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Sammendrag

Pasteurellose fordrsaket av ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ er en sykdom som gir store
velferdsproblemer hos laks i Norge. Siden 2018 har sykdommen etablert seg som en pidgaende

epidemi pé vest-kysten av Norge.

Det er kunnskapshull knyttet til smittespredning av sykdommen. Denne oppgaven tar for seg &
dekke noen av disse kunnskapshullene ved & studere miljooverlevelsen til ‘Pasteurella
atlantica gv. salmonicida’ ved ulike temperaturer i mikrokosmer. I denne studien ble det funnet
at bakterien ikke er dyrkbar i lang tid nar den inkuberes 1 naturlig sjevann. Videre er det vist at
dyrkbarheten til bakterien pavirkes av temperatur, der overlevelse muligens er noe lenger ved
lavere vanntemperatur. Den korte dyrkbarheten til bakterien indikerer at det vannbarne
smittepotensialet til bakterien trolig er relativt kort, uansett vanntemperatur. Til tross for den
korte tiden hvor bakterien var dyrkbar, var dens genetiske materiale detekterbart gjennom hele

forseksperioden.

‘Pasteurella atlantica’ bakteriene er saktevoksende, og i diagnostikken kan deres vekst ofte
kamufleres av mer hurtigvoksende bakterier fra miljoprover, eller ved direkteutstryk i felt. P4
bakgrunn av dette ble det gjort sensitivitetsundersekelser for en rekke forskjellige antibiotika,
med formal om & utvikle en selektiv agar. Fra dette arbeidet ble utvalgte antibiotikum testet pa
ulike stammeisolater av ‘Pasteurella atlantica gv. cyclopteri’ og ‘Pasteurella atlantica gv.
salmonicida’ for & kartlegge eventuelle intra-taksonomiske sensitivitetsvariasjoner. Dette ble
gjort for at det selektive vekstmediumet skulle ha en mest mulig bredtvirkende effekt. Det ble

funnet at clindamycin og neomycin var sarlig aktuelle preparater for videre arbeid.
Til slutt ble det gjort innledende studier av evnen ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ har

til & danne biofilm i kunstig og autoklavert sjovann. I forseket ble det funnet indikasjoner pa at

bakterien ikke er sterkt biofilmdannende. Det lyktes ikke & pdvise biofilmdannelse i forseket.
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1 Introduksjon

1.1 Bakteriesykdommer 1 norsk akvakultur
Den norske akvakulturindustrien hadde sin spede begynnelse pa slutten av 60-tallet. Siden den
gang har industrien hatt en enorm vekst, og har blitt en av Norges viktigste eksportindustrier. I
lopet av 2022 ble det slaktet over 1,5 millioner tonn atlantisk laks (Sa/mo salar L.) til en verdi
av over 110 milliarder kroner (Fiskeridirektoratet, 2023; Norsk sjematrad, 2023). Til tross for
rekordheoy eksportverdi, og at neringen generelt betraktes som vellykket, ble det i 2022
registrert en gjennomsnittlig dedelighet pa 17,1 % for laks i sjefasen, noe som tilsvarer over 56
millioner fisk (Oliveira et al, 2023; Fiskeridirektoratet, 2023). Denne hgye dedelighetsraten har
sannsynligvis flere &rsaker. Infeksiose sykdommer, parasitter, handteringer og darlig

vannkvalitet kan alle vaere forbundet med foroket dedelighet og redusert fiskevelferd.

Gjennom historien til norsk akvakultur har det vart flere bakteriesykdommer av endemisk og
epizootisk utbredelse som har fert til store tap i neringen. P& slutten av 70-tallet var
kaldtvannsvibriose forarsaket av Aliivibrio (Vibrio) salmonicida et stort problem for
oppdrettere av atlantisk laks (Egidius et al., 1981). Mot midten av 80-tallet ble Aeromonas
salmonicida subsp. salmonicida importert med infisert laksesmolt fra Skottland og ferte til
hyppig forekomst av klassisk furunkulose hos laksefisk langs norskekysten (Poppe & Bergh,
1999). Videre har Vibrio anguillarum med sykdommen klassisk vibriose gitt store tap i oppdrett
av bade laks, regnbueorret og torsk siden den forst ble beskrevet i Norge 1 1964 (Holt, 1970;
Myhr et al., 1991). Som et virkemiddel i bekjempelsen av bakteriesykdommer var det i 1987 et
antibiotika forbruk pa ca. 48 000 kilo aktivt virkestoff til tross for at den totale produksjonen
var en brekdel sammenlignet med hva den er i dag (Grave et al., 1990). Antibiotikaforbruket
ble redusert fra slutten av 80-tallet etter introduksjonen av oljebaserte stikkvaksiner med
inaktiverte bakterier til et forbruk pd om lag 400 kilo aktivt virkestoff i 2022
(Folkehelseinstituttet, 2023; Poppe & Bergh, 1999). Den vellykkede introduksjonen av
vaksiner ansees a ha vart avgjerende for at akvakulturnaringen har kunne vokse til hva den er
i dag (Brudeseth et al., 2013). Det har de senere arene ogsa kommet strengere reguleringer for
a bekjempe og forebygge spredning av sykdommer. 1 dyrehelseforskriften (2022, §§ 6-15)
fremkommer en rekke tiltak som oppdretter palegges ved mistanke eller pavisning av listeforte
sykdommer. Til tross for utstrakt bruk av vaksiner og strengere reguleringer er imidlertid

bakteriesykdommer fortsatt et vesentlig problem i norsk akvakultur. I den éarlige



sperreundersokelsen av fiskehelsepersonell 1 forbindelse med utgivelse av Fiskehelserapporten
for 2022, var infeksjoner med Moritella viscosa, Tenicabaculum spp., Pasteurella sp., og
Yersinia ruckeri (yersinose) funnet 4 vere de bakteriesykdommene som forarsaket mest
helseproblemer for laks i1 sjofasen (Sommerset et al, 2023). De mest fremtredende
helseproblemene for laks i matfiskanlegg ble oppgitt & vaere gjellesykdommer, mekaniske
skader knyttet til avlusning, infeksjoner med Moritella viscosa og kardiomyopatisyndrom

(CMS) (Sommerset et al, 2023).

1.2 ‘Pasteurellose’ hos fisk
Pasteurellose ble for forste gang beskrevet hos fisk fra estkysten av USA, etter at deti 1963 ble
observert en halvering av havabbor bestanden i evre del av Chesapeake Bay (Snieszko et al.,
1964). Etter undersgkelser av syk fisk ble det isolert bakterier som ga sterk polar farging
samtidig som bakteriene delte flere fysiologiske karakteristikker som var forenelig med
Pasteurella genuset (Snieszko et al., 1964). Videre studier av bakteriens morfologi og fysiologi
basert pé kriteriene framsatt i Bergeys Manual of Systematic Bacteriology (Microbiology. et
al., 1957) viste tilstrekkelige ulikheter fra andre etablerte arter av Pasteurella til at dette ble
vurdert & veere en ny art (Janssen & Surgalla, 1968). Dermed ble P. piscicida 1 1968 foreslatt
som ny art innenfor Pasteurella genuset (Janssen & Surgalla, 1968). P4 begynnelsen av 70-
tallet forarsaket bakterieinfeksjoner med Pasteurella piscicida store tap 1 havabboroppdrett i
Japan (Yamaoka & Kusuda, 1972) fer den mot slutten av 80-tallet ble beskrevet fra oppdrett av
stripet havabbor (Morone saxatilis) i USA (Hawke et al., 1987). Samtidig var der beskrivelser
av funn av Pasteurella lignende bakterier i Norge og Ungarn pa henholdsvis brunerret (Sa/mo
trutta) og europeisk malle (Silurus glanis) (Farkas & Olah, 1984; Hérstein & Bullock, 1976).
Beskrivelsen fra brunerret ble senere avkreftet da de bakteriene ble identifisert som atypisk
Aeromonas salmonicida (D. Colquhoun, pers. kom., 2023). Pa tidlig 90-tall begynte en i Europa
a se et gkende antall beskrivelser av forekomster med P. piscidida bakterier, som folge av dette
okte interessen for bakterien (Gauthier et al., 1995). Under studier av bakteriens morfologi,
fysiologi og gjennom utvikling av plasmid spesifikke DNA prober basert pa hva en antok var
beslektede bakterier oppstod det etterhvert usikkerhet rundt taksonomien til Pasteurella
piscicida (De Ley et al., 1990; Egusa & Simidu, 1972; Ruimy et al., 1994; Zhao & Aoki, 1992).
Til slutt ble det gjennom analyse av bakteriens rRNA sekvenser avdekket at P. piscicida og
Photobacterium damselae var monofyletiske (Gauthier et al., 1995). Likevel ble det i

tilstrekkelig grad avdekket biokjemiske og morfologiske forskjeller som gjorde at en kunne



skille de to (Gauthier et al., 1995). Derfor ble det foreslitt en navneendring for Pasteurella
piscicida til navnet Photobacterium damselae subsp. piscicida, med plassering 1 genuset
Photobacterium (Gauthier et al., 1995). Pa bakgrunn av dette var tidligere beskrivelser av

sykdom forarsaket av Photobacterium damselae subsp. piscicida som pasteurellose, egentlig

feil.

1.3 ‘Ekte’ pasteurellose hos fisk
Pasteurellaceae familien bestir av en rekke kommensalistiske, opportunistiske og primar
patogene gram-negative bakterier (Ellul et al., 2021). Familien bestod originalt av kun 3
forskjellige genus, men det har senere blitt karakterisert 28 forskjellige genus (Christensen &

Bisgaard, 2018). Blant disse finner en Pasteurella-genuset som har et bredt vertsspekter (Ellul
et al., 2021).

1.3.1 Pasteurellose 1 norsk akvakultur

Den forste beskrivelsen av pasteurellose hos atlantisk laks i Norge kom i 1989 (Valheim et al.,
2000). Pasteurella ga laksen en hemoragisk og nekrotisk granulomates infeksjon av eyet. Pa
bakgrunn av dette ble navnet Varracalbmi (blodeye pé samisk) foreslatt for sykdommen
(Valheim et al., 2000). Videre sa en hud-ulcerasjoner, nekrose og hemoragiske granulomer i de
indre-organer, sa vel som nekrose i pseudobranken (Valheim et al., 2000). Det ble sett at
sykdommen opptradte i vinterhalvaret nar det var kalde temperaturer og dedeligheten begynte
a avta ved varmere vanntemperaturer. Etter 1992 avtok tilfellene med pasteurellose, og det var
kun sporadiske tilfeller av pasteurellose hos atlantisk laks (Legird & Strem, 2020). I 2018
begynte en igjen 4 se en okende forekomst av Pasteurellose, denne gangen pa vestkysten av
Norge (Legird & Strem, 2020). De nye Pasteurella infeksjonene viste ikke samme
sesongavhengighet som en hadde sett i Nord-Norge pa 1990-tallet og opptradte gjennom hele
aret (Legard & Strem, 2020). I tillegg var klinikken annerledes, nd var bylledannelse i hjerte-
og skjelettmuskulatur karakteristiske trekk for sykdommen (Nilsen, 2020). Det forste
bekreftede tilfellet med pasteurellose hos rognkjeks var i Tromse i 1999 (S. Gulla, pers.kom.,
2023).

1.3.2  Pasteurella skyensis
Mot slutten av 1990-tallet ble det rapportert okt dedelighet av laks pd 3 forskjellige
matifskanlegg i Skottland, der fisken viste sykdomstegn og tap av appetitt (Jones & Cox, 1999).



Utstryk fra nyre pé trypticase soya agar med 2% salt og 5% blod ga vekst av sma, runde og gra
kolonier etter inkubering pa 20 °C (Jones & Cox, 1999). Bakteriens biokjemiske og
fysiologiske egenskaper indikerte at den tilherte Pasteurellaceae familien. Videre
undersokelser av bakteriens 16S rRNA gensekvenser viste fylogenetiske likheter med bakterien
Pasteuerella phocoenarum isolert fra nise. P4 bakgrunn av dette ble bakterien ble klassifisert
som en ny art med navn Pasteurella skyensis (Birkbeck et al., 2002).

Klinikk assosiert med Pasteurella skyensis infeksjoner er katarakt, petekkier pa visceralt fettvev
og peritonalhinnen, i tillegg til hvite fokale lesjoner i nyre, milt og hjertet (Jones & Cox, 1999).
Histopatologisk kan en ved P. skyensis infeksjoner se granulomatese multifokale nekroser i
lever, nyre og milt og ved kroniske infeksjoner sees peritonitt og perikarditt (Jones & Cox,
1999). Pasteurella Skyensis var frem til 2020 kun funnet & gi sykdom i Skottland, men ble da
pavist hos laks pd to nzrliggende anlegg pa Vestlandet etter okt dedelighet (Strom, S. B.,
Nilsen, H., 2021).

1.3.3 Reservoar og taksonomisk avklaring for norske Pasteurella spp.

Det har vert usikkerhet knyttet til den taksonomiske plasseringen av de fiskepatogene
Pasteurella og det er behov for & kartlegge dens arter, underarter, vertsspekter og geografisk
opprinnelse (Gulla et al., 2020). Som et ledd i1 dette arbeidet har Veterinarinstituttet
helgenomsekvensert 80 forskjellige isolater av Pasteurella. Resultater fra sekvenseringen viser
at det foreligger tilstrekkelig forskjell mellom den skotske Pasteurella skyensis og de norske
Pasteurella isolatene til at de ma tilhere forskjellige arter. Det er genetiske forskjeller ogsa
mellom isolatene som har gitt sykdom pé atlantisk laks og rognkjeks i Norge fra 2018 av, men
den mindre genetiske avstanden mellom dem tyder pé at de tilherer samme art (Gulla et al.,
2020). Samtidig viser isolatene fra laks pa 90-tallet en storre diversitet. For & bedre rapportering
og diagnostisering av pasteurellose har sykdomsvariantene blitt tildelt forelapige arbeidsnavn.
Den norske Pasteurella varianten, som gir sykdom hos atlantisk laks er tildelt navnet
‘Pasteurella atlantica genomovar salmonicida’. Pasteurella variantene som gir sykdom pa
rognkjeks er gitt navnet ‘Pasteurella atlantica genomovar cyclopteri’ (Gulla et al., 2020).

Det finnes intet kjent reservoar for ‘P. atlantica’ isolatene som forérsaker sykdom hos laks og
rognkjeks. P4 bakgrunn av at P. skyensis ble plassert i Pasteurella genuset som folge av
fylogenetisk likheter til et Pasteurella phocoenarum isolat fra nise, kan det potensielt eksistere
et Pasteurella-reservoar hos varmblodige sjopattedyr (Birkbeck et al., 2002; S. Gulla,
pers.kom., 2023).
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Figur 1.1: Den geografiske utbredelsen til ‘P. atlantica gv. salmonicida’, ‘P. atlantica gv. cyclopteri’ og P.
skyensis. («Fiskepatogene Pasteurella i Norge» av Gulla et al. (2020))

1.3.4  ‘Pasteurella atlantica genomovar cyclopteri’

Bruken av rensefisk som en biologisk avlusningsmetode har gkt det siste tidret. Fra & sette ut
4,8 millioner rensefisk i merd 1 2009, ble det 1 2021 satt ut 45 millioner rensefisk til en verdi av
over 1 milliard kroner (Fiskeridirektoratet, 2022). Rensefisken som brukes i norsk akvakultur
er bade villfanget og oppdrettet. Artene som henfaller under rensefisk begrepet er rognkjeks
(Cyclopterus lumpus) og de forskjellige leppefiskene berggylte (Labrus bergylta), bergnebb
(Ctenolabrus rupestris), grenngylt (Symphodus melops) og gressgylt (Centrolabrus exoletus).
De vanligste bakteriene som er forbundet med sykdom hos rensefisk er atypisk Aderomonas
salmonicida, Vibrio anguillarum lignende bakterier, Vibrio ordalii-lignende bakterier,
Pseudomonas anguilliseptica og ‘Pasteurella atlantica gv. cyclopteri’ (Erkinharju et al.,
2023). I sperreundersegkelsen i forbindelse med utgivelse av fiskehelserapporten for 2022 oppga
6 av de 44 deltakende i undersgkelsen 4 ha observert helseproblemer forbundet med Pasteurella
spp. infeksjoner hos rognkjeks (Sommerset et al, 2023). Infeksjoner med ‘Pasteurella atlantica
gv. cyclopteri’ er ikke meldepliktig, sa det kan vere merketall 1 bade utbredelse og prevalens.

‘P. atlantica gv. cyclopteri’ er funnet hos bade yngel og stamfisk, og sykdomsutbrudd er



rapportert fra bdde rognkjeksoppdrett og rognkjeks som kohabiterer med laks i merd (Alarcon
et al., 2016). Sandlund et al. foretok 1 2021 et smitteforsek for a avklare hvorvidt pasteurellose
kan smitte mellom kohabiterende rognkjeks og laks. I studien ble det ikke observert noe klinikk
assosiert med pasteurellose hos laksen, samtidig som det ble funnet at rognkjeksen derimot var
mottakelig for bdde ‘P. atlantica gv. cyclopteri’ og ‘P. atlantica gv. salmonicida’ (Sandlund et

al., 2021).

1.3.5 ‘Pasteurella atlantica genomovar salmonicida’

I 2018 begynte en pa nytt & se sykdom hos laks som folge av Pasteurella spp.-infeksjoner i
Norge (Gulla et al., 2020; Legard & Strem, 2020). Den nye Pasteurella spp. varianten,
‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’, spredte seg raskt pa vestkysten av Norge, og pavises i
dag fra produksjonsomrade 2 til 5 (PO) (Legard & Strem, 2020; Nilsen et al, 2023). 1 2022 ble
‘P. atlantica gv. salmonicida’ pévist ved 52 lokaliteter i Norge, med hovedvekten av
pavisninger gjort i PO3 (Nilsen et al, 2023). Det kan vare meorketall, ettersom pasteurellose
ikke er en meldepliktig sykdom. Klinikk forbundet med ‘Pasteurella atlantica gv.
salmonicida’- infeksjoner hos laks har vist 4 variere, bade i alvorlighetsgrad, symptomer og i
hvilke vev som blir affisert (Legard & Strem, 2020). Kliniske beskrivelser omfatter
bylledannelse 1 skjelettmuskulatur, pseudobronkier, bledninger og betennelsesreaksjoner i
bukorganer, 1 hjertet og i eyet (Gulla et al., 2020; Legard & Strom, 2020). Ved histopatologiske
undersokelser sees bakterieaggregat med tilstotende abscesser, epikarditt og nekrotiserende

inflammasjon i de affiserte vev (Gulla et al., 2020; Legérd & Strem, 2020).

1.3.6 Dyrkning og fenotypiske egenskaper ‘Pasteurella atlantica’

‘Pasteurella atlantica’ er en gram negativ, ikke-bevegelig og kort stavbakterie (Legard &
Strem, 2020). Bakterien er saktevoksende og gir vekst av smé og grd kolonier pd blodagarskéler
med 2% NaCl (BAS) etter 2 degns inkubasjon ved 22 °C (Alarcon et al., 2016). Videre vokser
den i vekstmediumet Tryptic Soy Broth med 2% NaCl og 10% Fetalt Bovinet Serum (FBS),
(TSBSS) (Ellul et al. 2018). I studie hvor det er gjort arginin dihydrolase, lysin og ornithine
decarboxylase (ALO) testing beskrives det at bakterien var lite reaktiv og den produserte ikke
indol, katalase, gelatinase eller urease (Alarcon et al., 2016). Det finnes vekstkarakteristikker
og biokjemiske forskjeller som gjor at en kan skille ‘P. atlantica gv. salmonicida’ og ‘P.
atlantica gv. cyclopteri’ fra hverandre. Ved mannitolfermenteringstester er ‘P. atlantica gv.

salmonicida’ positiv, mens ‘P. atlantica gv. cyclopteri’ er negativ (H. Nilsen, pers.kom., 2023).



