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1. SAMMENDRAG

Norsk

Hudsar (hudproblemer) har veert et gjennomgaende problem fra oppstart av lakseoppdrett i Norge
og pavirker fisken i bade ferskvann og sjg. Det er flere arsaker til disse problemene; suboptimal drift
av anleggene, hgye tettheter i merdene, sortering av fisk, transport, lusebehandlinger, og
miljgforhold som planktoniske organismer (maneter), predatorer etc. Hudsar kan ogsa forarsakes av
en rekke patogener og flere arter bakterier er dokumenter 8 forarsake hudsar hvor noen av disse
kontrolleres ved hjelp av vaksiner. De siste to tiar har imidlertid en ny hudsykdom, tenacibaculose,
som er assosiert med Tenacibaculum spp., blitt etablert i Norge. Denne sykdommen utgjgr
hovedsakelig et problem i Troms og Finnmark selv om bakteriene er til stede langs hele norskekysten.
Bakteriene forarsaker redusert vekst, hud og munnsar, dgdelighet og nedgradering av laks etter
slakting. Bakteriene er ogsa et alvorlig velferdsproblem som industrien m& forholde seg til og Igse.
Hovedmalene ved dette prosjektet var a8 lukke noen av de kunnskapshullene ndr det gjelder
Tenacibaculum spp. og tenacibaculose i norsk oppdrett. Det er behov for mer kunnskap om;
a)naturlige og menneskeskapte reservoar for bakteriene (kunnskap som kan brukes til & hindre
spredning), b) faktorer som utlgser sykdommen, tenacibaculose (redusere betydningen av
sykdommen i omrdder med hgyt smittepress), c) bakterielle virulensmekanismer som er arsak til
vevskader hos fisk (identifisering av genetiske markgrer for virulens, identifisering av ekstracellulzere
produkter som proteaser), d) intra - og interspesifikk variasjon hos Tenacibaculum spp. isolater fra
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laks med tenacibaculose, e) utvikling av stabile og repeterbare smittemodeller for Tenacibaculum
spp. som gir sykdom (blant annet viktig for testing av vaksiner). Malet er at ny kunnskap skal gjgre
det mulig @ redusere antall utbrudd med tenacibaculose, redusere tap i produksjon knyttet til
bakteriene, bedre fiskevelferden, og Ignnsomheten i lakseproduksjon i Norge.

Mangel pa predikerte virulensfaktor, eksperimentell validering av kandidatgener og genetiske
verktgy gjor at er mekanismer for T. finnmarkense-patogenesen i stor grad har veert ukjent. For @
forsta sykdomsforlgpet bedre har en i dette prosjektet fatt dannet komplette genomer av T.
finnmarkense. Disse har sa@ blitt karakterisert for a8 legge til rette for en mer funksjonell
sammenligning blant annet ved & predikere kandidatgener som kan vaere relevant for interaksjonen
mellom bakteriene og verten. Det er gjort videre undersgkelser pa hvordan Tenacibaculum uttrykker
disse genene under ulike temperaturer og nar den kommer i kontakt med laksens skinn. To av
genene, en collagenase og et termolysin, har sd blitt karakterisert naermere for aktivitet, men har
ikke vist histopatologiske tegn pa skinnet. Holdes fisken pa forskjellig salinitet pavirkes ogsa skinnet
forskjellig selv om det ikke har lykkes & beskrive ngyaktig hvilke strukturelle endringer i skinnet som
kan bedre beskyttelsen. Fra gen-utrykkings studier far vi et mere sammensatt bilde der skinnet til
laks, som har veert hold pd noe lavere salinitet enn fullt sjgvann fgr sjgsetting (LSS = 26 %o), kan
veere i bedre stand til 8 bekjempe en infeksjon. Ut ifra sammenligningene over tid i smittemodellen
viser dette at skinnet er i kraftig utvikling og at dette sannsynligvis pavirker utfallet av infeksjoner.
Det vil blant annet si at utfallet av eksponering mot skinn-patogener vil pavirkes i stor grad av hvor
i «postsmoltfasen» skinnet befinner seg. Resultatene indikerer at naeringen kan redusere
konsekvensen av tenacibaculose ved 8 eksponere smolten for lave saliniteter for sjgsetting.
Naermere 400 isolater av Tenacibaculum spp. er isolert fra laks og andre organismer i omrader med
tenacibaculose langs norskekysten. Av disse er 66 representative kloner fra forskjellige lokaliteter
og verter genotypet ved hjelp av «Multi Locus Sequence typing» (MLST) og «Multi Locus Sequence
Analysis» (MLSA). Analysene har vist at det foreligger en betydelig variasjon av Tenacibaculum spp.
assosiert med utbrudd av sykdom i lakseoppdrett. De fleste klonene tilhgrer artene; T. finnmarkense
og T. dicentrarchi. Det faktum at det synes 3 veere en klar sammenheng mellom virulens og B-
haemolyttisk aktivitet (observert pa blodagar) kan brukes til 8 oppna raskere respons fgr det utvikles
alvorlig sykdom i anleggene. Videre er det isolert virulente varianter fra forskjellige verter i
forskjellige geografiske omrdder hvilket kan vaere av betydning for fremtidige strategier for
bekjempelse av tenacibaculose.

