perioden april til oktober 2016, blev faeces fra mink
(Neovison vison) pa 30 danske minkgarde undersggt med
henblik pa at fastleegge forekomsten og arterne af Eime-
ria hos danske mink [Neovison vison). P basis af morfolo-
gisk undersggelse af sporulerede oocyster, blev cocyster
som lignede tidligere beskrevet art, kaldet E. vison iden-
tificeret. Den fundne art var deg en smule mindre end E.
vison. Efterfelgende blev oocysterne forsegt identificeret
molekylart og sammenlignet med sekvenser | Genbank.
Desvaerre var der ikke tilgeengelige mink sekvenser |
GenBank, og den nyligt fundne Eimeria art kaldes derfor
for Eimeria vison-like. | alt fandtes 2,6% [108/4.141] af de
undersgte faecespraver positive for E. vison-like oocyster
ved mikroskopi, svarende til at 23,9% (78 mink) af min-
kene udskilte E. vison-like oocyster mindst én gang i un-
dersggelsesperioden.

Petersen, H. H., Yang, R., Chriel, M., Hansen, M.S., Ryan,
U.M., 2018

Morfologisk og molekylaer karakterisering af en Eimeria-
art i danske mink. Faglig &rsberetning 2017, 99-101. Ko-
penhagen Forskning, Agro Food Park 13, DK-8200, Aar-
hus N, Danmark

Abstract

A survey was conducted on 30 Danish mink farms to de-
termine the prevalence and species of Eimeria in Danish
farmed mink (Neovison vison) from April to October 2016.
Morphalogical analysis of sporulated oocysts revealed
that they resemble the species Eimeria vison. However,
the newly identified specie is a bit smaller than E. vison.
Afterwards, the new oocyst where molecularly analysed,
and compared with sequences available in Genbank. Un-
fortunately, mink-derived sequences were not available
from GenBank and the novel identified species is named E.
vison-like. A total of 2.6% mink samples [108/4,141] were
positive for E. vison-like oocysts by microscapy, equalling
78 (23.9%) mink excreting oocysts at least once during the
study period.

Petersen, H. H., Yang, R., Chriel, M., Hansen, M.S., Ryan,
U.M., 2018

Morphological and molecular characterization of an
Eimeria-species isolates from Danish mink. Faglig ars-

beretning Annual report 2017, 99-101. Kopenhagen Re-
search, Agro Food Park 15, DK-8200, Aarhus N, Denmark

Keywords: Mink; Neovison vison; Eimeria 185 rRNA; Mor-
fologi; Genetisk karakterisering; Cytochrome c oxidase
subunit | [COI) gen; Fylogoni

Indledning

Eimeria (Coccidia: Eimeriidae) er en encellet parasit som
overfores mellem dyr via fezkal-oral ruten. Infektion kan
medfgre tarmlidelsen coccidiose, bade hos mink samt
mange andre dyrearter (Tenter et al. 2002). Kliniske tegn
pa coccidiose hos marfamilien (Mustelidae) omfatter diar-
ré, dehydrering, svaghed, slpvhed og veegttab. Endvidere
er hgj sygelighed og dedelighed rapportereti forbindelse
med coccidiose (Sledge et al. 2011). Dog er information
om konsekvensen af Eimeria-infektioner i farmede mink
mangelfuld, selvom forekomsten pa danske minkgarde er
forholdsvis hgj [Petersen et al. Ikke offentliggjort].

Hos marfamilien er 146 Eimeria-arter identificeret og re-
gistreret i coccidian-databasen (Duszynski et al. 2000,
hvoraf fire arter er isoleret fra mink; E. furonis (Hoare
1927), E. hiepei (Grafner et al. 1967], E. mustelae [Kingscote
1934) og E. vison (McTaggart 1960; Hindsbo et al. 1995). Ei-
meria furonis [Abe et al. 2008) er som den eneste til dato
blevet molekyleert karakteriseret fra bade ilder og mink,
mens de resterende tre Eimeria-arter kun er identificeret
baseret pa oocyst [det infektive stadie, udskilt med fecesl
morfologi. | den foreliggende undersagelse rapporterer
vi den morfologiske og molekylaere karakterisering af en
Eimeria art fundet i danske mink.