Videre vokser ‘P. atlantica gv. cyclopteri’ en del svakere under anaerobe forhold,

sammenlignet med ‘P. atlantica gv. salmonicida’ (H. Nilsen, pers.kom., 2023).

1.4 Overlevelse 1 miljoet — bruk av mikrokosmer

En mikrokosme er en beholder hvor en lager til et kunstig, lukket og simulert gkosystem
(Beyers, 1964). Bruken av mikrokosmer for & studere miljooverlevelsen til fiskepatogene
bakterier er utbredt (Avendano-Herrera et al., 2006; Duodu & Colquhoun, 2010; Madetoja et
al., 2003; Morgan et al., 1991; Stanley et al., 2002). Mikrokosmer er et godt verktey for &
studere miljooverlevelse ettersom en kan regulere og monitorere miljofaktorer som temperatur,
salinitet, tilgang pé lys, sedimenter, mikroflora og naringsstoffer med formal om & simulere et
naturlig milje (Duodu & Colquhoun, 2010; Lim & Flint, 1989). Hvor lenge en bakterie forblir
dyrkbar i et mikrokosmeforsek ser ut til i stor grad & pavirkes av hvilken type vann som brukes.
Da Avendafio-Herrera et al (2006) undersgkte miljooverlevelse hos Tenacibaculum maritimum
ble det gjort forsek med bade sterilisert og ikke-sterilt sjovann. I ikke-sterilt sjevann ble
bakterien funnet & vere dyrkbar i maksimum 5 dager, til sammenligning var 7. maritimum
fortsatt dyrkbar etter 160 dagers inkubasjon i sterilt sjgvann (Avendafio-Herrera et al., 2006).
Det raske bortfallet av dyrkbare kolonier fra bakterier suspendert i ikke-sterilt vann er ogsé
rapportert fra mikrokosmeforsek utfort pa de fiskepatogene bakteriene Francisella noatunensis
og Aeromonas salmonicida (Duodu & Colquhoun, 2010; Stanley et al., 2002)

Det er flere metoder som brukes for & studere overlevelse i mikrokosmer og det er derfor viktig
a vite begrensningene ved den enkelte metode for & hindre en mistolkning av data (Stanley et
al., 2002). I en studie ble mikrokosmer brukt for & se hvorvidt resultater fra dyrkning (CFU;
kolonidannende enheter), Polymerasekjedereaksjon (PCR) og Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) samsvarte med evnen Aeromonas salmonicida hadde til & forarsake furunkulose
hos atlantisk laks (Stanley et al., 2002). PCR og ELISA-analyser ga positive resultat etter 296
dagers inkubasjon, i sterk kontrast til den den faktiske dyrkbarheten av CFU som ble vist & vere
mindre enn et dogn. Den store diskrepansen mellom analyseresultatene understreker derfor
betydning av & kjenne mulighetene og begrensningene for hver enkelt monitoreringsmetode
(Stanley et al., 2002). Imidlertid har det ogsa blitt gjort mikrokosmeforsek der diskrepansen av
analyseresultat mellom de forskjellige monitoreringsmetodene virker & vere en del mindre. I et
mikrokosmeforsek der 7. maritimum ble funnet & vaere dyrkbar i maksimum 5 degn, viste PCR-
analyse av vannprover uthentet etter 10 deogns inkubasjon ingen detekterbare
amplifikasjonsprodukter for bakterien (Avendafio-Herrera et al., 2006). Det er ogsa andre

begrensninger som mé tas hensyn nar en bruker mikrokosmer for & studere miljeoverlevelse.



Mikrokosmer er et lukket miljo, og en vil derfor ikke fa et tilskudd og bortfall av naringsstoffer
og avfallsstoffer slik en vil i et naturlig milje, samtidig som den naturlige variasjonen i
mikrokosmene ofte kan vere mangelfull (Madetoja et al., 2003). Denne oppgaven tar for seg
a studere miljooverlevelsen til ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ i mikrokosmer med ikke-

sterilt vann, inkubert ved ulike temperaturer.

1.5 Selektiv medier

I studier av miljooverlevelse der en nytter ubehandlet vann kan hurtigvoksende kohabiterende
bakterier kamuflere vekst av studiens mélorganisme. Et verktoy en kan bruke for & forhindre
eller dempe vekst av ugnskede bakterier er et selektivt medium.

Et selektivt medium er et vekstmedium som brukes til & isolere en spesifikk bakterie art- eller
genus (Bonnet et al., 2020). Dette gjores ved & tilfere mediumstoff som hemmer vekst av
uenskede mikrober samtidig som veksten til mélbakterien i mindre eller ingen grad lar seg
pavirke av det tilforte stoffet. Det finnes flere forskjellige komponenter en kan tilfore et medium
for & f4 en selektiv effekt, som for eksempel antibiotika, salter eller bakteriofager (Bonnet et
al., 2020). Vanligst er a bruke antibiotika, da deres virkning ofte er godt kartlagt (Bonnet et al.,
2020). Skal en eksempelvis lage et selektivt medium for & isolere en spesifikk bakterieart, vil
det veere hensiktsmessig & inkludere et eller flere antibiotika som virker mot bade gram-positive
og negative bakterier, samtidig som mélbakteriearten viser resistens eller nedsatt felsomhet mot
disse antibiotikaene (Bonnet et al., 2020). Onsker en a isolere en saktevoksende bakterie vil et
selektivt medium kunne brukes for & undertrykke vekst fra mer hurtigvoksende bakterier. Det
finnes per i dag ingen medier som er selektive for fiskepatogene Pasteurella. Denne oppgaven
tar for seg a kartlegge Pasteurella spp. sin sensitivet for ulike antibiotika som ledd i et videre

arbeid med & utvikle en selektiv agar.

1.6 Biofilm
Biofilm defineres som et aggregat av mikrobielle celler som er omgitt av en ekstracelluler
polymer substans (EPS) matrix som er festet til en ikke levende eller levende overflate
(Flemming & Wingender, 2010; Hall-Stoodley et al., 2012). EPS matrixen bestir hovedsakelig
av polysakkarider, proteiner, nukleinsyrer og lipider, som danner et beskyttende lag rundt
bakterieaggregatet. Ved & danne biofilm tilegner bakterier seg flere egenskaper som de ellers
ikke ville hatt planktonisk. EPS matrixen som dannes i biofilm gir okt beskyttelse mot
utterking, UV straling, immunforsvar, desinfeksjonsmidler, pH-endringer, oksidering og flere

antibiotika (Flemming & Wingender, 2010; Jefferson, 2004). Ved at bakteriene ligger



tettpakket 1 EPS matrixen oppstar ogsa tette interaksjoner gjennom celle til celle
kommunikasjon og horisontal genoverfering. Faktisk er synergien mellom bakterier innad 1
biofilmen sé sterk at det har vert diskutert hvorvidt bakterier i biofilm skal betraktes som
multicellulere organismer (Shapiro, 1998).

I Pasteurellaceae familien er det funnet flere bakterier som har vist & danne biofilm, blant annet
Haemophilus parasuis, Mannheimia haemolytica og Actinobacillus pleuropneumoniae
(Boukahil & Czuprynski, 2015; Chiers et al., 2010; Jin et al., 2006). Innenfor Pasteurella
genuset er det derimot mindre data pa artenes evne til biofilmdannelse, med unntak av P.
multocida og P. pneumotropica (Olson et al., 2002; Sager et al., 2015). Dog er det sannsynlig
at de fleste artene innen genuset vil kunne danne biofilm, da det generelt er bred enighet om at
de fleste bakterier kan danne biofilm in vitro (Penesyan et al., 2021).

Det er gjort flere studier som omhandler biofilmdannelse hos fiskepatogene bakterier. I en
studie av biofilmdannelse hos Yersinia ruckeri ble det ved analyse av bakterier inkubert 1 96-
brennsmikrotiterplater funnet at ekt temperatur og saltholdighet okte biofilmdannelsen for
bakterien (Karlsen, 2016), I en annen studie gjort av Levipan et al. (2019) ble biofilmdannelse
hos ulike stammer av den fiskepatogene Tenacibaculum maritimum undersgkt (Levipan et al.,
2019). Det ble ikke funnet noen vesentlige forskjeller mellom stammene hva gjelder evne til &
danne biofilm, men at alle stammene dannet biofilm bemerkelsesverdig hurtig (Levipan et al.,
2019). Det er viktig a kartlegge bakteriers evne til biofilmdannelse, ettersom det pavirker deres
virulens og overlevelsesevne. Denne oppgaven gjor et innledende studie av evne til

biofilmdannelse hos ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’.

1.7 Bakgrunn og mal for studiet

Pasteurellose er en sykdom som forarsaker helse- og velferdsproblemer hos atlantisk laks og
rognkjeks i Norge. For & gi en bedre forstaelse av epizootologien til sykdommen er det behov
for 4 kartlegge dens smittepotensiale i miljeet. Denne oppgaven har derfor som maél & studere
‘P. atlantica gv. salmonicida’ sin miljeoverlevelse ved forskjellige temperaturer. Pasteurella-
bakterier er saktevoksende, og ved utstryk kan deres vekst ofte bli kamuflert hurtigvoksende
bakterier. Det er derfor ensket at det skal gjores en innledende undersgkelse av
antibiotikasensitivitet hos ‘P. atlantica gv. salmonicida’ og ‘P. atlantica gv. cyclopteri’ med
formal om & utvikle en selektiv agar. Bakterier danner biofilm som en del av deres

overlevelsesstrategi, og biofilmdannelse kan vare en viktig biosikkerhetsutfordring i



oppdrettsnaringen. Oppgaven har derfor som mal & gjere en innledende studie av ‘P. atlantica

gv. salmonicida’ sin evne til biofilmdannelse i ulike typer vann.
2 Materiale og metode

2.1 Bakterieisolater som er brukt i studien

Tabell 2.1: Viser de forskjellige bakteriestammer nyttet i studien med tilhorende frysenummer,
artsopprinnelse, organ og geografisk opprinnelse.

Bakteriearter Frysenummer Opprinnelse Organ Geografisk opprinnelse
(Fisketype) (fylke)

Aeromonas salmonicida subsp. NCIMB-1102

salmonicida

Escherichia coli CCUG 17620

Staphylococcus aureus CCUG 17621

‘Pasteurella atlantica gv. 50-3624 / VIO Laks Ukjent Vestland

salmonicida’ 11639

‘Pasteurella atlantica gv. 50-3131 Laks Ukjent Vestland

salmonicida’

‘Pasteurella atlantica gv. 50-3694 / VIO Laks Oye Vestland

salmonicida’ 8239

‘Pasteurella atlantica gv. 50-3690 / VIO Troms og Finnmark

salmonicida’ 2257

‘Pasteurella atlantica gv. VIB 3763 Laks Nyre  Vestland

salmonicida’

‘Pasteurella atlantica gv. VIB 3708 Laks Hjerte Vestland

salmonicida’

‘Pasteurella atlantica gv. VIB 3687 Laks Nyre  More og Romsdal

salmonicida’

‘Pasteurella atlantica gv. VIB 3308 Laks Ukjent Vestland

salmonicida’

‘Pasteurella atlantica gv. VIB 3642 Laks Ukjent Vestland

salmonicida’

‘Pasteurella atlantica gv. VIB 3672 Laks Nyre  Vestland

salmonicida’

‘Pasteurella atlantica gv. 50-2635 Laks Ukjent Vestland

salmonicida’

‘Pasteurella atlantica gv. VIB-5284 / VIO  Rognkjeks Ukjent Moere og Romsdal

cyclopteri’ 9100

‘Pasteurella atlantica gv. 50-164 Rognkjeks Ukjent Rogaland

cyclopteri’

‘Pasteurella atlantica gv. 50-1365 Rognkjeks Sar Vestland

cyclopteri’

‘Pasteurella atlantica gv. 50-3004 Rognkjeks Ukjent Vestland

cyclopteri’
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‘Pasteurella atlantica gv. VIB 3801 Rognkjeks Nyre  Troms og Finnmark
cyclopteri’

‘Pasteurella atlantica gv. VIB 3802 /VIO  Rognkjeks Nyre  Nordland
cyclopteri’ 9084

‘Pasteurella atlantica gv. 50-1926 Rognkjeks Nyre  Vestland
cyclopteri’

‘Pasteurella atlantica gv. 50-2702 Rognkjeks Nyre  Vestland
cyclopteri’

‘Pasteurella atlantica gv. 50-543 Rognkjeks Ukjent Rogaland
cyclopteri’

‘Pasteurella atlantica gv. 50-2993 Rognkjeks Nyre  Vestland
cyclopteri’

‘Pasteurella atlantica gv. VIB 4016 / VIO  Rognkjeks Nyre  Troms og Finnmark
cyclopteri’ 3648

Pasteurella skyensis VIB 3645 Ukjent Ukjent UK

CCUG: Culture collection, University of Goteborg
NCIMB: National Collection of Marine and Industrial Bacteria, Aberdeen

2.2 Oppdyrking og forkultur 1 vekstmedium

‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ (VIB 3624), ‘Pasteurella atlantica gv. cyclopteri’ (VIB
5284) og Pasteurella skyensis (VIB 3645) lagret pd frysebuljong med ca 20% glyserol ble
dyrket opp fra frys som holdt -80 °C. Bakteriene ble dyrket pa BAS skal og satt til inkubasjon
ved 22 °C i minimum to degn. For & bekrefte at veksten var ensket art ble det nyttet MALDI-
TOF (se avsnitt 2.5).

Isolatet ble dyrket pd Tryptic Soy Broth (TSBSS). Syv ml volumer av TSBSS ble deretter
inokulert med en full 10 pl podegse og inkubert pa 22 °C (115 RPM; Compact Digital Mini

Rotator Thermo Fisher)

2.3 Madling av optisk tetthet (OD)
For a4 monitorere vekstdynamikk i sanntid ble det gjennomfert spektrofotometriske (Genesis
10S spectrophotometer, ThermoFischer) mélinger av bakteriekulturer inokulert i TSBSS.
Malingene ble gjort ved 600 nanometer (nm). OD-malingene ble gjennomfort ved & pipettere 1
ml fra TSBSS-kulturen til plastkuvetter som ble mélt spektrofotometrisk. Som blank preve i

forseket ble det nyttet 1 ml TSBSS uten bakterietilsetninger.
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2.4 Undersokelse av dyrkbar tetthet ved bruk av fortynningsrekke
I forseket ble det laget tifolds-fortynningsrekker som ble straket ut pa skal med formal om &
underseke den dyrkbare tettheten i prevekulturer (eksempelvis TSBSS eller mikrokosmer). Det
ble laget til ni ror der hvert av rerene inneholdt 9 ml destillert 3,3 % NaCl vann. Til det forste
roret ble det tilfort og innblandet 1 ml fra provekulturen. Videre ble det pippetert og blandet 1
ml fra rer til rer slik at en fikk dannet en fortynningsgradient som gikk fra 1:10 til 1:10° (se
figur 2.1). Fra hvert av rarene ble det overfert 100 pl som ble stroket ut pd skal ved bruk av en
L-formet podese og satt til inkubasjon. Etter inkubasjon ble det telt antall
kolonidannendeenheter (CFU; Colony-forming unit) pa hver skal. Ved bruke bruke formel (1)
kan en ved utregning ansla den dyrkbare tettheten i prevekulturen. Prevekultur, inkubasjonstid,

agartype og antall var ulik mellom forsekene og star derfor beskrevet i hvert enkelt forsek.

antall CFU pa agarskal x total fortynningsfaktor
Formel (1): CFU pr mL = paag forty gsf

Volum strgket ut pa agarskal

Ny e

==

= = —> = =

1:10 1:100 1:10°3 1:10%

omL

/ 100y / 100!

Figur 2.1: Viser et eksempel oppsett pd fortynningsrekke med utstryk pd duplikater av BAS og MA skdler.
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2.5 MALDI-TOF MS
Matrix-Assisted Laser Desorption lonization- Time of Flight Mass Spectrometery (MALDI-

TOF MS) nytter massespektrometri for 4 gi en hurtig identifisering av mikroorganismer
(Wieser et al., 2012). En enkelt bakteriekoloni ble overfort fra skal til en nummerert metallplate
med totalt 96 designerte felt. I tillegg til provemateriale fra de ukjente bakteriekoloniene ble
platen tilfort referanse isolater av Escherichia coli (CCUG 17620) og Staphylococcus aureus
(CCUG 17621) for kontroll av analysen. Mengden som ble overfort til metallplaten tilsvarer
omtrentlig ett fyrstikkhode. P4 metallplaten ble det pipettert 1 pl matrix over bakteriene.
Matrixen inneholder syre som krystalliserer med provene (Wieser et al., 2012). Metallplaten
ble sa satt til tarking til pravene fremsto som helt torr. Platen ble videre overfort til instrumentet,
der metallplaten lades inn 1 ett vakuumkammer. I kammeret beskytes provemateriale med en
pulserende laser som forer til ionisering av prevematerialet. Disse ionene akselerer i et elektrisk
felt for de vandrer inn i en vakuumtube. P4 toppen av vakuumtuben er en detektor som
registrerer tiden ionene bruker pd vandringen gjennom tuben. Hvor fort ionene vandrer i
vakuum avhenger av ladningen og massen avgjer hastigheten ionet far i vakuum (Wieser et al.,
2012). Maskinen sammenligner si vandringstiden fra hver laserbeskytning opp mot en database
som inneholder artsspesifikke data. Etter at analysen er fullfert, fikk en automatisk dannet
rapport der det oppgis artsnavn og en score for hver analyserte prove. En score over 2.0 ansees
som ett sikkert treff pa artsniva mens en score i omrdde mellom 1.7 og 2.0 ansees som et sikkert

treff pd genusniva (Wieser et al., 2012). Alt under 1.7 oppgis som ingen resultat.

2.6 Undersgkelse av vekstdynamikk for ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’,
‘Pasteurella atlantica gv. cyclopteri’ og Pasteurella skyensis 1 TSBSS ved
maling av optisk tetthet

Det ble gjennomfert méling av optisk tetthet (OD) pé isolater av ‘Pasteurella atlantica gv.
salmonicida’ (VIB 3624), ‘Pasteurella atlantica gv. cyclopteri’ (VIB 5284) og Pasteurella
skyensis (VIB 3645) inokulert i TSBSS med formél om 4 kartlegge vekstdynamikk.

Isolatene ble dyrket opp og inokulert pd samme mate som beskrevet i avsnitt 2.2. Videre ble 5
ml av bakteriekulturen inokulert pd 100 ml TSBSS og satt til risting (115 RPM; Compact
Digital Mini Rotator Thermo Fisher). Celletettheten 1 TSBSS kulturene ble malt
spektrofotometrisk (Genesis 10S spectrophotometer, ThermoFischer) ved 600 nm (se avsnitt

2.3). I lopet av de 32 timer forsgket vedvarte ble det gjennomfert totalt 8 OD malinger for
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‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ og Pasteurella skyensis kulturene, mens det for

‘Pasteurella atlantica gv. cyclopteri’ ble gjennomfert 5 OD mélinger.