English

Skin problems have been a constant occurrence since the start of salmon farming in Norway affecting
the fish in both fresh and sea water. These problems can be due to several factors like; poor
management practices, high stocking densities, handling of the salmon (sorting, transportation, lice
treatments etc), and environmental conditions (including sunburns, freeze-ulcers, planktonic
organisms like jellyfish, predators like birds etc), but may also be caused by a large variety of
pathogens. Several bacteria are known to cause skin ulcers though most of these are controlled by
vaccines. However, a new skin disease, tenacibaculosis associated with Tenacibaculum spp., has
emerged during the last decade of salmon production in Norway. Tenacibaculosis is mainly a problem
in Troms and Finnmark even though the putative causative agents in the genus are present along
the entire Norwegian coast. The bacteria are causing reduced growth, skin and mouth ulcers,
mortalities, and downgrading of the salmon at slaughtering, but are also a serious welfare problem
that have to be addressed and solved by the industry. The main goals of this project are to close
some of the knowledge gaps concerning Tenacibaculum spp in Norwegian salmon culture. More
knowledge is needed about; a) natural and man-made reservoirs for the bacteria (information that
can be used to prevent transmission), b) factors that triggers tenacibaculosis (reduce the impact of
the disease in areas with a high infection pressure), c) bacterial virulence mechanisms involved in
destruction of fish tissues (identification of genetic markers for virulence, identification of
extracellular products (proteases etc)), d) intra- and interspecific variation in Tenacibaculum spp.
isolates from salmon suffering from tenacibaculosis, and e) development of stable and repeatable
challenge models for the causative Tenacibaculum spp (mitigation strategies, vaccine testing). This
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knowledge should make it possible to reduce the number outbreaks of tenacibaculosis, improve the
fish welfare and the salmon production in Norway.

Lack of information about virulence factors, experimental validation of candidate genes, and genetic
tools means that the pathogenesis associated with T. finnmarkense is to a large extent unknown. To
gain a better understanding of the pathogenesis we have established complete genomes of T.
finnmarkense. Here, complete genomes of T. finnmarkense have been characterized to facilitate a
more functional comparison and to predicate candidate genes that could be relevant for explaining
the interactions between the bacterium and the hosts. Expression of these during different
temperatures and when the bacteria are in contact with the host have been tested. Two genes,
encoding a collagenase and termolysine, have been characterized with respect to activity, but it has
not been possible to show any effect on the salmon skin. Rearing Atlantic salmon on different
salinities will affect the skin, but it has not been possible to identify the structural changes in the skin
that gives an improved protection. Transcriptional studies provide a more complex picture of the
salmon skin after exposure to different salinities, and in a challenge experiment salmon smolt kept
in low salinity (26 %.) seawater (LSS) before sea launching were less susceptible to infection with T.
finnmarkense. Based on these challenge studies it has been shown that the salmon skin goes through
at substantial change and the results suggest that the transition to full-strength seawater may be a
greater strain on fish produced in fresh water compared to LSS. This suggest that the impact of
tenacibaculosis on farmed salmon could be reduced by exposure of the smolt to lower salinities than
full strength seawater in a period before moving the smolt to full salinities in sea water.