Materialer og metode

Proveudtagning og undersggelse

Forekomsten og karakteriseringen af coccidie-oocyster
i danske mink, blev undersggt p4 30 danske minkgarde
hver 7.-30. dag fra april til oktober 2016. Fra hver gard
blev der indsamlet praver fra de samme 5 tilfaeldigt ud-
valgte hunner og en pool fra hvalpe fra hver hun [n =335
mink), i alt 4.141 faecespraver. De 30 gérde blev udvalgt ud
fra hvor de modtog minkfoder fra: 10 garde fra Sydjylland
(g&rd A-J), 10 fra Sjeelland [gard K-Tl og 10 fra Vestjylland
(gard U-AB). Alle feecespraver blev scoret efter konsi-
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stens [1: hard; 2: blgd og fugtig, fast form; 3: blad og fug-
tig, med tekstur uden fast form; 4: blgd med tekstur uden
fast stof 5: vandig, uden tekstur) efter Hansen et al. (2016).
Alle prover blev herefter undersagt for tilstedevarelsen
og mangden af u-sporulerede oocyster ved modificeret
McMaster-teknik [Roepstorff og Nansen, 1998). Tre pra-
ver med hgj oocyst-udskillelse blev benyttet til moleky-
lzer- og morfologisk karakterisering af oocysterne,

Morfologisk karakterisering

Feeces blev anbragt i 2% (w/v] kaliumdichromatoplgsning
[K,Cr,0,] og opbevaret ved stuetemperatur i merke for
at fremprovokere sporulering af oocysterne. Oocysterne
blev undersggt for sporulering hver 2. dag. De sporule-
rede oocyster blev identificeret med et Leica DMR lysmi-
kroskop, og billeder blevtaget ved anvendelse af differen-
tial-interferenskontrast (DIC) -mikroskopi med et 100 x
immersion.

Molekylaer karakterisering af Eimeria
oocysterne

DNA blev ekstraheret fra oocysterne via Power Soij| DN
Kit (Mo Bio Laboratories, Carlsbad, Californien) 0g et
partielt 18S fragment og cytokrom c-oxidase subunit |
(COI) gensekvenser blev genereret (Yang et al. 201¢). Alle
PCR-produkter blev sekventeret 0g sammenlignet meq
sekvenser i Genbank.

Resultater

Preaevalens og morfologisk analyse

De fundne oocyster sporulerede pé 5-6 dage og kun en
morfotype af de sporulerede oocyster blev identificeret
De sporulerede oocyster var ellipseformet med en glatog
tyk to-lags aocystvaeg pd 1,4 pm (1,3-1,6 um). Oocysterne
malte 21,0 x 13,8 um (19,9-22,9 Hm x 13,0-14,4 pm) meq
etlngde/bredde [L/W) p& 1,5. Oocyst-mikropyle og resi-
duum var fravaerende, mens poleere granula var til stede
Oocysterne indeholdt to ovoide sporocyster, der malte 8,3
® 6,4 um (6,6-9,9 um x 5,5-6,9 um) med et sporocyst L/W-
forhold p& 1,3 (1,0-1,6). Hver sporocyst indeholdt 2 sporo-
zoitter (Figur 1).