2.7 Gramfarging av ‘Pasteurella atlantica gv. cyclopteri’ 1 TSBSS
Det ble gjennomfert gramfarging av ‘P. atlantica gv. cyclopteri’ som var inokulert i TSBSS
kultur, med formal om & undersgke om det var intakte bakterier tilstede i proven.
TSBSS-kulturen ble ristet forsiktig og en drépe av kulturen ble pipettert over til et objektglass,
som ble luftterket. Baksiden av objektglasset ble til slutt fort gjennom flammen fra en

gassbrenner for videre torking av preparatet.

Det torkede preparatet ble farget med Bacto Gram Crystal Violet i ett minutt, deretter skyllet i
vann. S4 ble det tilfort Bacto Gram Lodine, som ogsa ble vasket vekk etter 1 minutt. Videre ble
preparatet tilfort Bacto Gram Decolourizer, helt til vasken som rant fra preparatet var fargeles.
Til slutt ble Bacto Gram Safranin tilfort preparatet, preparatet ble vasket med springvann og sé
satt til terking. Det gramfargede preparatet ble studert i1 et lysmikroskop (Labophot, Nikon),

med bruk av oljeimmersjonsobjektiv.

2.8 Vekstforsek 1 og 2: Vekstdynamikk undersekt ved méling av OD, CFU og Ct-
verdi for ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’1 TSBSS

Det ble gjennomfort et vekstforsek med formal & kartlegge korrelasjonen mellom optisk tetthet
(OD), kolonidannende enheter (CFU) og cycle threshold (Ct) verdi.
Fra frys som holder -80 °C ble det dyrket opp ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ (VIB
3624) péa en BAS skal som ble inkubert ved 22 °C i 2 degn. Etter inkubasjon ble bakteriene
slemmet opp 1 TSBSS og satt til risting (115 RPM; Compact Digital Mini Rotator Thermo
Fisher)

Etter 23 timers inkubasjon ble det foretatt en méling av OD (Se avsnitt 2.3). Videre ble det laget
en fortynningsrekke som ble stroket ut pA BAS som ble satt til inkubasjon 1 22 °C (se avsnitt
2.4).

Det ble sé pipettert 5 ml fra bakteriekulturen over i en flaske med kork som inneholdt 100 ml
TSBSS. Denne ble satt til inkubasjon med risting pd 115 RPM i romtemperatur (Compact
Digital Mini Rotator, Thermo Fisher). Fra 105 ml TSBSS-kulturen ble det sa tatt ut felgende
prover hver 5. time inntil kulturen nadde platinivd, avgjort ved méling av OD:

e | mltil maling av OD (Se avsnitt 2.3)
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e | ml til fortynningsrekke og telling av CFU (Se avsnitt 2.8.1)
e 1 ml for ekstraksjon av DNA (se avsnitt 2.8.2) og pafelgende qPCR-analyse
for Ct-verdi (Se avsnitt 2.11).

Forseket ble i sin helhet gjennomfoert 2 ganger for 4 kartlegge eventuelle variasjoner i resultater.

2.8.1 Fortynningsrekke for bestemmelse av kolonidannende enheter

Det ble gjennomfoert en tifoldsfortynningsrekke for & bestemme kolonidannende enheter i
TSBSS kultur. Formélet var a korrelere verdier fra OD malinger til faktisk tetthet av dyrkbare
bakterier ved seriefortynning og telling av kolonier. Fortynningsrekken ble gjennomfert pa
samme mate som beskrevet i avsnitt 2.4. Hver av fortynningsgradientene ble spredt ut pA BAS
skéler og inkubert ved 22 °C i 3 degn. Etter inkubasjon ble det gjennomfert en telling av CFU.
Om antallet CFU overskred 300 ble det loggfert som «overvekst». Det ble tatt ut isolater til
MALDI-TOF analyse (se avsnitt 2.5) for a bekrefte at veksten var av ‘Pasteurella atlantica gv.
salmonicida’ (VIB 3624). Formel (1) ble benyttet for utregning av tettheten dyrkbarekolonier /
ml i TSBSS kulturen (se avsnitt 2.4).

2.8.2 DNA ekstraksjon fra bakteriekultur for gPCR-analyse

Det ble gjennomfert en DNA ekstraksjon av prevematerialer innhentet i vekstforsek 1 og 2 (se
avsnitt 2.8) med formél om & gjennomfere en qPCR analyse (Se avsnitt 2.11) for & undersoke
hvordan Ct-verdier korrelerer med CFU og OD malinger.

DNA ekstraksjon og rensing av bakteriekultur fra det innledende vekstforsegket ble gjennomfort
ved 4 bruke High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche). Metoden ble utfort i henhold til
protokollen som medfolger kittet.

Forst ble det pipettert 1 ml fra 100ml flasken til et 1,5 ml eppendorf rer som ble sentrifugert
(miniSpin eppendorf sentrifuge) 1 5 minutter ved 6000 g. Etter sentrifugering ble all veske
forsiktig pipettert vekk slik at bare bakteriepelleten 14 igjen. Pelleten ble satt til & terke i
romtemperatur i 5 minutter for den ble tilfort 200 pl PBS og lagret i frys som holdt -20 °C for
videre isolering av DNA.

Den videre ekstraksjonsprosessen baserer seg pd en stegvis metodikk, der en forst lyserer
cellene ved & tilfere lysisbuffer, Protinase K og isopropanol i tillegg til en ti minutters
inkubasjon ved 70 °C. I det neste steget blir provene overfort til kolonner som sentrifugeres i
ett minutt ved 8000 g, med formdal om & binde nukleinsyrer til glassfiberfilamentene i filteret til

kolonnen. Videre folger en vaskeprosess der det blir tilfert ulike vaskebuffere som trinnvis ble
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sentrifugert gjennom filteret med formal om & fjerne eventuelle urenheter. Til slutt blir DNAet
eluert ved 4 tilfore kolonnen en elueringsbuffer. Provene ble malt for DNA konsentrasjon og

renhet (se avsnitt 2.10) for de ble lagret i frys som holdt -20 °C for videre arbeid.

2.9 Miljeoverlevelse i mikrokosmer
Miljeoverlevelse til ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ (VIB 3624) ble studert i
mikrokosmer som ble inkubert ved henholdsvis 4, 10 og 15 °C. Denne tilneermingen muliggjor
studier av overlevelse i naturlig sjgvann under forholdvis kontrollerte omstendigheter. Forsgket
ble gjort over en tidsperiode pa 19 dager. I lgpet av forseksperioden ble det jevnlig tatt ut
vannprever til dyrkning (avsnitt 2.9.1) og til gPCR-analyse (avsnitt 2.11).

Ufiltrert og ubehandlet sjovann ble hentet fra sjovannsinntaket til Havforskningsinstituttet i
Bergen som har vanninntak pa 127 meters dyp i byfjorden i Bergen. I forseket ble det nyttet en
liters flasker i1 glass med skrukork, og til hver av flaskene ble det tappet 1 liter sjgvann.

Det ble dyrket opp ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ (VIB 3624) pa BAS skil, som ble
slemmet opp 1 TSBSS (se avsnitt 2.2). Vekstkulturen ble malt for OD (Se avsnitt 2.3) og 5 ml
av kulturen ble overfort til en flaske med 100 ml TSBSS som ble satt pé risting ved 115 RPM
(Compact Digital Mini Rotator, Thermo Fisher) i romtemperatur med los tilskrudd kork. Etter
23 timer ble kulturen mélt for OD (Se avsnitt 2.3) og det ble gjort en tifoldsfortynningsrekke
for CFU bestemmelse (Se avsnitt 2.9.1).

I vekstforsek 1 og 2 (se avsnitt 2.8) ble det sett en korrelasjon mellom CFU og OD for vekst av
‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ 1 TSBSS (se avsnitt 3.2). Ved a bruke disse resultatene
kunne en ved OD méling gjeore et anslag i sanntid for den dyrkbare tettheten pr ml i TSBSS
kulturen. Det var ensket at hver mikrokosme skulle ha en dyrkbar tetthet pé 1 million CFU/ml
med ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ (VIB 3624) ved starten av forsgket. Mengden som
ble tatt ut fra TSBSS kulturen og tilfert hver enkelt mikrokosme ble derfor utregnet ved a se
OD maling av TSBSS kulturen opp mot resultatene fra vekstforsek 1 og 2 (se avsnitt 2.8).
Mengden TSBSS kultur som ble tilsatt i mikrokosmene er fremvist i tabell 3.2.

Det ble gjennomfort en vaskeprosess av TSBSS kulturen for den ble tilsatt mikrokosmene.
Vaskeprosessen ble gjennomfort ved & overfore kulturen til eppendorfrer som ble spunnet ned
ved 6000 g i 5 minutter (Minispin, Eppendorf) slik at det ble dannet en bakteriepellet i bunn av
eppendorfroret. All vaeske ble sa pipettert forsiktig vekk slik at bare pelleten 14 igjen. Det ble
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sa tilfert 1,5 ml destillert 3,3 % NaCl saltvann. Vaskeprosessen ble gjentatt 3 ganger slik at
minst mulig av TSBSS vekstmediumet ble overfort til mikrokosmene. Til slutt ble det pippetert
I ml vann fra mikrokosmen og til eppendorfreret der bakteriepelleten ble last i vannet ved
forsiktig pipettering opp og ned. Det bakterieholdige vannet ble tilfort mikrokosmen og blandet

ved forsiktig risting av mikrokosmen.

Mikrokosmene ble dekket med aluminiumsfolie for & hindre tilgang pé lys. Videre ble de satt
med korken lost tilskrudd inn i inkubator. Mikrokosmene som var pé inkubasjon ved 10 og 15
°C var plassert i en Infors HT Minitron Inucabor Shaker med risting pd 200 RPM. For
mikrokosmene inkubert ved 4 °C ble det nyttet en kjeleinkubator (MIR-154-PE, Panasonic)
med magnetisk rerer (Multipoint HP, Variomag) satt til 200 RPM i1 omreringshastighet.

For a undersgke miljooverlevelsen til ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ (VIB 3624) ble
det fra hver mikrokosme tatt ut 1 ml til fortynningsrekke for telling av CFU (se avsnitt 2.9.1)
og 1 ml til gPCR analyse. Oversikt over hvilke tidspunkter det ble tatt ut prever fra

mikrokosmene er fremvist i tabell 2.2.

Tabell 2.2: Viser mikrokosmer delt inn etter inkubasjonstemperatur og tid i dogn for provetaking.
Fortynningsrekke («CFU-bestemmelsey i graf) ga utstryk pa 2 blodagar med salt skaler og 2 marineagar.
«qPCRy viser at det ble tatt ut vannprover for filtrering vha peristaltisk pumpe.

Tid i dogn Inkubatortemperatur
4°C 10°C 15°C
0 CFU-bestemmelse CFU-bestemmelse CFU-bestemmelse
gPCR gPCR gPCR
2 CFU-bestemmelse CFU-bestemmelse CFU-bestemmelse
gPCR gPCR gPCR
4 CFU-bestemmelse
gPCR
5 CFU-bestemmelse CFU-bestemmelse
gPCR gPCR
7 CFU-bestemmelse CFU-bestemmelse CFU-bestemmelse
gPCR gPCR gPCR
9 CFU-bestemmelse CFU-bestemmelse
gPCR gPCR gPCR
14
gPCR gPCR gPCR
19
gPCR gPCR
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2.9.1 Kartlegging av dyrkbar tetthet og diversitet 1 mikrokosmene

Det ble gjennomfert CFU basert bestandsestimering ved fortynningsrekke (avsnitt 2.4) og
utstryk pd BAS og MA skéler for 4 undersoke vekst av ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’
(VIB 3624) og kartlegge diversiteten av artene tilstede 1 mikrokosmene. Fra hver mikrokosme
ble det tatt ut I ml vann pa dagene markert med «CFU-bestemmelse» i tabell 2.2. Det ble gjort
en fortynningsrekke (se avsnitt 2.4) som ga utstryk pé duplikater av MA og BAS skaler. Disse

ble inkubert i romtemperatur som varierte mellom 19,3 og 21,0 °C.

Etter 6 dagers inkubasjon ble det gjennomfort telling av CFU. Antall CFU for hver skél ble

registrert og skdler som hadde et antall CFU som overskred 300 ble notert som «overvekst».

Det ble tatt ut isolater fra skaler der en hadde vekst av kolonier som var fenotypisk forenlig
med ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ (se avsnitt 1.3.6). Pa disse koloniene ble det
gjennomfort MALDI-TOF analyse (se avsnitt 2.5) for a bekrefte en eventuell vekst av
‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ (VIB 3624). Det ble ogsa gjennomfert MALDI-TOF
analyser pa kolonityper som basert pa fenotype ikke var forenelig med ‘Pasteurella atlantica
gv. salmonicida’. Dette ble gjort med formél om & kartlegge diversiteten av arter til stede 1

mikrokosmene.

2.9.2 Filtrering av vannprover ved bruk av nitrocellulosefilter.

Med formal om & gjennomfere qPCR-analyse ble det tatt ut 1 ml vannprever fra hver
mikrokosme til filtrering. Av tabell 2.2 kan en se tidspunkter for uttak av vannprever fra
mikrokosmene. Vannet ble filtrert ved bruk av en peristaltisk pumpe (Shenchen V6-3L) med
Thermo Scientific Analytical Test Filter Funnel med 0.45 micron filter 250ml. Filterkoppene
ble gjenbrukt, men filtrene ble byttet mellom hver filtrering med bruk av sterile
engangspinsetter. Filtrene som ble byttet mellom hver prove var MF-Millipore Membrane Filter
0.45 pm 47mm (Millipore). Pumpetrykket var satt til 900 ml i minuttet og provene ble filtrert
inntil alt vann var passert gjennom filteret. Etter filtrering ble filtrene overfort til 5 ml

eppendorfer og lagret ved -20 °C inntil videre bearbeiding.
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2.9.3 DNA-ekstraksjon fra nitrocellulosefilter

DNA ekstraksjon fra nitrocellulosefilter ble gjort med formal om & bruke qPCR til 4 underseke
variasjon i Ct-verdi over tid for ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ og sammenligne disse
med resultater fra dyrkning (avsnitt 2.9.1).

DNA ekstraksjon fra nitrocellulose filter ble utfort ved & bruke en modifisert protokoll som
baserer seg pa DNeasy blood & tissue kit Qiagen report og tidligere publisert
ekstraksjonsprotokoll (Spens J et al., 2016).

Etter filtrering av vannprever (se avsnitt 2.9.2) ble de filtratholdige nitrocellulosefilterne frosset
ned i 5 ml eppendorf ror ved -20 °C (DNA LoBind Tubes 5.0 ml, eppendorf) inntil videre
prosessering. Hvert av rerene fikk sé tilsatt 720 pul ATL tissue lysis buffer og 80 pl protinase
K. Rarene ble vortexet i 15 sekunder for de ble satt til inkubering ved 56 °C med risting pd 200
RPM. Etter 24 timers inkubering ble rerene vortexet for all vaesken ble malt og pipettert over i
nye Sml Lobind rer. Til hvert av Lobind rerene ble det tilsatt AL buffer og iskald etanol i et
1:1:1 forhold. Videre ble 650 pl av lysatet pipettert over til en DNeasy Mini spin kolonne og
sentrifugert 1 1 minutt ved 6000 g. Videre ble det tilsatt 500 ul AW1 vaskebuffer til hver av
kolonnene som ble sentrifugert ved 6000 g i 1 minutt. Etter dette ble AW2 vaskebuffer tilsatt
og sentrifugert ved 6000 g i 1 minutt. Videre ble kolonnene plassert i et nytt oppsamlingsror
sentrifugert pa maks hastighet (16 100 g, miniSpin eppendorf) i 4 minutter for a terke kolonnen.
Etter torking ble kolonnen overfort til et nytt 1,5 LoBind eppendorf oppsamlingsrer og tilsatt
100 pl AE fortynningsbuffer som ble inkubert i 5 minutter ved romtemperatur. Etter inkubering
ble provene sentrifugert ved 1000 g i ett minutt. Til slutt ble kolonnene kastet og provene ble
malt for renhet og konsentrasjon (Se avsnitt 2.10). Etter maling ble provene lagret i frys som

holdt -20 °C for videre arbeid.

2.9.4 Undersokelse av veksthemming fra miljebakterier i mikrokosmer evner til &
hemme vekst av ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’

I mikrokosme-forseket (avsnitt 2.9) ble det etter utstryk for CFU bestemmelse funnet vekst av

bakteriearter som ikke var Pasteurella sp. Det var derfor ensket & underseke hvorvidt andre

bakteriearter hadde en antagonistisk virkning pa ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’.
‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ (VIB 3624) ble dyrket opp og streket ut pa agarskal pa

for 4 fi teppevekst, pd samme mate som beskrevet i avsnitt 2.12. Videre ble det valgt ut totalt

18 bakterieisolater fra utstryk av fortynningsrekke i mikrokosmeforsgket (avsnitt 2.9.1). Disse
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ble valgt ut basert pé at de tilsynelatende var ulike i kolonimorfologi. Fra hver koloni ble det
ved bruk av en steril podese forsiktig tatt ut bakterier av en mengde tilsvarende av storrelse
omtrentlig et fyrstikkhode og podet ned pa blodagar med 2% NaCl skél som hadde blitt sédd ut
med teppevekst av ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’. Agarskdlene ble s& satt til
inkubasjon i 3 degn pa 22 °C.

Etter inkubasjon ble skalene undersgkt for eventuell hemming av vekst. Her ble et skyvelare

nyttet for a kartlegge eventuelle veksthemmingssoner rundt de tilferte bakteriekoloniene.

Figur 2.2: lllustrerer forsoket som ble satt opp, med vekst av bakteriekoloni 16, 17 og 18 pd en BAS skal
med teppevekst av ‘Pasteurella atlantica gv. salmoncida’ (VIB 3624).

2.10 Maling av templat DNA for konsentrasjon og renhet
Templat DNA ble malt med formél om & fastsette konsentrasjon (ng/pl) og renhet (Abs
260/280). Malingen ble gjort ved bruk av et spektrofotometer (NanoDrop 2000
Spectrophotometer, Thermo Scientific). Mélingen ble gjennomfoert i henhold til NanoDrop
2000/2000C Spectrophotometer V1.0 User manual.

2.11 Real time qPCR analyse
Det ble gjennomfert sanntids kvantitativ polymerase kjedereaksjons (qPCR) analyse i1
vekstforsegk 1 og 2 (avsnitt 2.8) og mikrokosmeforsgket (avsnitt 2.9). Formélet med qPCR
analysen var & korrelere Ct-verdier opp mot antall CFU og OD-maélinger. Videre var det for
mikrokosmeforseket viktig & undersgke endringen 1 ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’

(VIB 3624) genomekvivalenter over tid.
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Ved qPCR-analyser kan en folge akkumulasjonen av amplifiseringsprodukter fra hver syklus i
sanntid. Dette muliggjeres ved at proben er festet til fluorescensmolekyler som frigjeres nar
proben binder til malsekvensen sin. I lopet av en qPCR-analyse foregar det stegvise sykluser,
der temperaturen heves og senkes. For hver syklus som gjennomferes vil det skje en dobling
av PCR produkter. Som folge av fluorescensmolekylet tilfestet proben vil en derfor for hver
syklus kunne observere en tilsvarende ekning i fluorescens om malsekvensen er til stede i
proven. Ved & male ekningen i fluorescens far en dannet en amplifikasjonskurve. Av kurven
fastsetter en terskelverdi som fungerer som et grensesnitt for bakgrunnsfluorescensen tilstede i
analysen. Antallet sykluser som behoves for & produsere nok amplifisert produkt til at
fluorescensen overstiger terskelverdien fastsettes som syklisk terskelverdi (Ct-verdi). En vil
derfor fa lave Ct-verdier om det er mye méltemplat til stede i preven, hgye verdier om det er
lite eller ingen Ct-verdi om det ikke registreres nok amplifisert produkt til & overstige

terskelverdien.

