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1mm	
  1mm	
   1mm	
  

Newly	
  hatched	
  larva	
  	
  
(6	
  days,	
  0	
  dph)	
  

4	
  cell	
  stage	
  
(4.5hpf)	
  

Late	
  embryo	
  
(104hpf)	
  

Larvae	
  (10	
  dph)	
  
Feed:	
  roNfers	
  @	
  9-­‐11	
  dph	
  

Larvae	
  (20	
  dph)	
  
Feed:	
  transiNon	
  (3-­‐7	
  days)	
  from	
  
roNfers	
  to	
  Artemia	
  @	
  18-­‐22dph	
  

1mm	
  
Juvenile	
  (45	
  dph)	
  

Feed:	
  Artemia	
  and	
  arNficial	
  diet	
  

1mm	
  

Juvenile	
  (50	
  dph)	
  
Feed:	
  arNficial	
  diet	
  

1mm	
  

1mm	
  

• 	
  ‘bloat’	
  condiNon	
  observed	
  from	
  25	
  to	
  30	
  dph	
  

RoNfers	
  

Artemia	
  

ArNficial	
  feed	
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Photo:	
  L	
  Tubbs	
  

Artemia	
  cysts	
  

29	
  dph	
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  feed:	
  Ro+fers	
  

Live	
  feed:	
  Artemia	
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• 	
  100%	
  mortality	
  6	
  days	
  aber	
  iniNal	
  symptoms	
  

• 	
  Symptoms:	
  distended	
  abdomen,	
  inappetence,	
  emaciaNon	
  

1mm	
  

1mm	
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Photo:	
  B.	
  Diggles	
  

•  Bacterial	
  enteriNs	
  

•  Large	
  numbers	
  of	
  bacteria	
  
surround	
  pyknoNc	
  intesNnal	
  
epithelium	
  (arrows)	
  

•  Cellular	
  necrosis	
  

•  Sloughing	
  of	
  epithelial	
  cells	
  into	
  
intesNnal	
  lumen	
  

• 	
  swimbladder	
  filled	
  with	
  bacteria	
  

• 	
  inflammatory	
  host	
  response	
  

• 	
  peritoniNs	
  
•  significant	
  necrosis	
  &	
  systemic	
  bacteremia	
  

Photo:	
  B.	
  Diggles	
  

I	
  B	
  

B	
  –	
  bacteria,	
  I	
  –	
  inflammatory	
  response	
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•  Bacterial	
  isolaNon	
  –	
  marine	
  agar,	
  TCBS	
  
•  Isolate	
  characterisaNon	
  -­‐	
  Gram,	
  catalase,	
  oxidase,	
  haemolysis	
  
•  Isolate	
  idenNficaNon	
  -­‐	
  16S	
  rDNA	
  sequencing,	
  RFLP	
  -­‐	
  HaeIII	
  digest	
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•  Bacterial	
  isolaNon	
  –	
  marine	
  agar,	
  TCBS	
  
•  Isolate	
  characterisaNon	
  -­‐	
  Gram,	
  catalase,	
  oxidase,	
  haemolysis	
  
•  Isolate	
  idenNficaNon	
  -­‐	
  16S	
  rDNA	
  sequencing,	
  RFLP	
  -­‐	
  HaeIII	
  digest	
  

 
 

 
 

 

 
 

Bacillus	
  sp.	
  
Artemia:	
  tank	
  (Art	
  1)	
  (S)	
  
Artemia:	
  culture	
  (Art	
  4)	
  
Groper:	
  gut	
  (Art	
  2)	
  (S)	
  
Groper:	
  gut	
  (Art	
  3)	
  (S)	
  
Artemia:	
  culture	
  (Art	
  6)	
  (S)	
  
Artemia:	
  culture	
  (Art	
  7)	
  
Groper:	
  gill	
  (LA003C)	
  
Artemia:	
  culture	
  (Art	
  5)	
  (S)	
  
Artemia:	
  tank	
  (Art	
  8)	
  
Groper:	
  gill	
  (LA003D)	
  (S)	
  
Groper:	
  gill	
  (LA003A)	
  
Groper:	
  gill	
  (LA003B)	
  (S)	
  

V.	
  ichthyoenteri	
  	
  V.	
  harveyi	
  	
  V.	
  cyclitrophicus	
  

(S)	
  sequenced	
  

,  =	
  2009	
  event	
  bacterial	
  isolates	
  

Muroga	
  et	
  al.	
  1990.	
  Dis.	
  aquat.	
  Org.	
  9:121-­‐125;	
  Kim	
  et	
  al.	
  2004.	
  J.	
  Fish	
  Dis.	
  27:	
  497-­‐505	
  	
  

V.	
  ichthyoenteri	
  on	
  the	
  mucosal	
  surface	
  of	
  a	
  
flounder	
  larva	
  intesNne	
  (from	
  Muroga	
  et	
  al.	
  1990)	
  

•  Clinical	
  symptom:	
  Opaque	
  intesNne	
  =	
  intesNnal	
  necrosis	
  

•  Histology:	
  necrosis	
  and	
  sloughing	
  of	
  the	
  intesNnal	
  mucosa	
  

•  Disease	
  reproduced	
  by	
  oral	
  challenge	
  via	
  live	
  feed	
  	
  
	
  (Muroga	
  et	
  al.	
  1990,	
  Kim	
  et	
  al.	
  2004)	
  



8 

•  innapetance	
  	
  

•  distended	
  abdomen	
  

•  extracellular	
  bacteria	
  in	
  GI	
  
tract	
  

•  hatched	
  Artemia	
  cysts	
  in	
  gut	
  

•  bacterial	
  enteriNs	
  

•  elevated	
  mortality	
  (5	
  days)	
  

•  survivors	
  

•  innapetance,	
  emaciaNon	
  

•  distended	
  abdomen	
  

•  bacterial	
  enteriNs	
  	
  
•  necrosis	
  of	
  the	
  intesNnal	
  epithelium	
  

•  systemic	
  bacteriemia	
  

•  isolated	
  V.	
  ichthyoenteri	
  from	
  larval	
  
gut	
  and	
  gill	
  Nssue	
  

•  V.	
  ichthyoenteri	
  associated	
  with	
  
Artemia	
  

•  100%	
  mortality	
  (~6	
  days)	
  	
  

•  no	
  survivors	
  

• New	
  Zealand	
  groper	
  larvae:	
  	
  
 suscepNble	
  at	
  ~	
  25	
  to	
  30	
  dph	
  
 ‘08	
  and	
  ‘09	
  –	
  bacterial	
  pathogen,	
  Vibrio	
  sp.	
  
 Artemia	
  food	
  source	
  

•  Improvements	
  in	
  live	
  feed	
  producNon:	
  
 Hygiene	
  improvements	
  –	
  equipment	
  cleaning	
  
 Minimise	
  bacterial	
  contaminaEon	
  associated	
  with	
  
live	
  feed	
  	
  
	
   	
  -­‐	
  disinfecNon	
  
 AlternaEve	
  therapies	
  	
  
	
  -­‐	
  probioNcs	
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