Around 400 Tenacibaculum isolates were isolated throughout a massive sampling in fish farms
suffering tenacibaculosis along the Norwegian coast. 66 strains representative of the different
localities and hosts investigated were genotyped through a MLST scheme previously developed. The
phylogenetic analysis (MLSA) revealed a high diversity of Tenacibaculum spp. associated with
outbreaks, with most of the strains belonging to a Tenacibaculum finnmarkense/Tenacibaculum
dicentrarchi clade. The association of virulence and B-haemolytic activity on blood agar might help
to speed up the investigation during tenacibaculosis outbreaks. Repeated isolation of several virulent
strains in different areas and from different hosts may have important implications for future combat
strategies against tenacibaculosis.

2. INNLEDNING

Faglig bakgrunn

Hudlesjoner/sar har veert et vedvarende problem i siden oppstart av oppdrett av laks i ferskvann og
sj@ (Lunder et al 1995, Benediktsdottir et al 1998, Borng & Linaker 2015). Hudlesjoner inkluderer
anormal vekst, sdr, og blgdninger pd hud, finner og munndeler. Noen av problemene skyldes
mangelfull drift, hgy tetthet av fisk, sortering, transport, avlusning osv, men kan ogsd veere
fordrsaket av miljgforhold (eks. predatorer, planktoniske organismer etc). En rekke patogener er
ogsad viktige arsaker til hudproblemer hos laks i oppdrett. Hudsar assosiert med Vibrio spp.,
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, Moritella viscosa er i stor grad kontrollert ved hjelp av
vaksiner, mens noen hudproblemer hos laks i ferskvann (Flavobacterium psychrophilum, Yersinia
ruckeri) er kontrollert til en hvis grad via gode driftsrutiner. De siste 10 &rene har det imidlertid veert
et gkende problem i lakseoppdrett assosiert med bakterier i slekten Tenacibaculum, som har vist seg
& vaere til stede langs hele norskekysten hos bade laks og rensefisk (Olsen et al 2011; Smage et al
2016). Det har lenge veert kjent at T. maritimum kan forarsake hudproblemer hos en rekke
forskjellige fiskearter inkludert Atlantisk laks og rognkjeks (Cyclopterus lumpus) (Wakabayashi et al
1986, Chen 1996, Soltani et al 1996, Ostland et al 1999, Santos et al 1999, Toranzo et al 2005,
Habib et al 2014, Smage et al 2016b). I et nylig gjennomfgrt smitteforsgk ble det vist at T.
finnmarkense kan forarsake hudsar hos laks (Vold 2014, Smége et al 2015). Dette er den eneste
kjente smittemodell som har kunnet reprodusere kliniske tegn p& tenacibaculose hos frisk laks.
Tenacibaculose i produksjon av laks er hovedsakelig et problem i Troms og Finnmark selv om det
aktuelle agens er pdvist langs hele norskekysten. Bakterien forarsaker redusert vekst, hud og munn
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sar, dgdelighet, og nedklassing av laks etter slakting. Sykdommen har ogsa et potensiale til & skade
omdgmmet til industrien da sarskadene er sveert synlige. Det er rimelig a8 anta at naturlige reservoar
er viktig for primaerinfeksjon av laks etter utsett, og at helsestatus hos laksen og miljgforhold kan
spille en viktig rolle for mottakelighet for Tenacibaculum spp. Det har vist seg vanskelig & avgjgre
hvilke stammer av Tenacibaculum som direkte kan forarsake sykdom, hvilke som er opportunister,
og hvilke som er til stede uten & forarsake sykdom. Skade pafgrt huden hos laks er sannsynligvis en
viktig innfallsport for etablering av infeksjoner med Tenacibaculum spp. (Olsen et al 2011).
Sykdommen kan kontrolleres og stoppes ved bruk av antibiotika, men gkt bruk av antibiotika er ikke
en gnsket utvikling. Fremtidig lakseindustri er avhengig av at forebyggende tiltak kommer pa plass,
og hvis mulig, at det utvikles vaksiner mot Tenacibaculum spp. Hudhelse er et omrade som det har
veert et gkt fokus p@ med henblikk pd & redusere mottakelighet for patogener og bedre robustheten
til laks i oppdrett. Hud mukus er den fgrste fysiske og kjemiske barrieren som skal beskytte fisk mot
patogene mikroorganismer (Shephard 1994). Mukus skilles kontinuerlig ut fra hudceller og frigis til
omgivelsen, men er likevel en atraktant for fiskepatogene bakterier (Larsen et al 2001) og friske
individer har alltid bakterier til stede i mukus (Larsen et al 2015). Dette viser at bakterier har
festemekanismer som gjor det mulig 8 kolonisere huden hos fisk og dermed motstd vertens
forsvarsmekanismer.