Til gPCR-analyse ble det pa forhand laget til en mastermix (se tabell 2.3) der 19 pl ble tilsatt
hver brenn. Videre ble det tilsatt og innblandet 1 pl templat DNA. I tillegg til & provebrennene
ble det nyttet 1 brenn til negativ kontroll (NK) der 1 pul nukleasefritt vann subsidierte templatet.
Det ble ogsa inkludert 3 brenner for positiv kontroll (PTK). Disse var fortynnet i forholdene

1/10, 1/100 og 1/1000 og templat fra et kjent isolat av ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’
(VIB 3624) ble nyttet.

Tabell 2.3: Viser komponenter til stede i mastermixen i tillegg til d vise mengde templat DNA og totalt
volum tilsatt hver bronn. Volumene fremvist i tabell er tilsvarende en analyse.

Komponent Opprinnelig kons. Kons. i reaksjonsmiks  Volum (ul)
Nucleasefritt vann 4,2
Brilliant IIT Ultra-Fast Q-PCR 2x 10
Master Mix

Primer Forward 10 uM 900nM 1,8
Primer Reverse 10 uM 900nM 1,8
Patlsalm BHQprobe SuM 600nM 1,2
Templat DNA 1
Totalt prevevolum 20

qPCR analysen ble gjennomfert ved & bruke en real-time-per Stratagene Mx3005P QPCR
Systems maskin (Agilent Technologies). PCR programmet som ble nyttet bestod av 15
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minutters dekontaminering ved 50 °C og to minutters aktivering av polymerase og denaturering
av templat ved 95 °C. Videre ble det gjennomfort 40 sykluser bestiende av denaturering i 5
sekunder ved 95 °C og en tilherende forlenging ved 57 °C i 45 sekunder. Total analysetid var

1 time 24 minutter og 29 sekunder.

Tabell 2.4: Viser forward og reverse primere og prober nyttet i gPCR-analysen.

Assay Primer Primersekvens Referanse
Probe FAM- ACTTGATGAAGCTACACAACGTG-BHQ-1 (Sandlund et al., 2021)
Forward TCTAATATTGATGATCTTGTTTG (Sandlund et al., 2021)
Reverse ATTTCCTAAATTAGGAAAGATAC (Sandlund et al., 2021)

2.12 Resistensundersekelse av ‘P. atlantica gv. salmonicida’, ‘P. atlantica gv.
cyclopteri’ og P. skyensis ved bruk av agardiffusjonstesting

Som et begynnende ledd i et videre arbeid med & utvikle en selektiv agar ble forskjellige
stammer av Pasteurella skyensis, ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ og ‘Pasteurella
atlantica gv. cyclopteri’ (tabell 2.5) undersegkt for deres folsomhet for en rekke ulike
antibiotika.

Kjente bakterieisolater av ‘P. atlantica gv. salmonicida’ (VIB 3624), ‘P. atlantica gv.
cyclopteri’ (VIB 5284) og P. skyensis (VIB 3645), Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida
(NCIMB-1102) og Staphylococcus aureus (CCUG 17621) ble dyrket opp fra frys. Pasteurella
isolatene ble dyrket opp pd BAS og inkubert ved 22 °C i 3 degn. Referanseisolatene Aeromonas
salmonicida subsp. salmonicida (NCIMB-1102) og Staphylococcus aureus (CCUG 17621) ble
dyrket pa blodagar (BA) og inkubert pa henholdsvis 22 °C og 37 °C som kontrollorganismer i
forsoket.

For & ha kontroll pd mengden bakterier som ble tilfert agarskdlen ble det benyttet et
densitometer (DEN-1, Biosan Ltd). Bakteriene ble last i Sml fysiologisk saltvann 0,9 % NaCl
og tilferselen av bakterier skulle utgjore en turbiditet tilsvarende pa 0,5 McFarland standard 1
proven (Dalynn Biologicals et al., 2014). Dette ble oppnadd ved & enten fortynne eller tilfore
mer bakterier til suspensjonen. Videre ble proven stroket ut pa agarskél ved bruk av en
bomullspinne og en rotator. Skilene ble sé satt til & torke i romtemperatur i 10 minutter.
Antibiotika lapper (Oxoid) ble plassert ut ved bruk av en dispenser og skilene ble inkubert i 3
dogn i romtemperatur. Sterrelsen pa resistenssonene ble avlest ved bruk av et skyvelare og

diameter av sonestarrelse ble loggfoert i Excel.
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Tabell 2.5: Viser de forskjellige antibiotika som ble nyttet i sensitivitetstesting av ‘Pasteurella atlantica gv.
salmonicida’ (VIB 3624), ‘Pasteurella atlantica gv. cyclopteri’ (VIB 5284) og Pasteurella skyensis (VIB
3645) med tilhorende antibiotikakode, katalognummer og konsentrasjon.

Antibiotika

Ampicillin
Neomycin
Chloramphenicol
Pencillin G
Amoxycillin clavulanic acid 2:1
Cefotaxime
Clindamycin
Tobramycin
Sulphamethoxazole/trimethoprim
Nitrofurantoin
Fusidic acid
Erythromycin
Tetracycline
Cefoxitin
Nalidixic acid
Polymyxin B
Oxacillin
Florfenicol
Ceftazidime
Ciprofloxacin
Gentamicin
Meropenem
Trimethoprim
Ampicillin
Cephalexin

2.12.1 Sensitivitetsvariasjoner mellom intrataksonomiske grupper for utvalgte

antibiotika

Antibiotikakode Katalognummer

AMP2
N30
C30
P1
AMC30
CTX5
DA2
TOB10
SXT25
F100
FD10
E15
TE30
FOX30
NA30
PB300
OX1
FFC30
CAZ10
CIP5
CN10
MEM10
W5
AMP10
CL30

(Oxoid)

CT0002B
CTO033B
CT0013B
CT0152B
CT0223B
CT04078B
CT0064B
CTO0568B
CT0052B
CT0034B
CT0023B
CT0020B
CT0054B
CT0119B
CTO031B
CT00448B
CT0159B
CT1754B
CT1629B
CT0425B
CT00248B
CT0774B
CT0076B
CTO003B
CT00078B

Konsentrasjon (pg)

1 unit

300 units

2
30
30

30

10
25
100
10
15
30
30
30

30

10

10
10

10
30

Etter & ha sensitivitetstestet enkelte isolater av Pasteurella skyensis (VIB 3645), ‘Pasteurella

atlantica gv. salmonicida’ (VIB 3624) og ‘Pasteurella atlantica gv. cyclopteri’ (VIB 5284) for

en rekke forskjellige antibiotika ble variasjonen i sensitivitet innad 1 de forskjellige

taksonomiske gruppene av ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ og ‘Pasteurella atlantica

gv. cyclopteri’ undersgkt. Totalt ble det gjennomfert diffusjonstesting av 11 stammer av ‘P.
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atlantica gv. salmonicida’ og 11 stammer av ‘P. atlantica gv. cyclopteri’ for de antibiotika som

fremvises 1 tabell 2.6.

Metode for dyrkning og sensitivitetstesting ble utfert pA samme mate som i forsgk 2.12. For &
undersoke eventuelle variasjoner i sensitivitet ble det valgt ut 12 forskjellige antibiotika (Tabell
2.6). Disse ble valgt pa bakgrunn av deres observerte resistens i forsek 2.12. I tillegg ble det
vektet at det skulle veere en variasjon i antibiotikumets virkemaéte, slik at en ikke bare inkluderte

eksempelvis antibiotika som virker mot gram-negative bakterier.

Tabell 2.6: Viser de forskjellige antibiotikum nyttet i sensitivitetstesting av ‘Pasteurella atlantica gv.
salmonicida’ (VIB 3624) og ‘Pasteurella atlantica gv. cyclopteri’ (VIB 5284) med tilhorende
antibiotikakode, katalognummer og konsentrasjon.

Antibiotika Antibiotikakode Katalognummer Konsentrasjon (ug)
(Oxoid)
Neomycin N30 CT0033B 30
Clindamycin DA2 CT0064B 2
Tobramycin TOB10 CT0056B 10
Sulphamethoxazole/trimethoprim SXT25 CT0052B 25
Oxacillin OX1 CT0159B 1
Gentamicin CN10 CT0024B 10
Meropenem MEM10 CT0774B 10
Trimethoprim W5 CT0076B 5
Ampicillin AMP10 CT0003B 10
Fusidic acid FD10 CT0023B 10
Erythromycin E15 CT0020B 15
Ceftazidime CAZ10 CT1629B 10

2.13 Studie av biofilmdannelse for ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ 1 ulike
typer sjovann

Forseket ble utfort med forméal om a avdekke hvorvidt ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’
(VIB 3624) evner & danne biofilm. Dette ble utfort ved & bruke 96-brennsmikrotiterplater
(Thermo Scientific, Nunclon delta Surface) der oppdyrket ‘Pasteurella atlantica gv.
salmonicida’ ble tilsatt forskjellige typer vann og sd inkubert, farget og malt for optisk tetthet
(OD). Metoden for forsgket er som tidligere publisert med unntak av forkultur, blandeforhold
og inkubasjonstid (Vestby et al., 2009).
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Oppdyrkning og laging av forkultur i TSBSS ble gjort pd samme méte som beskrevet under
avsnitt 2.2 og forkultur ble satt til risting ved 115 RPM i romtemperatur (Compact Digital Mini
Rotator, Thermo Fisher). Etter 23 timers inkubasjon ble bakterietettheten mélt for OD (avsnitt
2.3). Til hver av brennene pa platen ble det tilfort 150 pl romtemperert vann. I forseket ble det
testet for to ulike typer vann: filtrert og autoklavert sjgvann fra Oslofjorden, kunstig sjevann 33
%o sjosalter. 1 kontrollbrennene ble det tilsatt 25 pul TSBSS. I hver av de resterende brennene
ble det tilsatt 25 pl av forkulturen. Mikrotiterplatene ble s satt til inkubasjon ved 22 °C 1 7
dogn. Pa dag 3 og 6 ble det gjort utstryk fra tilfeldige brenner pa BAS skaler for & undersoke
overlevelse, eventuelle kontaminanter og bekrefte vekst av ‘Pasteurella atlantica gv.
salmonicida’ (VIB 3624) ved MALDI-TOF analyse (avsnitt 2.5). Etter inkubasjon ble platene
avlest i1 en plateleser (BioTek, EL800) ved 595 nm. Videre ble brennene tomt og slatt mot
benkeplaten. Etter dette ble brennene vasket en gang med 200 ul 3,3% NaCl vann. Det ble si
tilsatt 200 pl krystall-fiolett 1% til hver av brennene og platene ble satt til inkubasjon i 30
minutter 1 romtemperatur. Etter inkubasjon ble platene vasket 4 ganger pa samme méte som
tidligere beskrevet, inntil alt overskudd av krystallfiolett var fjernet fra brennene. For & lose
biofilmen ble det tilfort 200 pul etanolaceton (70% etanol og 30% aceton) til hver brenn, for
platen ble satt til inkubering i 15 minutter i romtemperatur. Platene ble sd satt i plateleser
(BioTek, EL800) og avlest p4 samme mate som tidligere beskrevet.

Data fra avlesning ble overfort til Microsoft Excel der malingene fra provebrennene ble
sammenlignet mot kontrollbrennene. Det ble gjort en medianberegning av prevebrenner og
kontrollbrenner. Metoden for tolkning av resultater baserer seg pad & sammenligne
absorbansmalinger av kontrollbrenner opp mot prevebrenner etter farging og vasking. Hvis
absorbansmalinger av provebronnene gir en heyere medianverdi enn den fra de

korresponderende kontrollbrennene indikerer dette biofilmdannelse.
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3 Resultater

3.1 Vekstdynamikk 1 TSBSS
Isolater av henholdsvis ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ (VIB 3624), ‘Pasteurella
atlantica gv. cyclopteri’ (VIB 5284) og Pasteurella skyensis (VIB 3645) ble inokulert pa 100ml
TSBSS og mélt for OD over tid. Malingen ble gjort hver 5. time, frem til kulturen niddde
vekstplatd. Resultatene er fremstilt i figur 3.1 og viser at ‘Pasteurella atlantica gv. salmoncida’
og Pasteurella skyensis-isolatene nadde plataniva etter 27 timers inkubasjon.

‘Pasteurella atlantica gv. cyclopteri’ kulturen falt etter en vekstperiode pa 2 timer, og var ikke

dyrkbar etter 20 timer.
Vekstdynamikk i TSBSS
0.25 —@— Pasteurella
atlantica gv.
salmonicida
0.20 4 —- Pasteurella
’é‘ atlantica gv.
€ 0.15- cyclopteri
8 ] —A— Pasteurella
e skyensis
0 0 .1 0 =
@)
0.05
0.00 1 . .

Tid i timer
Figur 3.1: Linjediagrammet viser vekstdynamikken til ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ (VIB 3624), ‘Pasteurella
atlantica gv. cyclopteri’ (VIB 5284) og Pasteurella skyensis (VIB 3645) i TSBSS.

3.1.1 Undersokelser av gramfarget ‘Pasteurella atlantica gv. cyclopteri’1 TSBSS
kultur

Det ble gjennomfort gramfarging og pafelgende oljeimmersjonsmikroskopi av ‘P. atlantica gv.

cyclopteri’ (VIB 5284) for a undersoke hvorvidt cellene var intakt pa bakgrunn at det ikke

lyktes & fa vesentlig oppformering av bakterien i TSBSS (se avsnitt 3.1).

Med mikroskopi av det gramfargede preparatet lyktes det ikke a finne intakte bakterier.
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3.2 Vekstforsgk 1 og 2: Sammenligning av vekstdynamikk 1 TSBSS undersokt
ved méling av OD, CFU og Ct-verdier for ‘Pasteurella atlantica gv.
salmonicida’

Et isolat av ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ (VIB 3624) ble oppdyrket og inokulert pa
TSBSS. Kulturen ble mélt for OD, CFU og det ble gjort qPCR-analyse etter metodene i avsnitt

2.8 0g 2.8.1 hver 5. time gjennom degnet inntil 42 timer etter oppstart. Forseket ble i sin helhet

gjennomfort to ganger.

Resultater fra OD maéling kan sees i figur 3.2 og viser at kulturene fulgte hverandre tett gjennom
forsekene. Kulturen i vekstforsek 1 nadde plataniva ved en noe hegyere absorbans sammenlignet
med vekstforsek 2. Begge kulturene hadde svart like absorbansmélinger i den eksponentielle

vekstfasen.

OD maling av vekstforsgk 1 og 2 i TSBSS

0.4 -
-o— \/ekstforsgk 1

-& \ekstforsok 2

o
w
|

OD (600nm)
o
N
|

o
-
|

0.0

| | | | |
0 10 20 30 40 50

Tid i timer
Figur 3.2: Viser OD-maling av vekstdynamikk med ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ i TSBSS.
Hver 5. time 1 forsgket som varte totalt 42 timer ble det gjort en tifoldsfortynningsrekke som
ble stroket ut i duplikater pa BAS skaler. Ti-foldsfortynningen ga en fortrolig fortynning av

bakterietettheten. Etter inkubasjon ble det telt CFU pé skélene og resultater fra fortynningsgrad

1:10° er fremstilt i figur 3.3 Det ble gjort en gjennomsnittsberegning av CFU mellom
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duplikatene for hver fortynning. I figur 3.3 sees standardavviksgrener som viser spredningen i
CFU mellom duplikatene. Resultater fra telling av CFU viser at kulturene fra begge forsek
nadde et vekstplatd etter 20 timers inkubasjon. I den eksponentielle vekstfasen kan det sees en

storre dispersjon mellom de to forsgkene samtidig som standardavviket er storre.

CFU Vekstforsok 1 og 2

-o- \/ekstforsgk 1
& \/ekstforsgk 2

0 1 1 1 1
0 10 20 30 40

Tid i timer
Figur 3.3: Viser gjennomsnitt av CFU for vekstforsok 1 og 2 fra 10°° fortynning med standardavvik..
Resultater fra qPCR sees 1 figur 3.4. Av figuren kan en se at Ct-verdier fra de to vekstforsekene
folger hverandre tett fra time O til time 10. Etter time 15 ser en fra vekstforsek 1 Ct-verdier som

stabiliserer seg pa omtrentlig 22. Samtidig avviker vekstforsek 2 der en ser Ct-verdier som

fluktuerer rundt verdiomrade 23-24.
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Figur 3.4: Viser sammenligning av Ct-verdier etter gPCR analyse mot ‘Pasteurella atlantica gv.
salmonicida’ for vekstforsok 1 og 2.

Sammenligner en resultatene fra figur 3.2, 3.3 og 3.4 kan en se at ved OD-maling (figur 3.2)
og CFU (figur 3.3) gir de to vekstforsgkene relativt like resultater. Sammenligner en derimot

Ct-verdiene (figur 3.4) fra qPCR er det et storre avvik mellom de to forsekene etter 10 timer.

Av figur 3.5 kan en se korrelasjonen mellom CFU og OD-malinger for de to vekstforsekene.
Av grafen kan en se at den eksponentielle vekstfasen var raskere overstétt for CFU enn tettheten
fra OD-malingene. Videre fluktuerer antall CFU i tidsrommet 20-30 timer og synker etter 29

timer.

Av figur 3.6 kan en se korrelasjonen mellom Ct-verdier og CFU fra de to vekstforsekene. Av
grafen ser en et stort standardavvik for Ct-verdiene av mellom vekstforsek 1 og 2. Videre virker
Ct-verdiene a stabilisere seg tidligere rundt tidsrommet 10-15 timer, mens antall CFU ser ut til

a gke helt frem til 20 timer.
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OD og CFU
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Figur 3.5: Viser sammenligning OD mdlinger og CFU for ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ inokulert

i TSBSS. Grafen er fremstilt ved gjennomsnittsberegning av CFU og OD resultater fra vekstforsok 1 & 2 og
inkluderer standardavviket mellom de to.

CFU og gPCR
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Figur 3.6: Viser sammenligning av Ct-verdi og CFU for ‘Pasteurella atlantica gv. salmoncida’ inokulert i
TSBSS. Grafen er fremstilt ved gjennomsnittsberegning av CFU og Ct-verdier fra vekstforsok 1 & 2 og
inkluderer standardavviket mellom de to.

30



Gjennom utregning basert pa resultatene fra CFU (figur 3.3) ble det beregnet omtrentlig dyrkbar
tetthet 1 TSBSS kulturen over tid (Tabell 3.1). Korrelerer en OD-mélingene (figur 3.2) med
CFU utregningen kan en bruke disse resultatene til & gi et anslag av den dyrkbare tettheten i

TSBSS kulturen i sanntid.

Tabell 3.1: Viser beregnet CFU/ml i TSBSS kultur over tid ved d korrelere OD-malinger med CFU madlinger. .