FIGUR 1 NOMARSKI INTERFERENS-KONTRAST FOTOMIKROGRAFI AF EIMEIA VISON-LIKE DOCYSTER.
SKALA: 20 MM

Sporocyst residuum var til stede, sammensat af talrige
granulerien ovoid masse. Morfologisk ligner denne iden-
tificerede Eimeria isolat den tidligere beskrevne £. vison
[Levine, 1948), som oprindeligt blev identificeret fra far-
mede mink (Neovison vison),

Fra 185 rRNA locus blev en sekvens pa 1,221 bp isoleret
0g sammenlignet med sekvenser i Genbank. Fra CO| blev
en sekvens pa 718 bp isoleres og ligeledes sammentlig-
net med sekevenser i Genbank. Desvaerre var der ingen
sekvenser fra hverken 185 eller CQJ locus fra E. vison i
Genbankti[sammenligning.

Afde 4,141 undersggte feecespraver var 108 positive (2.6%,
2.1-3.1% 95 Ci) for £, vison-lignende oocyster. Ud af de 335
undersagte mink, havde 78 (23,9%) mink mindst én posi-
tive prave, Der var ingen forskel i antal positive hunner
0g hvalpe (Hvalpe = 26,8%, hunner = 21,4%). Antallet af E,
vision-lignende positive prever per gard varierede fra 0 til
11.6% positive praver [tabel 1). P& de Sjallandske garde
var (gard K-T) praevalensen af £ vison-lignende positive
prever (5,68%) signifikant (p <0,0007) hgjere end pa garde
beliggende i Sydjylland (1,75%) (gérd A-J) og Vestjylland
(0,46%) (g&rd U-AB), hvorimod preevalensen af E. vison-
lignende positive praver pa garde fra Vest- og Sydjylland
[p=0.111) var sammenlignelige.

Diskussion og konklusion

Dette er den farste rapport om den morfologiske og mo-
lekylere karzkterisering af en Eimeria-art | opdrattede
danske mink (Neovision vison). Den Eimeria art vi karakte-
riserer i denne undersggelse minder om E. vison [Levine,
1948), dog er den lidt mindre end den tidligere beskrevet
E. vison (Levine, 1948]. Da E. vison ikke or blevet molekylar
karakteriseret kan vi ikke sammenligne isolaterne fundet
i 2016 fra dansk mink med tidligere beskrevet £, vison,
Dog er de tre andre tidligere beskrevne Eimeria arter fra
mink, morfologisk forskellige fra E. vison-lignende og kan
derfor udelukkes. Eimeria arten fundet j dette studie vil
fremadretter blive kaldt for £, vison-like.

I denne undersegelse blev E. vison-like oocyster pavist |
2,6% |varierede fra 0,0-11,6%) af 4.141 feecesprever ind-
samlet fra i alt 335 mink p§ 30 danske minkgarde. Prae-
valensen var ikke sammenfaldende med minkens alder
[voksen vs hvalp), hvorimod gérdens placering har be-
tydning for praevalensen: Mink pa de Sjellandske garde
havde signifikant [p <0,0001) hegjere praevalens end mink
pa garde i Jylland, mens g&rde | Syd- og Vestjylland havde
sammenlignelig forekomst [p = 0.111). Kun 3 tidligere
studier har undersggt forekomsten af Eimeria sp. i danske
mink [Hindsbo et al. 1995; Hammer et al. 2004; Chriél et
al. 2013) og umiddelbart er det kun Hindsbo et al. (1995)

der har rapporteret forekomsten [6,4%) af £ vison i dan-
ske mink.
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yderligere karakterisering af Eimeria-arter fra mink er

gdvendig med anvendelse af en kombination af morfolo-
;iske. biologiske og molekylzere teknikker.

Formalet med at kunne identificere de forskellige Eime-
iz arter hos mink er at kende den enkelte a.rts patoge—
n'teten. Hos alle andre dyrearter, har nogle Eumerfa arter
Zlor betydning og medfgrer symptomer som diarré, men;
andre arter kan forekommer i stort antal gden eller mde
f5 symptomer og derfor ikke er behandlmgskreeyen e.
Ved at kunne skelne mellem patogene og Iubetydehge;r—
ter, kan vi vaere med til at nedsastte medicinforbruget hos

mink.
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