Epidermis hos laks bestar av en rekke forskjellige celletyper hvor keratocytter raskt kan migrere og
dekke sdr i huden og danne et beskyttende lag bare timer etter skade (Bullock et al 1978).
Keratocytter hos laks er viktige for det ikke-spesifikke immunforsvaret og beskytter mot
mikroorgansimer (Asbakk 2011). Bakterier kan imidlertid unngd fagocytose fra disse hudcellene og
dermed kolonisere huden (Karlsen et al 2012, Lindell et al 2012). Fjerning av mukus/epidermis er
vist & fore til gkt dgdelighet hos laks smittet med bakterier (Madetoja et al 2000; Svendsen &
Bggwald, 1997). I denne sammenheng vil det bli undersgkt i hvilken grad Tenacibaculum tilpasses
og endrer sine vekstkarakteristika i kontakt med mukus, skinnets ytterste epidermislag, og det
nedenforliggende dermislaget.

Dermis hos fisk inneholder et lag med kollagene fibre som forbinder epidermis til det underliggende
muskellaget, men ved en Tenacibaculum infeksjoner det vanlig 8 observere fullstendig tap av
epidermis og dermis og filamentgse bakterier er vanlig i dermis i slike tilfeller. Dette indikerer at
Tenacibaculum kan penetrere epidermis og kolonisere dermis hvor proliferasjon fgrer til degradering
av kollagenlaget med p&fslgende tap av hud og skade pd underliggende vev. I prosjektet genom vil
data bli benyttet for & predikere kandidatgener relatert til adhesjon, proliferasjon og degradering av
laksehud.

Innledende studier av diversiteten til Tenacibaculum spp. assosiert med tenacibaculose hos laks i
produksjon indikerer at forskjellige «strains» kan vaere arsak til sykdommen, og at planktoniske
organismer kanskje kan veere vektor for noen av disse variantene (Sverre B. Smage Pers.obs.).
Fylogenetiske analyser av syv isolater fra laks med tenacibaculose, basert pa fem HK gener, viste en
variasjon med affinitet til 7. finnmarkense, T. dicentrarchi og T. ovolyticum i tillegg til isolater med
et mer fjernt slektskap til disse tre artene (Smage et al 2015). Innsamling av isolater av
Tenacibaculum spp. i Nord Norge (>200 isolater) i Igpet av tre ar ha vist at variasjonen er betydelig
stgrre enn hva som fremgar av vitenskapelig publikasjoner (S.B. Smage pers.obs.). Dette prosjektet
har som mal 8 karakterisere denne variasjon av Tenacibaculum spp. fra laks i oppdrett og fra
omliggende miljg og andre fiskearter, i tillegg til at variasjon i virulens vil bli testet i smitteforsgk.
Den generelle antakelsen er at sardannelse hos laks fglger av at bakterier koloniserer fiskens hud
eller overflatiske hudskader med pafglgende nekrotisering av vevet lokalt uten at infeksjonen blir
systemisk. P3 et senere stadium blir fisken mottakelig for en dgdelig systemisk infeksjon. Hovedmalet
med prosjektet er @ fylle hullet i eksisterende kunnskap om Tenacibaculum spp. og tenacibaculose i
norsk lakseoppdrett. Omradene for fokus vil vaere: a) naturlig og menneskeskapte reservoar for
bakteriene (informasjon som skal kunne brukes til 8 begrense spredning), b) identifisere faktorer
som kan utlgse tenacibaculose (redusere alvorlighetsgraden i omrader med hgyt infeksjons trykk),
c) identifisere virulensmekanismer involvert i gdeleggelse av fiskevev (identifisere genetiske
markgrer for virulens og ekstracelluleere produkter, eks proteaser), d) kartlegge variasjon mellom
arter og innad i arter hos bakterier assosiert med tenacibaculose, e) utvikle en stabil og repeterbar
smittemodell for patogene Tenacibaculum spp. (viktig for fremtidig utvikling av vaksiner).
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Prosjektets omfang