Tid i timer 0 5 10 15 20 25 29 36

0,03 0,05 0,11 0,17 0,20 0,25 0,28 0,30
CFU 10°® 7 7 17 32 53 48 51 40
CFU/ml 7 x 107 7 x 107 1.7x10® 3.2x10® 53x10® 4.8x10%® 5.1x10® 4.0x10%

| TSBSS

3.3 Undersokelse av miljgoverlevelse hos ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’
1 mikrokosmer

Et isolat av ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ (VIB 3624) ble dyrket opp pa BAS og
identiteten ble bekreftet ved MALDI-TOF analyse. Isolatet ble sd inokulert pA TSBSS kultur
og maélt for OD. Tabell 3.1 ble nyttet til & estimere mengden TSBSS som matte vaskes og
tilferes mikrokosmene for & oppnd en dyrkbar tetthet pa 1 x 108 CFU/ml ‘Pasteurella atlantica
gv. salmonicida’ i hver av mikrokosmene. For mikrokosmene péd 15 °C ble uttaket gjort etter
10 timers inkubasjon nar kulturen var mélt til en OD pa 0,11. Ved & bruke tabell 3.1 ble det
vasket og tilfort 6 ml TSBSS kultur til hver av mikrokosmene, noe som tilsvarer en estimert
CFU/ml pa 1,02 x 10, Til mikrokosmene pé 4 og 10 °C ble uttaket fra TSBSS kulturen gjort
etter 15 timers inkubasjon, nar kulturen var malt til en OD pa 0,186. Basert pa tabell 3.1 ble det
derfor vasket og tilfert 3,2 ml TSBSS til hver av mikrokosmene som skulle tilsvare en estimert
startkonsentrasjon pé 1,008 x 10° CFU/ml.

For & se den retrospektive mengden dyrkbare enheter av ‘P. atlantica gv. salmonicida’ tilfort
til mikrokosmene ble det gjennomfort en fortynningsrekke av TSBSS kulturen. Av samme
arsak ble det ogsa foretatt en fortynningsrekke av mikrokosmene etter bakteriene var tilsatt.
Den estimerte mengden og den faktiske mengden kan sees tabell 3.2. I tabellen kan en se at det
for alle temperaturer var en heyere CFU/ml i TSBSS kulturen enn det som var estimert pa
bakgrunn av resultatene i vekstforsek 1 og 2 (se tabell 3.1). Videre var den faktiske CFU/ml
lavere enn estimert for alle mikrokosmene foruten mikrokosme 1 pa 15 °C (se tabell 3.2). Av
den faktiske CFU/ml i mikrokosmene som ble holdt péd 4 og 10 °C kan en se at variasjonen

mellom triplikatene var betydelig mindre sammenlignet med mikrokosmene pé 15 °C.
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Tabell 3.2: Viser mengden TSBSS som ble vasket og tilfort hver av mikrokosmene. Viser videre den
estimerte (rundet opp til to desimaler) og faktiske dyrkbare kolonitettheten (rundet opp til to desimaler) av
‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ i henholdsvis TSBSS kulturen og mikrokosmene.

Mikrokosme OD maling Uthentet Estimert Faktisk Estimert CFU/ml Faktisk CFU/ml

ID (MK) TSBSS mengde CFU/ml i CFU/ml i i mikrokosme i mikrokosme
kultur (ml) TSBSS TSBSS TSBSS ved start ved start

MK 1 0,186 3,2 3,2x 108 4,6 x 108 1,0 x 10° 3,4x10°

(4°C)

MK 2 0,186 3,2 3,2 x 108 4,6 x 108 1,0 x 10° 3,4x10°

(4°C)

MK 3 0,186 3,2 3,2x 108 4,6 x 108 1,0 x 10° 3,4x10°

(4°C)

MK 1 0,186 3,2 3,2 x 108 4,6 x 108 1,0 x 10° 2,7 x10°

(10°C)

MK 2 0,186 3,2 3,2x 108 4,6 x 108 1,0 x 10° 3,0x10°

(10°C)

MK 3 0,186 3,2 3,2 x 108 4,6 x 108 1,0 x 10° 3,8x10°

(10°C)

MK 1 0,110 6,0 1,7x 108 2,4x108 1,0 x 10° 1,4 x 10°

(15°C)

MK 2 0,110 6,0 1,7 x 108 2,4 x 108 1,0 x 10° 0,9 x 10°

(15°C)

MK 3 0,110 6,0 1,7x 108 2,4x108 1,0 x 10° 1,9x 10°

(15°C)

3.3.1 Miljeoverlevelse ‘P. atlantica gv. salmonicida’ ved ulike temperaturer

Mikrokosmene (MK) ble inkubert ved henholdsvis 4, 10 og 15 °C. Annenhver dag ble flaskene
ristet for det ble tatt ut 1 ml fra hver mikrokosme til fortynningsrekke og gjort utstryk for &
underseke hvor lenge ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ var dyrkbar samtidig som en

onsket & kartlegge hvilke andre bakteriearter som var til stede.

Fra mikrokosmene inkubert pd 4 °C ble det ved starten av forseket funnet vekst av ‘P. atlantica
gv. salmonicida’ som tilsvarte en dyrkbarkolonitetthet pa omtrentlig 3,3 x 10> CFU/ml i hver
av triplikatene. Etter to degn fikk en fra MK 1 og 2 vekst pa mellom 126-174 kolonier av ‘P.
atlantica gv. salmonicida’ fra 1:10 fortynning, noe som tilsvarer en tetthet pa 1,26-1,74 x 10*
CFU/ml i mikrokosmene. Fra MK3 var det derimot i gjennomsnitt kun 25 kolonier tilsvarende

2500 CFU/ml etter 2 degn inkubasjon. Neste proveuttak var pa dag 5 av forseket, og fra det
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utstryket og 1 alle andre pafelgende utstryk klarte en ikke pévise vekst av ‘Pasteurella atlantica

gv. salmonicida’ 1 noen av mikrokosmene.

Utstryk fra mikrokosmene inkubert ved 10 °C grader ga ved starten av forseket en vekst av ‘P.
atlantica gv. salmonicida’ som i gjennomsnitt tilsvarte 3,15 x 10° CFU/ml. Fra utstryk pa dag
2 av forseket ble kun funnet dyrkbar ‘P. atlantica gv. salmonicida’ 1 MK 2 og 3. Fra disse ble
det i 1:10 fortynning kun funnet henholdvis 2 og 3 (Gjennomsnitt av parallell) kolonidannende
enheter, noe som tilsvarer omtrentlig 2-300 CFU/ml i mikrokosmene. Etter dag 2 ble det ikke

lenger funnet kolonier som kunne bekreftes & vaere ‘P. atlantica gv. salmonicida’.

Mikrokosmene inkubert ved 15 °C viste pa utstryk fra dag 0 en stor variasjon i antall CFU av
‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ mellom triplikatene. Fra MK 1 ble det fra 103 fortynning
telt i gj.snitt 143 CFU, noe som tilsvarer en estimert dyrkbar tetthet pa 1,430 x 10° CFU/ml i
mikrokosmen. Til sammenligning ble det fra MK 2 og MK 3 funnet en CFU som tilsvarer en
estimert CFU/ml pa henholdsvis 9,0 x 10* og 1,90 x 10° (Se tabell 3.2). P4 utstryk fra dag 2 av
forseket ble vekst av ‘P. atlantica gv. salmonicida’ bare funnet hos MK 1. Her ble det telt 3
kolonier fra 10? fortynning bekreftet & veere ‘P. atlantica gv. salmonicida’, noe som tilsvarer en
dyrkbar tetthet pd estimert 3000 CFU/ml i mikrokosmen. P4 alle pafolgende provetakinger ble

det ikke funnet kolonier av ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’.

En sammenligning av CFU resultatene for mikrokosmene pé temperaturene 4, 10 og 15 °C viser
at det ikke ved noen temperatur lyktes & finne kolonidannende enheter av ‘Pasteurella atlantica
gv. salmonicida’ pé utstryk gjort etter dag 2. Likevel er det forskjeller store 1 antall CFU pé dag
2 av forsgket, der en av figur 3.7 kan se at 4 °C mikrokosmene har en langt heyere CFU
sammenlignet med de andre temperaturene. Data i figur 3.7 er fremstilt ved & ta et gjennomsnitt
av alle triplikatene i1 1:10 fortynning for hver temperatur og viser derfor ikke nedvendigvis

variasjonen i CFU mellom triplikatene innenfor hver temperatur.
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CFU Mikrokosmer 4°C, 10°C og 15 °C
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Figur 3.7: Viser variasjon over tid av antall CFU ‘P. atlantica gv. salmonicida’ utstroket pd
BAS ved 1:10— fortynning. Grafen viser et gjennomsnitt av triplikater som er inkubert pd
temperaturene 4, 10 og 15 °C. Resultater for mikrokosmer inkubert ved 10 og 15 °C var sa
like at de folger hverandre tett i figuren og kan derfor veere vanskelig a skille.

3.3.2 Populasjonsdynamikk i mikrokosmer ved ulike temperaturer
Pa utstryk fra mikrokosmene fikk en gjennom hele forseket vekst av bakteriekolonier som ikke
var ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’. Disse ble telt med formél om a kartlegge hvordan

populasjonsdynamikken endret seg underveis i forsgket.

For mikrokosmene som var inkubert pd 4 °C var det i snitt vekst av kun et fatall kolonier som
var av andre arter (AA) enn ‘P. atlantica gv. salmonicida’. Etter 2 degns inkubasjon var det en
gradvis ekning i antall AA-kolonier bdde pa BAS og marineagar (MA) (figur 3.8). AA-
koloniene pa BAS stabiliserte seg i overkant av 150 CFU, mens CFU pa MA ekte kontinuerlig.
Figur 3.8 er fremstilt ved & gjore en gjennomsnittsberegning mellom triplikatene og viser

standardavviket mellom disse.
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Figur 3.8: Viser antall CFU utstroket for ‘Pasteurella atlantica’ salmonicida pd BAS (Pasteurella BAS),
for andre arter pa BAS (Andre arter BAS) og Marineagar (MA). Det ble ikke funnet vekst av ‘Pasteurella
atlantica gv. salmonicida’ pa MA-skdler. Grafen viser antall CFU fra en 1:10 fortynning. Data er fremstilt

ved en gjennomsnittsberegning av triplikatene som ble inkubert p& 4 °C.

Mikrokosmer inkubert pd 10 °C viste en svak og gradvis vekst i gjennomsnitt av antall AA-
kolonier bdde pd MA og BAS (Figur 3.9). Figur 3.9 er fremstilt ved & gjore en

gjennomsnittsberegning mellom triplikatene og viser standardavviket mellom dem.

CFU Mikrokosmer 10 °C
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Figur 3.9: Viser antall CFU utstroket for ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ pd BAS (Pasteurella
BAS), for andre arter pa BAS (Andre arter BAS) og Marineagar (MA). ). Det ble ikke funnet vekst av
‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ pa MA-skdler. Grafen viser antall CFU fra en 1:10 fortynning.

Data er fremstilt ved en gjennomsnittsberegning av triplikatene som ble inkubert p& 10 C.
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Mikrokosmer inkubert pd 15 °C viste lite vekst av AA-kolonier. Det hoyeste antall CFU ble
registert etter to degns inkubasjon og var i gjennomsnitt i underkant av 50 CFU fra 1:10
fortynning noe som tilsvarer 500 CFU/ml i mikrokosmen (Figur 3.10). Figur 3.10 viser en
gjennomsnittsberegning mellom triplikatene som ble inkubert pa 15 °C. Variasjonen mellom

triplikatene er vist ved standardavvik.

CFU Mikrokosmer 15 °C
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Figur 3.10: Viser antall CFU utstroket for ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ pd BAS (Pasteurella BAS), for
andre arter pda BAS (Andre arter BAS) og Marineagar (MA). Det ble ikke funnet vekst av ‘Pasteurella
atlantica gv. salmonicida’ pa MA-skdler. Grafen viser antall CFU fra en 1:10 fortynning. Data er fremstilt
ved en gjennomsnittsberegning av triplikatene som ble inkubert pa 15 C.

3.3.3 Populasjonsdynamikk 1 mikrokosmer: identifisering av dyrkbare kolonier
I mikrokosme forseket (avsnitt 3.3) ble det kontinuerlig benyttet MALDI-TOF analyse til &
bekrefte vekst av ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’, samtidig som det ble foretatt analyser

av AA-kolonier for 4 kartlegge hvilke andre arter som var til stede i mikrokosmene.

Resultatet av MALDI-TOF analysen viser at det var svaert fa av AA-koloniene som ga ett treff
1 databasen til MALDI-TOF systemet. I lopet av forseket ble det gjennomfoert i underkant av
250 kolonianalyser ved MALDI-TOF. I tabell 3.3 er alle analyser som ga treff fremvist, med

unntak av treff for Pasteurella sp.

36



Tabell 3.3: Viser totalt antall organismer som ga treff i MALDIi-TOF analyse med unntak av treff for
Pasteurella sp. En score over 2.0 ansees som et sikkert treff pa artniva, en score mellom 1.70 og 2.0 ansees
som sikkert treff pa genusniva og en score under 1.70 vurderes som ingen resultat.

Dag Mikrokosme ID Organisme (Beste treff) Score
0 MK 3 (4 °C) Shewanella woodyi 1,99
0 MK 3 (3 °C) Vibrio splendidus 2,06
0 MK 2 (4 °C) Vibrio splendidus 1,73
2 MK 2 (15 °C) Vibrio splendidus 1,81
2 MK 1 (15 °C) Vibrio splendidus 1,77
2 MK 1 (15 °C) Shewanella woodyi 1,74
2 MK 1 (15 °C) Vibrio splendidus 1,92
2 MK 3 (15 °C) Shewanella kaireitica 1,76
4 MK 2 (15 °C) Shewanella japonica 1,72
7 MK 2 (15 °C) Shewanella kaireitica 1,94
7 MK 3 (15 °C) Shewanella japonica 1,74
9 MK 1 (10 °C) Vibrio splendidus 2,25
9 MK 2 (4 °C) Shewanella colwelliana 1,70
9 MK 3 (4 °C) Shewanella japonica 1,92
9 MK 2 (10 °C) Flavobacterium gelidilacus 2,03

3.3.4 Undersogkelse av veksthemming

Det ble valgt ut 18 AA-kolonier fra BAS skélene brukt i mikrokosmeforseket. Det ble forsekt
a velge ut kolonier som var morfologisk ulike. Disse ble overfort til BAS skédler med som var
dyrket opp med teppevekst av ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’. Formalet var &
underseke hvorvidt AA-koloniene som vokste etter utstryk fra mikrokosmene kunne hemme

vekst av ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ pé skal.
Resultatet av forsgket er at det ikke ble funnet veksthemmingssoner for noen av de 18-

koloniene. Koloni nummer 5, 6, 7, 9, 13, 14 og 16 ble funnet & vare -hemolytisk. Bilder fra

undersokelse av skélene kan sees i1 figur 3.11. Det ble gjort MALDI-TOF analyse av alle
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kolonier. Resultater fra analysen er fremvist i tabell 3.4. Det ble ikke funnet treff i databasen

for koloni nr 3, 12 og 15.

Tabell 3.4: Viser totalt antall organismer som ga treff i MALDIi-TOF analyse av de 18 kolonier i forsoket.

En score over 2.0 ansees som et sikkert treff pa artniva, en score mellom 1.70 og 2.0 ansees som sikkert
treff pa genusniva og en score under 1.70 oppgis som ingen resultat

Koloninummer Organisme (Beste treff) Score
1 Shewanella japonica 1.78
2 Vibrio splendidus 2.29
4 Vibrio splendidus 2.05
5 Vibrio splendidus 2.05
6 Vibrio splendidus 2.26
7 Vibrio splendidus 2.17
8 Vibrio splendidus 2.05
9 Vibrio splendidus 1.76
10 Shewanella marinintestina 2.12
11 Shewanella japonica 1.83
13 Vibrio splendidus 2.14
14 Vibrio splendidus 2.30
16 Vibrio splendidus 2.16
17 Vibrio splendidus 2.05
18 Vibrio splendidus 1.95
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Figur 3.11: Viser vekst av 18 tilfeldig valgte AA-kolonier pd en skal dekket med Pasteurella atlatnica gv.
salmonicida.

3.3.5 qPCR basert estimering av ‘P. atlantica gv. salmonicida’ overlevelse

Det ble filtrert prever fra mikrokosmer med formal om & gjere en qPCR-analyse med
‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ spesifikke prober for a se pa variasjoner i Ct-verdi over
tid. Ved qPCR analyse av mikrokosmene kan en monitorere endringen av ‘Pasteurella atlantica
gv. salmonicida’ genomekvivalenter over tid. Fullstendig tabell som viser alle Ct-verdier fra

gqPCR-analyse av mikrokosmene kan sees i Appendiks III.

Analyser fra mikrokosmer inkubert pa 4 °C viser at de tre mikrokosmene ga nerliggende Ct-
verdier pd dag 0 i omrade rundt 23-24. Videre var det en gradvis reduksjon i genomekvivalenter
frem mot dag 7. P4 dag 14 av forseket steg Ct-verdiene til omtrentlig 29 for alle de tre
mikrokosmene. Ct-verdier fra dag 19 av forseket viser at mikrokosme 1 hadde et fortsettende
nedgang av genomekvivalenter til en Ct-verdi pd omtrent 31, mens mikrokosme 2 og 3 hadde
en svak ekning, til en Ct-verdi i omradde 27-28. Fra hver mikrokosme ble det tatt ut prover i
triplikater. I figur 3.12 er det gjort et gjennomsnitt av disse triplikatene for hver av de tre
mikrokosmene fremstilt. Det er lagt inn standardavvik som viser variasjonen i Ct-verdi for hver

av triplikatene.
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Figur 3.12: Viser Ct-verdier fra gPCR analyse av mikrokosmer inkubert pa 4 °C over en tidsperiode pd 19
dogn. Fra hver mikrokosme ble det tatt ut prover i triplikater. Grafen viser en gjennomsnittsberegning av
Ct-verdiene for hvert triplikat med tilhorende standardavvik.

Resultat fra qPCR analyse av mikrokosmer inkubert pd 10 °C viser at alle tre mikrokosmer
hadde en gradvis reduksjon i genomekvivalenter frem til dag 14 av forseket. Analyser fra dag
7 viser et storre standardavvik mellom triplikatene sammenlignet de andre preveuttakene. I
figur 3.13 kan en se utviklingen i Ct-verdi over tid for de tre mikrokosmene. Grafen er fremstilt
ved a4 gjore en gjennomsnittsberegning av triplikatenes Ct-verdi for hver mikrokosme, med

tilhgrende standardavvik.
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Figur 3.13: Viser Ct-verdier fra gPCR analyse av mikrokosmer inkubert pa 10 °C over en tidsperiode pa 19
dogn. Fra hver mikrokosme ble det tatt ut prover i triplikater. Grafen viser en gjennomsnittsberegning av
Ct-verdiene for hvert triplikat med tilhorende standardavvik.

Ct-verdier fra qPCR analyser av mikrokosmer inkubert pad 15 °C er fremstilt i figur 3.14.
Figuren er fremstilt ved & gjore en gjennomsnittsberegning av Ct-verdiene fra provetriplikatene
av hver mikrokosme med tilhgrende standardavvik. Av figuren kan en se at det pd dag 0 var
noe variasjon i registrert mengde genomekvivalenter mellom mikrokosmene. Videre var det fra
dag 4 til dag 9 en gkning i Ct-verdi fra 25-27 til 1 underkant av 35. Fra dag 9 og videre sees kun

en gradvis reduksjon av genomekvivalenter.
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Figur 3.14: Viser Ct-verdier fra gPCR analyse av mikrokosmer inkubert pa 4 °C over en tidsperiode pd 19
dogn. Fra hver mikrokosme ble det tatt ut prover i triplikater. Grafen viser en gjennomsnittsberegning av
Ct-verdiene for hvert triplikat med tilhorende standardavvik

I figur 3.15 fremstilles en sammenligning av resultatene fra qPCR analysen for mikrokosmer

inkubert pa 4, 10 og 15 °C. Grafen er fremstilt ved a forst gjore en gjennomsittsberegning av

triplikatene for hver mikrokosme pé de forskjellige temperaturene for det s& pa nytt ble gjort en

gjennomsnittsberegning av de 3 mikrokosmene pa hver inkubasjonstemperatur. Det er lagt til

standardavvik som viser forskjellen i gjennomsnitts Ct-verdi mellom de 3 mikrokosmene for

hver temperatur.

En ser antall genomekvivalenter faller hurtigere ved 15 °C enn det som blir sett ved lavere

temperaturer. Videre ser en at pa lavere temperaturer reduseres mengden genom ekvivalenter i

mikrokosmene saktere, samtidig som de stabiliserer seg pé lavere Ct-verdier.
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Mikrokosmer 4 °C, 10 °C og 15 °C
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Figur 3.15: Viser en sammenligning av Ct-verdier fra ¢qPCR analyse av mikrokosmer inkubert pd 4, 10 og
15 °C over en tidsperiode pa 19 dogn.

For hver inkubasjonstemperatur var det inkludert en kontroll mikrokosme uten tilsetning av ‘P.
atlantica gv. salmonicida’.

Det ble gjort qPCR analyse av disse mikrokosmene og 10 av disse analysene ga positivt
analyseresultat for ‘Pasteurella atlantica gv. salmoncida’. Totalt ble det gjennomfert 60 gPCR
analyser av kontroll-mikrokosmene. De positive Ct-verdiene fra kontrollmikrokosmene er

fremvist 1 tabell 3.5.

Tabell 3.5: Viser de Ct-verdiene som var positive etter gPCR analyse av kontroll-mikrokosmene.

Inkubatortemperatur DAG Ct-verdi Threshold (dR)
4°C 7 37,05 130,11
10 °C 7 36,46 130,11
10°C 7 37,16 130,11
10 °C 14 36,59 130,11
10°C 14 35,35 130,11
15 °C 2 29,63 128,94
15°C 2 30,45 128,94
15 °C 2 29,7 128,94
15°C 4 36,77 128,94
15 °C 14 36,12 130,11
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3.4 Agardiffusjon: Undersgkelse av antibiotikasensitivitet
Bakterieisolatene ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ (VIB 3624), ‘Pasteurella atlantica
gv. cyclopteri’ (VIB 5284) og Pasteurella skyensis (VIB 3645) ble sensitivitetstestet for en

rekke antibiotika ved agardiffusjon.

I forsgket ble isolatene Staphylococcus aureus (CCUG 17621) og Aeromonas salmonicida
subsp. salmonicida (NCIMB 1102) benyttet som kontroller. Diffusjonssoner fra kontroller ble
kvalitetssikret opp mot kvalitetskontroll (QC) verdiene fastsatt i Clinical and Laboratory
Standards Institute veterinary antimicriobial suspectibility testing guideline VET04 (CLSI,
2020)

Resultater fra Staph. aureus kvalitetskontroll viser at alle diffusjonssoner tilgjengelig var
innenfor QC-grenseverdiene som fremkommer av VET04 (se tabell 3.6). Det gjores
oppmerksom pa at QC-verdiene for Staph. aureus i VET04 er gjort ved bruk av Mueller-Hinton
agar (MHA). I dette forseket ble det nyttet blodagar for diffusjonstesting av Staph. aureus.
Videre gjores det oppmerksom pa at det er forskjeller i mengde antibiotika brukt her
sammenlignet med det som ble brukt i VET04 for preparatene ampicillin, amoxycillin

clavulansyre 2:1, sulphamethoxazole trimpethoprim og nitrofurantoin (Tabell 3.6)

Tabell 3.6: Viser diffusjonstesting av Staph. aureus for ulike antibiotika. Mengde VET04 referer til mengde
brukt i VET04. QC diameter referer til grenseverdier satt i VET04. Mengde testet referer til mengde brukt i
forsoket. Avlest diameter referer til den oppnadde diffusjonssonen i forsoket.

Antibiotika (kode) Mengde VET04 Mengde testet QC diameter Avlest diameter
(mm) (mm)

Ampicillin 30 ug 2ug 27-35 30
Neomycin 30 ug 30 ug 18-26 22
Chloramphenicol 30 ug 30 ug 19-26 25
Pencillin G 1 unit 32
Amoxycillin clavulansyre 2:1 20/10 pg 30 ug 28-36 36
Cefotaxime 5pug 25
Clindamycin 2 ug 2 g 24-30 27
Tobramycin 10 ug 21
Sulphamethoxazole 1.25/23.75 pg 25 g 20-26 20
trimethoprim

Nitrofurantoin 300 pg 100 ng 18-22 19
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Fusidic acid
Erythromycin
Tetracycline
Cefoxitin
Nalidixic acid
Polymyxin
Oxacillin
Florfenicol
Ceftazidime
Ciprofloxacin
Gentamicin
Meropenem
Trimethoprim
Ampicillin
Cephalexin

15 ug
30 g
30 g

lpg
30 g

10 ug

10 ug

10 ug
15 ug
30 ug
30 g
30 ug
300 units
lupg
30 g
10 ug
S g
10 ug
10 ug
S g
10 ug
30 g

22-30
24-30
23-29

18-24
22-29

19-27

27-35

Resultater fra diffusjonstesting av Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida (NCIMB 1102)

og QC-grenser grenser fra VET04 fremkommer i tabell 3.7. Av tabellen kan en se at den

oppnddde diffusjonsdiameteren ved sulphamethoxazole trimethoprim, sentamicin og ampicillin

ikke er innenfor de QC-grenseverdiene satt i VET04 for det aktuelle isolatet. Det gjores

oppmerksom pé at QC-verdiene i VET04 er gjort ved bruk av MHA mens det i dette forsaket

ble nyttet blodagar etter Veterin@rinstituttets praksis for sensitivitetstesting av fiskepatogene

bakterier. Videre gjores det oppmerksom pé at konsentrasjonen varierer fra den oppgitti VET04

for sulpamethoxazole trimethoprim.

Tabell 3.7: Viser diffusjonssoner hos Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida for en rekke antibiotika.
Inkluderer QC-verdier og mengde antibiotika fra VET04.

Antibiotika (kode)

Ampicillin

Neomycin

Chloramphenicol

Pencillin G

Amoxycillin clavulansyre 2:1
Cefotaxime

Clindamycin

Tobramycin

Mengde VET04

Mengde testet

2 g
30 g
30 ug
1 unit
30 ug

S g

2 g
10 ug

QC diameter
(mm)

23
25
30
28

24
26
20
25
22
33
22
34
28

Avlest diameter

(mm)

45

24
18
34

0
34
33

0
17



Sulphamethoxazole 1.25/23.75 g 25 g 24-39
trimethoprim

Nitrofurantoin 100 pg
Fusidic acid 10 ug
Erythromycin 15 ug 15 ug 19-31
Tetracycline 30 ug
Cefoxitin 30 ug
Nalidixic acid 30 ug
Polymyxin 300 units
Oxacillin 1pg
Florfenicol 30 ug 30 ug 34-47
Ceftazidime 10 ug
Ciprofloxacin 5ug
Gentamicin 10 pg 10 pg 22-32
Meropenem 10 ug
Trimethoprim 5ug
Ampicillin 10 ug 10 ug 35-44
Cephalexin 30 ug

Resultatet av agardiffusjonstesting av de tre bakterieisolatene ‘Pasteurella atlantica gv.
salmonicida’ (VIB 3624), ‘Pasteurella atlantica gv. cyclopteri’ (VIB 5284) og Pasteurella
skyensis (VIB 3645) er fremvist i tabell 3.8.

Av tabellen kan en se at alle de tre bakterieisolatene ble det pavist relativt sma diffusjonssoner
ved testing for antibiotikumene neomycin, clindamycin og trimethoprim. Videre ga
tobramycin, sulphamethoxazole trimethoprim, oxacillin og gentamicin en liten diffusjonssone
for ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ og Pasteurella skyensis. For antibiotikumet
meropenem var det kun ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ isolatet som fikk en liten
sonestorrelse. For ampicillin var det kun ‘Pasteurella atlantica gv. cyclopteri’ som en mindre
sonestorrelse pd henholdsvis 19 mm. Clindamycin var det eneste antibiotikumet som ga en

sonediameter pd 0 mm for alle de isolatene.
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19
37
41
41
21
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37
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Tabell 3.8: Tabell viser agardiffusjons resultater for isolatene ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ (VIB
3624), ‘Pasteurella atlantica gv. cyclopteri’ (VIB 5284) og Pasteurella skyensis (VIB 3624). Resultatet er
oppgitt i millimeter av sonediameter. Sonestorrelser <I4 mm er farget rodlig, 15-19 mm er farget gul og

sonestorrelser 220 er ikke farget.

Antibiotikum

Ampicillin
Neomycin
Chloramphenicol
Pencillin G
Amoxyecillin clavulansyre 2:1
Cefotaxime
Clindamycin
Tobramycin
Sulphamethoxazole trimethoprim
Nitrofurantoin
Fusidic acid
Erythromycin
Tetracycline
Cefoxitin
Nalidixic acid
Polymyxin
Oxacillin
Florfenicol
Ceftazidime
Ciprofloxacin
Gentamicin
Meropenem
Trimethoprim
Ampicillin
Cephalexin

3.4.1

salmonicida’ og ‘P. atlantica gv. cyclopteri’

salmonicida’

(Diameter i mm)

‘Pasteurella atlantica gv.

25

46

W W
N =

47

(98]
\O

27

W W
~N W

28

W W
oS O

43
32
40

(98} —
—_ ~

30

gv. cyclopteri’

(Diameter i mm)

‘Pasteurella atlantica

Pasteurella
skyensis
(Diameter i mm)
31 33
1o I
48 42
33 26
40 33
43 40
26 17
30 S
52 45
28 24
37 24
38 28
35 32
35 32
29 30
24 19
40 40
33 22
44 39
24 19
36 26
15
19 26
33 30

Sensitivitetsforskjeller innad i1 taksonomiske grupper av ‘P. atlantica gv.

For & undersoke om det foreligger sensitivitetsforskjeller mellom forskjellige bakteriestammer

av ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ og ‘Pasteurella atlantica gv. cyclopteri’ ble det gjort

en agardiffusjonstest for 12 utvalgte antibiotika. De utvalgte antibiotika ble valgt pa bakgrunn

av resultatene fremvist i tabell 3.8 og dets enkelte antibiotikas virkemekanisme.
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Resultater fra diffusjonstesting for ulike stammer av ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’
kan sees 1 Appendiks 1. ‘P. atlantica gv. salmonicida’ viser forholdvis liten sensitivitet for
antibiotikumene neomycin, clindamycin og oxacillin. For neomycin og clindamycin var det
kun isolatet VIB 3642 som ga en hemmingssone over 15 mm. Videre var det for gentamicin,
sulphamethoxazole trimethoprim (Sulph. Trim) og tobramycin jevnt over liten sonediameter,
med unntak av enkelte stammer. VIB 3624 var lite sensitiv for meropenem, mens de andre
stammene viste stor grad av sensitivitet for antibiotikumet. For ampicillin, fusidic acid,
erythtomycin og ceftazidime ble det det bare funnet sonediameter av medium eller stor sterrelse

og variasjonsbredden mellom stammene var forholdvis liten (Tabell 3.9).

Tabell 3.9 viser gjennomsnittsberegninger, standardavvik, median, min-verdi, maks-verdi og
variasjonsbredden av sonediameterstorrelsen til hvert enkelt antibiotika testet pd isolater av

‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’.

Tabell 3.9: Viser gjennomsnittsberegninger (Gj.snitt), standardavvik (Std.av), median, minimumverdi
(Min), maksimumverdi (Maks) og variasjonsbredde (Var.bred) for sonediameter hos de ulike isolater av
‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ mot hvert enkelt antibiotikum.

Antibiotikum Gj. snitt Std.av Median Min Maks Var. bred

Neomycin 13 1,8 13 9 17 7
Clindamycin 4 6,5 0 0 16 16
Tobramycin 16 1,6 16 14 20 6
Sulph.trim 15 11,6 16 0 34 34
Oxacillin 3 6,4 0 0 16 16
Gentamicin 16 1,6 16 14 20 6
Meropenem 38 9,7 40 12 49 37
Trim.thoprim 16 10,9 20 0 29 29
Ampicillin 34 2,1 34 31 38 7
Fusidic acid 28 2,0 27 25 32 7
Erythtomycin 36 3,5 36 31 42 11
Ceftazidime 34 3,7 32 28 39 11
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Resultater fra agardiffusjonstesting av ulike stammer av ‘Pasteurella atlantica gv. cyclopteri’
er fremvist i Appendiks II. Alle stammer viste resistens eller forholdsvis nedsatt felsomhet for
clindamycin (Tabell 3.10, Appendiks II). For oxacillin ble det ogsa sett mindre soner hos alle
stammer, med gjennomsnittsdiameter pd 21, og en relativt lav variasjonsbredde pa 7. For de
resterende testede antibiotikum ble det ikke sett en nedsatt folsomhet for alle stammer. Det var
kun sett enkeltstammer som hadde nedsatt sensitivitet for et fatall antibiotika: trimethoprim og

ampicillin ga kun soner av liten storrelse hos bakterieisolatet VIB 5284 (Appendiks II).

Tabell 3.10 viser gjennomsnittsberegninger, standardavvik, median, min-verdi, maks-verdi og
variasjonsbredden av sonediameterstorrelsen til hvert enkelt antibiotika testet pd isolater av
‘Pasteurella atlantica gv. cyclopteri’.

Tabell 3.10: Viser gjennomsnittsberegninger (Gj.snitt), standardavvik (Std.av), median, minimumverdi

(Min), maksimumverdi (Maks) og variasjonsbredde (Var.bred) for sonediameter hos de ulike isolater av
‘Pasteurella atlantica gv. cyclopteri’ mot hvert enkelt antibiotikum.

Antibiotikum Gj. snitt Std.av Median Min Maks Var.bred

Neomycin 20 1,1 19 18 21 3
Clindamycin 9 9,6 10 0 22 22
Tobramycin 24 2,2 23 21 27 7
Sulph.trim 32 4,2 33 22 36 14
Oxacillin 21 1,9 21 17 24 7
Gentamicin 23 1,3 23 20 25 4
Meropenem 42 4,2 42 36 47 12
Trimethoprim 29 6,6 29 15 39 25
Ampicillin 37 6,7 39 19 44 24
Fusidic acid 28 1,2 28 25 30 5
Erythtomycin 37 2,3 37 32 41 9
Ceftazidime 37 2,1 37 33 40 7

3.5 Biofilmdannelse i kunstig og autoklavert sjgvann
‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ (VIB 3624) ble inkubert i 96 brenns mikrotiterplater
med formél om & undersgke dens evne til biofilmdannelse i kunstig sjgvann og filtrert og

autoklavert sjevann. Det ble funnet at medianverdi til provebrenner med kunstig sjevann var
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0.11 hayere enn korresponderende kontrollbrenner noe som kan indikere svak biofilmdannelse.
For bakteriene som var inkubert 1 filtrert og autoklavert sjovann ble det ikke funnet noen
indikasjon pa biofilmdannelse. For brennene med ikke-autoklavert sjovann ble det funnet

biofilmdannelse.

Prevebreonner med bakteriesuspensjon inokulert i kunstig sjevann ga 0.171 1 absorbans ved
méling pé 595 nm (Figur 3.16). Median av de tilherende 40 kontrollbrennene ble funnet & vare
0.160. Ved a subtrahere medianen av prevebrennene mot median av kontroll gir det 0.11 (Figur

3.17)

For autoklavert og filtrert sjovann ble median absorbans funnet 4 vere 0.170 (Figur 3.16).
Median av de tilherende kontrollbrennende var 0.19. Etter subtraksjon av kontrollbrennene gir

dette -0.02 (figur 3.17).

Tettheten 1 den inokulerte TSBSS kulturen som ble brukt i biofilmforseket hadde en OD pé
0.168 nér den ble hestet. I henhold til tabell 3.1 tilsvarer dette en omtrentlig dyrkbar tetthet pa
3.2 x 108 CFU/ml, noe som da gir en sluttkonsentrasjon pa 4.6 x 107 i hver brenn (25 pl
bakteriekultur i 150 pl vann). Det ble gjort utstryk fra tilfeldige brenner pa dag 3 og 6 1
inkubasjonstiden. Kontroll av bakterieveksten bekreftet renkultur med ‘P. atlantica gv.
salmonicida’ og at bakterien fortsatt var dyrkbar i undersokte brenner. Det ble ikke funnet vekst

av kontaminanter.
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Figur 3.16: Viser median av OD-mdlinger ved 595 nm for henholdvis kunstig sjovann (Kunst. Sjo),
Kontroll kunstig sjovann (Kontroll Kunst. Sjo), Autoklavert og filtrert sjovann (Autoklav) og Kontroll
autoklavert og filtert sjovann (Kontroll Autoklav). Grafen inkluderer grener som viser range (hayeste —
laveste verdi),
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Figur 3.17: Viser mengde biofilm fra ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ i kunstig sjovann (Kunst. Sjo)
og autoklavert og filrtert sjovann (Autoklav. Sjo) etter d ha subtrahert median av kontroll fra median av
provebronner. Positiv verdi viser at biofilm er tilstede. Negativ verdi viser at det ikke ble funnet biofilm
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4 Diskusjon

‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ forarsaker store tap og velferdsproblemer i norsk
oppdrettsnaering og er en betydelig biosikkerhetsrisiko. Til tross for dette vet vi ingenting om
hvor lenge bakterien overlever i sjgvann. I denne studien er det gjennomfert mikrokosmeforsek
hvor det ble funnet at ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’ sannsynligvis overlever
forholdsvis kort tid 1 milje in vitro. I forseket ble det nyttet naturlig sjgvann som ikke var filtrert
eller behandlet. Fordelen ved & nytte ubehandlet sjovann er at en sa langt det er mulig gir et
representativt bilde for de pédvirkningsforhold som bakteriene meter i det naturlige milje.
Likevel er det en del faktorer i det naturlige miljo som en ikke klarer & simulere i mikrokosmer.
Eksempelvis kan vannutskiftning, tilstrom av naringsstoffer og naturlig variasjon av
kohabiterende mikroorganismer tenkes & vare viktige elementer som spiller inn pd bakteriens
overlevelsesevner, som er vanskelig & replikere. Vi ensket & kartlegge hvor lenge ‘P. atlantica
gv. salmonicida’ overlever 1 miljo, fordi dette kan gi viktig kunnskap knyttet til biosikkerhet

og smittespredning av pasteurellose.

Innledningsvis var det enskelig & kartlegge vekstdynamikken til ‘P. atlantica gv. salmonicida’,
‘P. atlantica gv. cyclopteri’ og P. skyensis slik at en 1 videre arbeid kunne heste bakterier mens
de fremdeles var i eksponentiell vekstfase. Dette ble gjort ved & inokulere bakteriene i TSBSS
og gjore méilinger av OD. I forseket ble det sett at P. skyensis hadde den heyeste dyrkbare
tettheten gjennom hele inkubasjonsperioden og nadde platanivi tidligere enn ‘P. atlantica gv.
salmonicida’. Det lyktes derimot ikke & f& vekst utover 2 timer i ‘P. atlantica gv. cyclopteri’
kulturen, og kulturen var heller ikke dyrkbar etter 20 timer. Som felge av dette ble det gjort to
nye forsek pa & dyrke opp ‘P. atlantica gv. cyclopteri’ med et nytt batch-nummer av TSBSS
for 4 undersoke eventuelle defekter i dyrkningsmediet. Til tross for dette lyktes det ikke & pavise

en gkning i dyrkbar tetthet for ‘P. atlantica gv. cyclopteri’.