Dette prosjektet bestar av fem arbeidspakker med fokus pa & gke eksisterende kunnskap om
tenacibaculose hvor malet er & redusere antall utbrudd fordrsaket av Tenacibaculum spp. i norsk
lakseoppdrett. API: Innsamling av isolater av Tenacibaculum spp. APIIL: Utvikle stabile
smittemodeller. APIII: Identifisere virulensfaktorer hos Tenacibaculum spp. APIV: Kartlegge
genomet til Tenacibaculum finnmarkense. APV: Genotype Tenacibaculum spp isolert fra laks og
andre organismer langs norskekysten, samt undersgke mikrobiota dynamikken under infeksjon med
Tenacibaculum og immunresponser i huden.

Prosjektorganisering

Deltakerne i prosjektgruppe har alle tidligere arbeidet med bakterier fra fisk og har alt gitt betydelige
bidrag til den eksisterende kunnskapen om Tenacibaculum spp. i Norge. Prosjektet inkluderer
industripartnere (Cermagq, Dr. Sverre B. Smage, Dr. gyvind Breivik) med erfaring med tenacibaculose
i lakseproduksjon, en sentral aktgr (MarineHelse) pa fiskehelse i Nord Norge, og forskningsmiljger
ved Universitetet i Bergen (UiB, Prof. Are Nylund og Egil Karlsbakk, og ingenigr Erwan Lagadec) og
Nofima (Dr. Christian Rene Karlsen, Dr. Lene Sveen, Dr. Aleksei Krasnov, og Dr. Gerrit Timmerhaus).
Bade UiB og Nofima har den ngdvendige infrastruktur og fasiliteter for gjennomfgring dette
prosjektet, inkludert fasiliteter godkjent for gjennomfgring av smitteforsgk. Helgenom sekvensering
(Next generation sequencing, deep-sequencing, Illumina) vil bli utfgrt ved kommersielle laboratorier.
De andre forskningsoppgavene vil bli utfgrt ved UiB og Nofima. Nylund (UiB) vil fungere som
prosjektleder og veere ansvarlig for APV, Karlsbakk (UiB) vil veere ansvarlig for API, og Lagadec
(UiB) vil utfgre laboratoriearbeidet pd arbeidspakkene I og V ved UiB. Smage og Breivik (Cermaq)
er ansvarlig for APII, mens Karlsen og Krasnov (Nofima) er ansvarlig for arbeidspakkene APIII og
APIV, samt arbeidet med mikrobiota dynamikk og kartlegging av immunologiske responser i hud i
forbindelse med Tenacibaculum infeksjon (APV).

Referansegruppe for prosjektet er: Per Anton Saether (MarineHelse), Anne Tjessem (Grieg Seafood),
Eirik Monsen (Lergy Aurora), og Henrik Duesund (Cermaq).

Sven M. Jgrgensen (FHF) har deltatt p@ mgter med referansegruppen.

3. PROBLEMSTILLING OG FORMAL

Prosjektets effektmal
Hovedmadlet med dette prosjektet er & redusere betydningen av tenacibaculose i norsk
lakseproduksjon. Dette omfatter gkt fiskevelferd, reduserte tap og nedgradering av laks ved slakting

med utgangspunkt i bedre kunnskap om bakterier i slekten Tenacibaculum.

Spesifikke mal er:

a) Identifisering av naturlige og menneskeskapte reservoar (kunnskap som kan benyttes til 8 hindre
spredning av bakteriene).

b) Forbedre dagens smittemodeller for sykdomsfremkallende varianter i slekten Tenacibaculum
(viktig for & evaluere ikke-medisinske behandlinger, spredning, patogenese, og vevstropisme).

c¢) Dokumentere eksisterende intra- og interspesifikk variasjon hos Tenacibaculum spp. (viktig for

fremtidig risikovurderinger knyttet til spredning og sykdom).
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d) Testing av varianter av Tenacibaculum spp. evner til & uttrykke virulens og gi sykdom hos
laksefisk.

e) Kartlegge endringer i laksehudens bakterieflora i forbindelse med infeksjoner av Tenacibaculum
spp. og eventuelle immunreaksjoner.

f) Kartlegge ko-faktorer som kan utlgse tenacibaculose (dvs ny kunnskap som skal gi et grunnlag for

utvikling av produksjonsstrategier som kan redusere risiko for sykdom).