Det er usikkert hva som er drsaken til at det ikke lyktes & {4 vekst av ‘P. atlantica gv. cyclopteri’
1 TSBSS-kulturen. Det ble ikke funnet intakte bakterier under mikroskopering av gram-farget
preparat fra TSBSS-kulturen. Vekstforutsetningene i TSBSS burde vere gode for bakterien, da
det har veart vist vekst av samme bakterie i TSBSS. I en studie av Pasteurella sp. isolert fra
rognkjeks, ble det gjennomfert vekstforsek med TSB hvor ulike mengder FBS (I artikkelen
beskrevet som FCS) ble testet for & finne den optimale tilsetningsprosenten (Ellul et al. 2018).

I det forseket ble det funnet at den optimale FBS-prosenten var 10 %; samme konsentrasjon
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som ble nyttet i TSBSS kulturen i dette studiet. Ved en FBS tilsetning pd 10 % ble det i den
tidligere studien funnet at Pasteurella sp. isolotatet fra rognkjeks oppnadde plataniva etter 20
timers inkubasjon, noe som samsvarer med hva som ble sett i TSBSS kulturene med ‘P.
atlantica gv. salmonicida’ og P. skyensis isolatene i1 denne studien (Ellul et al. 2018). En
sannsynlig arsak til at det ikke lyktes & fa4 en vesentlig oppformering av ‘P. atlantica gv.
cyclopteri’ 1 TSBSS kan vare at en latent profag har blitt aktivert, og har produsert
bakteriofager som har fort til lysis av Pasteurella-cellene 1 kulturen. I en tidligere publisert
studie ble det gjennomfert helgenomsekvensering av to ‘Pasteurella atlantica’ fra rognkjeks
der in silico analyser avdekket tilstedevaerelse av 5 profager som var anslatt a4 vaere intakt (Ellul
et al., 2021). For & avgjere hvorvidt det var en aktivering av profager med et pafelgende
bakteriofag mediert drap av ‘P. atlantica gv. cyclopteri” som var érsaken til vekstproblemene i
TSBSS kreves det videre arbeid. Det ble vurdert & gjennomfere elektronmikroskopi av
bakteriekulturen, men som folge av utilstrekkelig tid ble dette dessverre ikke gjennomfort.
Skulle det avdekkes at vekstproblemene skyldes aktivering av latente profager ville det vaert
nyttig & undersoke hvilke faktorer som forte til at profagen ble aktivert med tanke pa utvikling
av potensielle biosikkerhets- og saneringstiltak. Dette ville ogsd vart av kommersiell nytte da
det er interesse for bakteriofag-terapi mot de fiskepatogene Pasteurella som virkemiddel i
sykdomsbekjempelse. Det er gjort store fremskritt i syntetisk biologi, noe som muliggjer at en
1 starre grad potensielt kan nytte temperate bakteriofager til terapeutiske formél (Monteiro et
al., 2019). Eksempelvis kan genredigering av temperate bakteriofager ved bruk av CRISPR-
Cas redusere vertscellens virulens, drepe vertscellen eller redusere dens tallrikhet, noe som er

vist med gode resultater i forsgk bade in vitro og in vivo (Nale et al., 2016; Park et al., 2017).

I mikrokosmeforsgket ble det funnet ‘P. atlantica gv. salmonicida’ ikke var dyrkbar i lang tid
1 naturlig sjevann. For alle inkubasjonstemperaturer var utstryk gjort etter to degns inkubasjon,
den siste gangen det lyktes & finne dyrkbare kolonier av bakterien. Til tross for dette er det trolig
at ‘P. atlantica’ var dyrkbar noe lenger ved 4 °C, ettersom den dyrkbare tettheten etter 2 degns
inkubasjon fortsatt var relativt hey, sammenlignet med hva som ble sett for 10- og 15 °C
mikrokosmene. Ved qPCR-analyse ble det sett en tilsvarende trend, med et hurtig frafall av
antall ‘P. atlantica gv. salmonicida’ genomekvivalenter ved hgyere inkubasjonstemperatur,
samtidig som 4 °C viste en mer gradvis reduksjon. Likevel ble det for alle temperaturer, og

gjennom hele forsgksperioden, funnet positive qPCR resultat for ‘P. atlantica gv. salmonicida’.
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Det er gjort flere mikrokosmeforsgk for & studere miljgoverlevelse hos fiskepatogene bakterier,
hvor det ved ulike analysemetoder tilsynelatende er pavist tilstedeverelse av bakterier etter at
bakteriene sluttet 4 vaere dyrkbar (Deere et al., 1996; Duodu & Colquhoun, 2010; Effendi &
Austin, 1994; Stanley et al., 2002). Det er kan vere flere arsaker til dette. Eksempelvis kan
intakt DNA fra dede celler gi utslag i PCR analyser, dede celler kan farges og oppfattes som
levende ved epiflourescens-mikroskopi, og IFAT eller ELISA kan binde antistoff til dede eller
delvis intakte celler (Morgan et al., 1991; Rudi et al., 2005; Stanley et al., 2002). Ettersom
mengden ‘P. atlantica gv. salmonicida’ tilfort mikrokosmene ga en relativt hoy dyrkbar tetthet
1 starten av forseket (se tabell 3.2), samtidig som det ble observert et raskt frafall av dyrkbare
kolonier (se figur 3.7) kan akkumulasjon av frittflytende DNA, og DNA fra intakte dede celler
ha forarsaket de positive qPCR analysene gjennom hele forseket. En annen mulighet er at ‘P.
atlantica gv. salmonicida’ bakteriene gikk inn i en levende men ikke-dyrkbar (VBNC)
livsform. For & pévise at bakterier entrer VBNC ma bakterien vare intakt, ikke gjennomgé
celledeling og samtidig vise metabolsk aktivitet (Colwell, 2000). Ettersom det ikke ble
gjennomfort VBNC-bekreftende underseokelser i dette studiet er det ikke mulig & avgjere
hvorvidt det er VBNC som har gitt positive qPCR analyser i mikrokosmeforsoket.
Mikroskopiavhengige VBNC undersokelser ville trolig ogsa vaert utfordrende, da det ville veert
vanskelig & skille Pasteurella cellene fra resten av de kohabiterende bakteriene i mikrokosmen.
En annen mulighet ville vaert a forlenget forseksperioden for & se om qPCR-analysene ville blitt
negative med tid. qPCR-analyser fra mikrokosmene ble gjort i etterkant av forseket da det av
praktiske arsaker ikke var tid til 4 gjore dyrkning, telling, MALDI-TOF analyse, rensing og
qPCR analyse i sanntid. Om en forlenget forseket og fortsatt sd positive og stabile qPCR
analyser over tid, samtidig som bakterien ikke var dyrkbar, ville dette vaert en enda sterkere
indikator pé at bakteriene hadde entret VBNC. Likevel virker det mer sannsynlig at bakteriene
faktisk dede, enn 4 ha entret VBNC, ettersom det ble sett en relativt hurtig nedgang av

genomekvivalenter ved qPCR-analyse.

For fremtidig arbeid anbefales det derfor & repetere forseket over en lenger tidsperiode og i
tillegg gjennomfere VBNC undersokelser i sterile mikrokosmer. Det er gjort flere
mikrokosmeforsegk der fiskepatogene bakterier ble vurdert & ha entret VBNC (Duodu &
Colquhoun, 2010; Effendi & Austin, 1994; Morgan et al., 1991). Den epizootiologiske
relevansen til VBNC kan likevel diskuteres. I smitteforsek gjort av Stanley et al. (2002) ble det
bare ved dyrkbarhet funnet en korrelasjon med virulens for A. salmonicida (Stanley et al.,

2002). Dette ble videre forsterket av smitteforsek med VBNC celler av F. noatunensis hvor det
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heller ikke lyktes & fremkalle sykdom (Duodu & Colquhoun, 2010). Fra et epizootiologisk
perspektiv virker det derfor mer relevant & fokusere pa vekstdynamikken til kolonidannende

enheter over tid.

Ved qPCR analyse fra kontroll-mikrokosmene var det for noen prever funnet positive
analyseresultat. Av de positive analysene var det i hovedsak svert lite genomisk materiale
tilstede 1 prevene (Ct-verdier over 35), men tre av provene ga Ct-verdier pa 29-30 (se tabell
3.5). Det er usikkert hva som har forarsaket de positive analysene, og operatorfeil ved
proveuthenting, filtrering, ekstraksjon av DNA eller qPCR-analyse kan ikke utelukkes. Alle
negative-internkontroll brenner (NTK) ved qPCR-analysene var negative. En mulig &rsak kan
vare en metodefeil i filtreringen. Nar vannprevene ble filtrert med den peristaltiske pumpen
gjennom filterkoppene ble nitrocellulosefiltrene byttet mellom hver prove ved bruk av engangs
pinsetter. Dette ble gjort som et kostnadsbesparende tiltak, pad bakgrunn av kostnaden per
filterkopp og mengden av prover som skulle filtreres. I underkant av nitrocellulosefiltrene var
det en membran som ikke ble byttet mellom preovene, og som etter hvert ble fuktig. En mulig
forklaring er at noe genomisk materiale, eksempelvis fritt DNA fra dede bakterier, passerte
nitrocellulosefilteret og festet seg til membranen og pd den méiten kom i kontakt med
kontrollfilterene. Denne svakheten i oppsettet ble avdekket for filtrering av vannprever fra
mikrokosmer inkubert ved 4 og 10 °C og hele filterkoppen ble byttet jevnligere for 4 unngé at
membranen ble fuktig. Dette kan i sa fall forklare hvorfor de laveste Ct-verdiene ble sett for
mikrokosmene inkubert ved 15 °C. En mindre sannsynlig forklaring er at ‘P. atlantica gv.
salmonicida’ var naturlig til stede 1 inntaksvannet og pa den méiten er kommet i
kontrollmikrokosmene. Holmeset (2022) samlet vannpraver fra flere tilfeldige steder i PO 3 og
PO 4 og gjorde qPCR analyse mot ‘P. atlantica gv. salmonicida’ for & karlegge dens naturlige
forekomst og ingen av de innsamlede vannprevene ga positivt analyseresultat. Det virker derfor
usannsynlig at vann hentet fra 127 meters dyp i byfjorden i Bergen skal inneholde naturlig

forekommende Pasteurella atlantica’.

I vekstforsegk 1 og 2 ble det funnet en god korrelasjon mellom OD-malinger og antall CFU og
forseket virker a vare replikerbart. Resultatene fra forseket (tabell 3.1) ble brukt til & beregne
mengden TSBSS kultur som métte renses og tilferes hver mikrokosme for & oppné den enskede
dyrkbare tettheten pd 1 million CFU/ml i hver mikrokosme. Utstryk fra forste dag av
mikrokosmeforseket (Tabell 3.2) viser en faktisk dyrkbar tetthet som er vesentlig lavere enn

det som var beregnet. Det er flere drsaker som kan ha forérsake diskrepansen mellom faktisk
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og beregnet CFU/ml i mikrokosmene. En mulig drsak kan vaere at vaskeprosessen hvor TSBSS
ble fjernet var suboptimal, og forte til dod eller frafall av bakterier som folge av pipettering av
vaske mellom hver sentrifugering. Ved uttak til gPCR-analyse i vekstforsek 1 og 2, ble en
lignende metode brukt (avsnitt 2.8.2), og fra qPCR-analysene ble det ogsd funnet darlig
korrelasjon mellom forsekene (figur 3.4). Videre sees det for mikrokosmene inkubert ved 15
°C at det er store forskjeller i dyrkbar tetthet mellom triplikatene (tabell 3.2). Forskjellen
skyldes trolig for dérlig risting av mikrokosmene etter at ‘P. atlantica gv. salmonicida’
bakteriene ble tilfort mikrokosmene. Avvik mellom beregnet og faktisk dyrkbar tetthet hos ‘P.
atlantica gv. salmonicida’ dyrket opp 1 TSBSS er beskrevet av Holmeset (2022) der
flokkulering i kontakt med vann som folge av bakterienes hydrofobe overflate fremheves som
en mulig forklaring. Ellul (2021) beskriver ogsa flokkulering i flytende vekstmedium 1 tidlig

vekstfase hos ‘P. atlantica gv. cyclopteri’.

I mikrokosmeforsegket ble det funnet at miljooverlevelsen til ‘P. atlantica gv. salmonicida’
trolig er temperaturavhengig ettersom bade dyrkning og qPCR analyse, viste at frafallet av
bakterier gikk saktere ved lavere temperaturer (4 °C). Dette skyldes trolig at de metabolske
prosessene gar saktere ved lave temperaturer, og den samme temperaturavhengigheten er
observert i andre mikrokosmeforsek (Duodu & Colquhoun, 2010). Likevel ble det for alle
temperaturer funnet at dyrkbarheten til ‘P. atlantica gv. salmonicida’ er kort 1 naturlig sjevann.
Det ville derfor veart interessant & implementere resultatene fra dette forseket 1
smittemodelleringer. P4 den maéten ville en fatt et teoretisk anslag for smittepotensialet over
ulike avstander, der en eksempelvis kunne undersekt sannsynligheten for vannbaren smitte av
pasteurellose mellom to ulike anlegg. Bakterier 1 Pasteurellaceae familien isoleres i hovedsak
fra infisert vev, blod og fra mucosa (Christensen et al., 2014). Det kan derfor tenkes at
tilgjengelighet av slike naringsstoffer er en viktig faktor for miljeoverlevelsen til ‘Pasteurella
atlantica gv. salmonicida’. For videre arbeid ville det derfor vere interessant & studere
miljeoverlevelse i mikrokosmer med vann hentet fra oppdrettsanlegg eller avlusningsenheter.
Ved 4 inkubere bakterien i et miljo hvor mucus, feces, blod, skjell og andre neringsstoffer er
til stede, ville en reell oppdrettssituasjon simuleres enda bedre. Ettersom det i denne studien er
funnet at ‘Pasteurella atlantica’ er dyrkbar i kort tid nér den inokuleres i naturlig sjevann,
anbefales det for fremtidige mikrokosmeforsek & gjore hyppigere uttak til CFU bestemmelse i
de forste dagene av forseket. P4 den maten vil en fa et enda bedre datagrunnlag for frafallet av
dyrkbare kolonier. Bakterien er ogsd avhengig av salt for & vokse, og hvilke effekter forskjellige

saliniteter har pa overlevelse ville vert interessant for et videre arbeid.
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En annen arsak til den korte overlevelsen i naturlig sjevann kan vaere kohabiterende
mikroorganismer som hemmet vekst av ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’. Det ble gjort
en undersokelse av veksthemming (se avsnitt 3.3.4), hvor 18 kolonityper ble sadd opp pa BAS
skéler med teppevekst av ‘P. atlantica gv. salmonicida’ og det ble ikke funnet soner som viste
hemming av vekst. Det ble gjort MALDI-TOF analyse hvor det ble funnet flere treff for Vibrio
splendidus og ett treff for Shewanella marinintestina pa artsniva (se tabell 3.4). Innad i bade
Shewanella og Vibrio genuset er det bakteriearter som er funnet & kunne hemme kohabiterende
mikroorganismer. Vibrio cholera er vist a drepe bade eukaryote og prokaryote celler ved
sekresjon av toksiner (Basler et al., 2012; Pukatzki et al., 2006). En stamme av Shewanella
putrefaciens, SpPdpll1, er vist & virke antagonistisk p& noen isolater av Vibrio (Listonella)
anguillarum og bakterien fremheves som et potensielt probiotikum (Camara-Ruiz et al., 2020;
Chabrillon et al., 2006). Likevel kan det vare en rekke andre mikroorganismer tilstede i
mikrokosmene som kan ha en inhiberende virkning pa ‘P. atlantica gv. salmonicida’. Det har
lenge vert kjent at kun et fatall av de mikroorganismene som finnes i miljoet er dyrkbar, og i
vannprever er der funnet store forskjeller hva gjelder antall celler mellom direktemikroskopi
og telling av kolonier pd agarskél (Jannasch & Jones, 1959; ZoBell, 1941). Derfor kan ikke
inhibisjon fra kohabiterende bakterier utelukkes, ettersom det kan veare veksthemmende

bakterier tilstede i mikrokosmene som ikke lar seg dyrke pa BAS eller MA-skaler.

For a kartlegge de kohabiterende bakteriene i mikrokosmene ble det gjort MALDI-TOF
analyser av over 250 forskjellige bakteriekolonier som ikke var forenlig med Pasteurella. For
de fleste koloniene kunne ikke MALDI-TOF analysen gi et sikkert resultat ettersom den ikke
fant treff for bakterien i databasen. De bakterieartene som ga treff pd artsniva var Vibrio
splendidus (se tabell 3.3) i tillegg til Shewanella marinintestina i MALDI-TOF analysene gjort
i forbindelse med veksthemming (se avsnitt 3.3.4). I begynnelsen av mikrokosmeforsgket ble
det ved utstryk pd BAS og MA kun funnet vekst av et fatall kolonier som ikke var ‘P. atlantica
gv. salmonicida’. Etterhvert som mengden Pasteurella bakterier begynte a falle ble det for alle
inkubasjonstemperaturer registrert en gkning av andre kolonityper (Se figur 3.8, figur 3.9, figur
3.10). En mulig arsak til ekningen kan vaere vekst av opportunistiske bakterier som tilegner seg
naring fra deende Pasteurella bakterier. Dette stemmer godt overens med vekststagnasjonen
av andre bakteriekolonier sett for 10 °C mikrokosmene (figur 3.9) og reduksjonen hos 15 °C
(figur 3.10), noe som kan skyldes at neringsgrunnlaget i mikrokosmen etterhvert ble brukt opp.

En lignende okning ble ogsé registrert i 4 °C mikrokosmen (figur 3.8), men der fortsatte veksten
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av andre arter p& MA skélene gjennom hele forseksperioden. Den forsinkede veksten kan

muligens forklares av tregere metabolisme som folge den lave temperaturen.

Det ble gjort sensitivitetsundersekelser mot en rekke antiobiotikum for isolater av ‘P. atlantica
gv. salmonicida’, ‘P. atlantica gv. cyclopteri’ og P. skyensis med formal om & utvikle en
selektiv agar. ‘Pasteurella atlantica’ bakteriene er saktevoksende (Alarcon et al., 2016), og
dens vekst vil kunne kamufleres av mer hurtigvoksende bakterier ved direkteutstryk i felt. Det
er gjort arbeid parallelt ved Veterin®rinstituttet i Bergen, der qPCR-analyser fra
avlusningsfartey har gitt positive analyseresultat for ‘P. atlantica gv. salmonicida’ i forkant og
etterkant av gjennomforte behandlinger, samtidig som det ikke har lyktes & dyrke bakterien opp
pa agarskal (D. Colquhoun, pers. kom., 2023). Det er derfor av interesse & undersoke
levedyktigheten og den eventuelle virulensen til de Pasteurella-bakteriene som kan vere til
stede 1 etterkant av slike behandlinger, og for 4 muliggjere dette er det behov for & kunne dyrke
disse bakteriene. Til dette kan en bruke et flytende og selektivt vekstmedium for & prove a fa
en oppformering av de fa levende Pasteurella- bakterier som potensielt fortsatt er til stede. P4
den maéten vil en i1 praksis bedre kunne vurdere om det er en reell smittefare med levende
bakterier, eller bare genomisk materiale fra dede celler som er til stede. I mikrokosmeforsaket
som er gjort i denne studien ville en ogsa dratt nytte av en selektiv agar, ettersom det ble sett
vekst av mer hurtigvoksende bakterier pA BAS skaler som muligens kan ha kamuflert vekst fra
Pasteurella. Et selektivt vekstmedium vil derfor kunne bedre diagnostikk i felt, gi kunnskap
rundt smitterisiko og brukes i forskning. Derfor er det i denne studien gjort et grunnleggende

arbeid for en videre utvikling av et selektivt vekstmedium.

I forseket ble diffusjonssoner til kontrollisolater av 4. salmonicida subsp. salmonicida (tabell
3.7) og Staph. aureus (tabell 3.6) kontrollert opp mot QC verdiene satt i VET04 rapporten
(CLSI, 2020). En svakhet i kvalitetskontrollen er at det i VET04 nyttes MHA skaler mens det i
dette forseket ble nyttet blodagarskaler, etter normal praksis for sensitivitetsundersokelser ved
Veterinarinstituttet (D. Colquhoun, pers. kom., 2023). Til tross for agarforskjellen var alle
sonestorrelser for S. aureus innenfor de QC- parameterne oppgitt i VET04, mens A.
salmonicida subsp. salmonicida viste et svakt avvik (< 3 mm) for tre ulike antibiotika. QC-
parametre er utarbeidet for kvalitetssikring av diagnostikk hos mennesker og dyr, og et mindre
avvik ansees for dette forseket & vere akseptabelt, serlig om en faktorerer inn forskjell 1

agartype. Resultatet av antibiogramundersegkelsen viser at neomycin, clindamycin og
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trimethoprim var sarlige aktuelle virkestoff for videre arbeid ettersom alle isolatene var

resistente eller selektive mot dem (Tabell 3.8).

Det var ensket a kartlegge eventuelle intrataksonomiske sensitivitetsforskjeller mellom de ulike
stammene av ‘P. atlantica gv. salmonicida’ og ‘P. atlantica gv. cyclopteri’ for & forsikre at en
potensiell agar vil virke mot et bredt spekter av bakteriestammer. Diffusjonstesting av ulike
stammer ‘P. atlantica gv. salmonicida’ og ‘P. atlantica gv. cyclopteri’ viste at det i
gjiennomsnitt for testede stammer var nedsatt folsomhet mot neomycin, clindamycin,
tobramycin, oxacillin, gentamicin og fusidic acid (Tabell 3.9, tabell 3.10). Gentamicin og
neomycin er begge relativt bredspektervirkende aminoglycosideantibiotika som primeert virker
mot aerobiske gram-negative bakterier og mykoplasma (Prescott & Baggot, 1988).
Clindamycin er i lincosamidesklassen av antibiotika, og virker serlig godt mot gram-positive
bakterier og relativt godt mot anaerobiske gram-negative bakterier. Nér clindamycin
kombineres med aminoglycosideantibiotika, som gentamicin eller neomycin, virker de additivt
eller synergistisk mot en rekke forskjellige bakterier (Prescott & Baggot, 1988). Bade
clindamycin og neomycin har vist & ha nedsatt virkning mot de ulike stammene av ‘P.
atlantica’, samtidig som de sammen ser ut til 4 ha en bred virkning mot en rekke ulike typer
bakterier. Ved & kombinere neomycin og clindamycin er det sannsynlig & f4 hemmet vekst av
aerobiske gram negative-bakterier, gram-positive bakterier, mykoplasma og relativt mange
anaerobiske gram negative-bakterier. En ville da fatt dekket et bredt spekter av bakterier som
kan tenkes & hemme eller kamuflere vekst av ‘Pasteurella atlantica’. En mulig utfordring er
likevel den synergistiske effekten som er beskrevet nar neomycin og clindamycin administreres
sammen. Til tross for at ‘P. atlantica gv. salmonicida’ har nedsatt felsomhet mot dem begge
ndr de administeres separat, ville kanskje synergismen mellom de to antibiotikaene kunne
hemme vekst av ogsa ‘P. atlantica gv. salmonicida’. Clindamycin og aminoglycosider
kombineres for eksempel i humanmedisin i behandling av blandingsinfeksjoner bestdende av
bade gram-negative og gram-positive bakterier (Bartlett et al., 1981). I et videre arbeid ville det
derfor vaere behov for a kartlegge om de to antibiotikaene i kombinasjon ikke bare ville hemmet
vekst av bakgrunnsflora men ogsa ‘P. atlantica’. Det vil vere behov for fastsetting av MIC-
verdier, og betydelig testing for & finne den riktige konsentrasjonsmengden som skal til for &
optimalisere vekst av ‘Pasteurella atlantica’. For clindamycin ble det ogsa funnet at
variasjonsbredden var ganske stor mellom isolatene (tabell 3.9, tabell 3.10) og det kan derfor
antas at den vil virke noe mer hemmende pé enkelte isolater av ‘P. atlantica gv. salmonicida’

og ‘P. atlantica gv. cyclopteri’.
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I dette forseket er det funnet at et lincosamid (clindamycin) og aminoglycosider (gentamycin
og neomycin) er lovende antibiotika for utvikling av selektive agar mot ‘P. atlantica gv.
salmonicida’ og ‘P. atlantica gv. cyclopteri’. For videre arbeid anbefales det a fastsette MIC
verdier for de ulike stammene. Det anbefales videre & gjore forsek der ulike konsentrasjoner av
de to klasser av antibiotika testes for & finne det optimale konsetrasjonsforholdet mellom dem.
Det er ogsa behov for 4 avklare hvorvidt synergismen mellom lincosamider og aminoglycosider
vil hemme vekst av ‘P. atlantica’. Ettersom ‘Pasteurella atlantica’-bakteriene er
saktevoksende, og lett kan kamufleres eller inhiberes som folge av kohabiterende
mikroorgansimer er det sannsynlig at en selektiv agar vil forbedret diagnostisk arbeid i felt, og

det anbefales derfor at dette jobbes videre med.

Det ble gjort innledende forsek pa evnen til biofilmdannelse hos ‘P. atlantica gv. salmonicda’.
I forseket ble det funnet at bakterien ikke var tydelig biofilmdannende i verken autoklavert eller
kunstig sjevann ved inkubasjon i 7 degn ved 22 °C. Det ble ogsa gjennomfoert biofilmforsek
der ‘P. atlantica gv. salmonicida’ ble inkubert 1 ikke-sterilt sjevann. I biofilmstudie i ikke-
sterilt sjovann klarte en ikke & skille hvorvidt biofilm var dannet av Pasteurella eller
kohabiterende bakterier. Derfor ble disse forsgkene ikke inkludert i denne oppgaven.

Metoden brukt for biofilmundersekelser i denne studien er basert pd Vestby et al. (2009) og
resultatet tolkes ved & subtrahere median av prevebrenner med kontrollbrenner. Om
provebrennene oppnir en hgyere median enn hva kontrollbrennene har i etterkant av OD-
maéling, vil dette da tolkes som biofilmdannelse. En svakhet ved denne tolkningen av resultater
er at den ikke angir hvilke verdier som gir en tilstrekkelig statistisk signifikant forskjell i OD
median til at en sikkert kan si at det har blitt dannet biofilm. I denne studien ble medianen av
provebrenner funnet & vere 0.011 heyere enn kontrollbrennene ved inkubasjon i kunstig
sjovann. For brennene med autoklavert og filtrert sjgvann var median av kontrollbrennene 0.02
heyere enn hva den var for prevebrennene. Pa bakgrunn av en ikke signifikant forskjell i median
av OD-méling blir det derfor konkludert med at det i dette forseket ikke ble pévist
biofilmdannelse hos ‘P. atlantica gv. salmonicida’.

I Stepanovi¢ et al. (2007) ble det foreslatt en standardisert metode for tolkning av
spektrofotometriske resultater fra biofilmundersekelser av  Staphylococci 1 96-
brennsmikrotiterplater, etter & ha observert stor variasjon i hvordan slike resultater tolkes.
Metoden baserer seg pé 4 gjore en gjennomsnittsberegning av kontroll- og prevebrenner for sé
a sette en cut-off verdi som er tre standardavvik over gjennomsnitt av kontrollbrennene. Denne

verdien vil sé trekkes fra gjennomsnitt av prevebronnene og sterrelsen pa den gjenstiende
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verdien vil avgjere graden av biofilmdannelse (Stepanovi¢ et al., 2007). Bruker en Stepanovié¢
et al. (2007) sin metode for 4 tolke resultatene fra dette studiet ville ikke den gjennomsnittlige
tetthetsforskjellen mellom kontroll og pravebrenner veart stor nok til & si at biofilm var pavist.
Det betyr likevel ikke at ‘P. atlantica gv. salmonicida’ ikke kan vare biofilmdannende.

Nér bakterier ble hostet fra TSBSS kulturen for 4 inokuleres i brennene ble det ikke gjennomfert
en vaskeprosess for a fjerne overfladig vekstmedium. Det ble gjort utstryk pa BAS fra tilfeldige
brenner pa dag 3 og 6 i inkubasjonstiden hvor det ble funnet at bakterien fortsatt var dyrkbar.
Faktorerer en inn at inkubasjonstemperaturen i tillegg var pa 22 °C star dyrkbarheten i kontrast
til det raske frafallet i dyrkbarhet som ble observert ved hgyere temperaturer i
mikrokosmeforsgket (se avsnitt 3.3.1). En forklaring pd dette kan vere at nér den
bakterieholdige TSBSS-kulturen ble blandet med vann i brennene, fulgte det med tilstrekkelig
naering fra TSBSS-kulturen til at bakteriene kunne overleve gjennom hele inkubasjonsperioden
pa en uke. I tillegg var vannet sterilt, og pd den maten beheovde ikke de inokulerte ‘P. atlantica
gv. salmonicida’ bakteriene & konkurrere med andre arter om tilgang pa naring. I sterilt vann
sto bakteriene heller ikke i fare for & bli inhibert av kohabiterende bakterier. Det kan derfor
tenkes at den manglende biofilmdannelsen skyldes at miljoforholdene i brennene var sa gode
at bakteriene ikke hadde behov for & danne biofilm for & overleve. For videre arbeid ville det
vare interessant & underseke hvorvidt en rensing av TSBSS kulturen er nok til & pavise
biofilmdannelse med samme metode. Eventuelt kunne en ogsa forlenget inkubasjonstiden slik
at det overfledige mediet ble brukt opp. Det anbefales at en i videre arbeid bruker Stepanovié¢
et al. (2007) sin metode for tolkning av resultater, da denne metoden virker & gi et bedre

grunnlag for tolkning av resultater.

Det er en rekke forhold en i videre arbeid kan teste for & underseke biofilmdannelse hos ‘P.
atlantica gv. salmonicida’. Eksempler pa ulike parametere som ville vert interessant a
underseke er inkubasjon ved ulike temperaturer, saliniteter, tilgang pa lys og neringstilgang.
Ved en slik studie ville en opparbeidet viktig kunnskap om hvorvidt biofilmdannelse er en del
av overlevelsesstrategien til ‘P. atlantica gv. salmonicida’, og p& den méten ville en fatt viktig

epidemiologisk kunnskap for bekjempelse av pasteurellose.

5 Konklusjon og videre arbeid

I denne studien er det resultater som tyder pd at ‘Pasteurella atlantica gv. salmonicida’
overlever kort tid i milje, og at dens vannbédrne smittepotensiale trolig er begrenset til forholdvis

korte geografiske avstander. Videre er det vist at bakteriens overlevelse trolig er
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temperaturavhengig, og at dens dyrkbarhet faller fort ved hayere temperaturer. I videre arbeid
knyttet til miljooverlevelse anbefales det at en underseker muligheten for at bakterien entreer
VBNC og at en gjennomferer eventuelle gjenopplivnings og smitteforsek. I nye
mikrokosmeforsgk anbefales det at en henter vann fra oppdrettsanlegg eller avlusningsenheter,
da n@ringsinnholdet i dette vannet kan tenkes a forlenge bakteriens levetid.

I studien er det gjennomfort antibiogram, med formél om & utvikle en selektiv agar. Fra dette
arbeidet fremheves clindamycin og neomycin som serlig aktuelle antibiotika for videre
arbeider. Til slutt er det gjort en begynnende biofilmundersokelse hvor det ikke ble funnet
dannelse av biofilm. For videre arbeid her anbefales det at en underseker for en rekke flere

parametere enn det som ble gjort i dette forseoket.
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Appendiks I

Viser diameter av diffusjonssoner i mm for ulike stammer av Pasteurella atlantica gv.
salmonicida, testet for utvalgte antibotikum. Sonestorrelser fra 0-14 mm er farget gronn,
sonestorrelser fra 15 — 19 mm er farget rod, og sonestorrelser >19 mm er ikke farget.

Antibiotikum VIB VIB VIB 50- VIB VIB VIB VIB VIB VIB 50-
3624 3131 3694 3690 3763 3708 3687 3308 3642 3672 2635

Neomycin 13 12 9 14 13 13 12 14 - 14 13

Clindamycin 0 14 0 11 0 0 0 0 - 0 0
Sulph.trim 0 11 13 0 22 - 0 34 30 -

Oxacillin - - 0 0 0 0 0 0

Meropenem 40 39 33 49 43 42

Trimethoprim 0 - - 20 0 23 23 29 22

Ampicillin 31 33 34 34 31 32 38 35 34

Fusidic acid 28 32 26 26 26 27 25 26 29 30 28

Erythtomycin 33 40 31 34 36 37 32 34 39 42 39

Ceftazidime 32 37 29 32 32 28 32 32 39 36 38
Appendiks II

Viser diameter av diffusjonssoner i mm for ulike stammer av Pasteurella atlantica gv.
cyclopteri, testet for utvalgte antibotikum. Sonestorrelser fra 0-14 mm er farget gronn,
sonestorrelser fra 15 — 19 mm er farget rod, og sonestorrelser >19 mm er ikke farget.

Antibiotikum VIB  50-164 50- 50- VIB VIB VIB VIB VIB VIB VIB
5284 1365 3004 3801 3802 1926 2702 543 2993 4016
Neomyen [N o > o S D
Clindamycin 0 21 20 R 22 10 0 0 0 12 0
Tobramycin 26 27 23 22 25 21 22 22 22 23 26
Sulph.trim 30 36 34 33 30 34 27 35 32 22 36
Oxacillin 24 20 22 20 23 21 2 S 20 21 A
Gentamicin 24 23 23 22 25 20 22 23 22 23 23
Meropenem 36 47 36 41 45 43 42 47 41 37 43
Trimethoprim [SSISN 34 35 26 39 25 29 33 25 29 31
Ampicillin - IO 35 39 34 43 39 42 44 37 42 39
Fusidic acid 28 28 27 28 29 X 27 28 25 30 28
Erythtomycin 37 36 32 37 41 38 37 36 35 39 35
Ceftazidime 33 37 36 39 38 36 36 39 35 40 38
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Appendiks 111

Viser Ct-verdier etter gPCR-analyse fra alle dager av mikrokosmeforsoket.

Kontrollmikrokosme = «K» , Mikrokosme 1 = «K1», Mikrokosme 2 = «K2» og

Mikrokosme 3 = «K3».

qPCR analyseresultat - Mikrokosmeforsek

4 grader celsius

10 grader celsius

15 grader celsius

Dag Mikrokosme | Ct- Mikrokosme | Ct- Mikrokosme | Ct-
verdi verdi verdi
0 K No Ct K No Ct K No Ct
K No Ct K No Ct K No Ct
K No Ct K No Ct K No Ct
K1 23,86 | K1 23,38 | K1 25,43
K1 23,4 | K1 2423 | Kl 25,02
K1 23,49 | K1 25,05 | K1 24,14
K2 24,49 | K2 24,78 | K2 26,74
K2 23,49 | K2 2491 | K2 27,28
K2 24,59 | K2 23,72 | K2 27,85
K3 23,35 | K3 2431 | K3 25,94
K3 23,56 | K3 24,74 | K3 26,13
K3 24,15 | K3 23,99 | K3 26,1
2 K No Ct K No Ct K 29,63
K No Ct K No Ct K 30,45
K No Ct K No Ct K 29,7
K1 24,79 | K1 2434 | K1 25,68
K1 23,15 K1 24,56 | K1 2491
K1 2459 | K1 2489 | K1 27,53
K2 24,15 | K2 2498 | K2 24,79
K2 24,04 | K2 24,85 | K2 25,02
K2 23,96 | K2 2496 | K2 24,97
K3 2424 | K3 24,89 | K3 25,19
K3 2435 | K3 25,29 | K3 25,05
K3 24,07 | K3 2499 | K3 2436
4 K No Ct
K 36,77
K No Ct
K1 26,63
K1 2591
K1 27,1
K2 25,45
K2 2432
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K2 27,16
K3 26,23
K3 30,05
K3 26,2
5 K No Ct K No Ct
K No Ct K No Ct
K No Ct K No Ct
K1 24,76 | K1 25,49
K1 25,03 | K1 25,74
K1 2461 Kl 25,05
K2 24,61 | K2 24,89
K2 24,64 | K2 24,53
K2 244 | K2 26,65
K3 2484 | K3 26,17
K3 23,82 | K3 27,87
K3 23,94 | K3 25,65
7 K No Ct K No Ct K No Ct
K No Ct K 36,46 | K No Ct
K 37,05 | K 37,16 | K No Ct
K1 24,69 | K1 26,63 | K1 33,44
K1 2482 | K1 26,09 | K1 34,15
K1 24,39 | K1 26,37 | K1 34,89
K2 253 | K2 27,63 | K2 33,36
K2 2528 | K2 27,19 | K2 34,62
K2 245 | K2 27,15 | K2 35,38
K3 2443 | K3 26,76 | K3 34,73
K3 23,81 | K3 26,35 | K3 33,71
K3 2429 | K3 32,19 | K3 35,09
9 K No Ct K No Ct K No Ct
K No Ct K No Ct K No Ct
K No Ct K No Ct K No Ct
K1 25,31 | K1 28,87 | K1 31,77
K1 24,51 | K1 27,04 | K1 32,01
K1 24,76 | K1 27,98 | K1 31,49
K2 26,31 | K2 28,65 | K2 33,28
K2 26,02 | K2 28,15 | K2 33,33
K2 26,35 | K2 29,27 | K2 33,13
K3 25,51 | K3 29,12 | K3 34,58
K3 25,5 | K3 28,24 | K3 35,53
K3 25,92 | K3 29,57 | K3 34,57
14 K No Ct K 36,59 | K 36,21
K No Ct K No Ct K No Ct
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K No Ct K 3535 | K No Ct

K1 30,19 | K1 34,46 | K1 34,52

K1 29,94 | K1 34,55 | K1 35,11

K1 28,59 | K1 34,73 | K1 33,46

K2 29,54 | K2 32,57 | K2 36,92

K2 30,14 | K2 32,6 | K2 31,4

K2 29,66 | K2 31,97 | K2 36,34

K3 29,44 | K3 34,38 | K3

K3 30,02 | K3 35,19 | K3 37,47

K3 29,49 | K3 35,48 | K3 35,93
19 K No Ct K No Ct

K No Ct K No Ct

K No Ct K No Ct

K1 31,06 | K1 33,61

K1 31,51 | K1 34,66

K1 30,5 | K1 33,95

K2 27,68 | K2 31,94

K2 27,23 | K2 31,48

K2 27,65 | K2 30,15

K3 27,96 | K3 34,57

K3 27,73 | K3 34,01

K3 26,91 | K3 33,67
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