Prosjektets resultatmal
Prosjektet har folgende leveranser:
A. Presentasjon og deponering av genomet til 7. finnmarkense.
B. Etablering av real time RT PCR for deteksjon av virulens gener hos T. finnmarkense.
C. Presentasjon av en reproduserbar smittemodell for T. finnmarkense (rapport eller
vitenskapelig publikasjon.
D. Populaervitenskapelig publikasjon med presentasjon av hud-helse hos laks relatert til
bakterieinfeksjoner.
Vitenskapelig presentasjon av virulensmekanismer hos Tenacibaculum.
F. Vitenskapelig presentasjon som beskriver forandringer i hud struktur og hvordan mikrobiota
pavirker genregulering i huden under utvikling av sar.
G. Vitenskapelig presentasjon av genotyper av Tenacibaculum spp., ved bruk av MLST og MLSA
(MLSP), isolert fra fisk i Norske kystnaere omrader.
H. Protokoll for gjennomfgring av smitteforsgk med virulente isolater av T. finnmarkense.

I. «Faglig sluttrapport» etter retningslinjene til FHF.

4. PROSJEKTGJENNOMF@RING ‘

Beskrivelse av metodikk og gjennomfgring av prosjektet

API. Innsamling av isolater av Tenacibaculum spp.

Ved isolering av bakterier ble det fokusert p& medlemmer av genus Tenacibaculum og dermed ble det
benyttet agar (Fglgende agar ble testet og benyttet: Marine Agar - MA, Blood Marine Agar - BAMA, og
Kanamycin Blood Marine Agar - KABAMA) som var spesielt godt egnet for denne slekten med bakterier. Det
var ogsa et mal 8 isolere et representativt utvalg (diversitet) av Tenacibaculum spp. fra laks og andre
organismer (eks. rensefisk) knyttet til lakseoppdrett lang hele norskekysten. Faktorer av betydning i
forbindelse med isolering var: Tidspunkt for sjgsetting av smolt, temperatur og salinitet, behandling mot
lakselus, AGD eller bakterier (bruk av antibiotika), dgdelighet knyttet til tenacibaculose, andre diagnoser,
og sykdomshistorie pa lokaliteten. Etter isolering ble alle isolater sub-klonet og de enkelte klonene ble i
fgrste omgang identifiser ved hjelp av sekvensering av 16S. Det er hentet inn og lagret ca 400 isolater av
Tenacibaculum spp i perioden 2011 til 2020. Tabell 1 gir en oversikt over et utvalg av disse.
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Tabell 1. Oversikt over antall (N=) utvalgte isolater av Tenacibaculum spp.. Ss = Salmo salar, Om
Oncorhynchus mykiss, Lb = Labrus bergylta, Cl = Cyclopterus lumpus, Hh = Hippoglossus hippoglossus,

Ch = Clupea harengus, Cc = Cyanea capillata, Dt = Dipleurosoma typicum.

2011 | 2013 2014 2015 2016 | 2017 2018 2019 2020
Fylke N = N = N = N = N = N = = =
Finnmark 1-Ss 2- 35-Dt 25-Cl
Hydrozoa 31-Ss 8-Ss
9-Ss
Troms 102 - Ss 12 - Ss
Nordland 1-Ss 1-Ss 23 -Ss
Trgndelag 6 - Hh
Sogn og 1-Ss 2-0m 11-d
Fjordane 6-Ss 5-Ss
Hordaland 1-Ss 3-Llb 1-Cnidaria 8 -Ss 3-d 2-Ch
1-Cc 5-0m
2-Cl 48 - Ss
Rogaland 4 -Cl 22 - Hh
8 - Om
Akershus 11 -Ss

Innsamling av isolater av Tenacibaculum spp. ble gjennomfgrt som planlagt og utfgrt av Cermaq (isolater
fra fgr oppstart av prosjektet), MarinHelse (isolater fra anlegg med tenacibaculose i Troms under
prosjektperioden), og Universitetet i Bergen (isolater fra laks, andre fiskearter og marine organismer hentet
fra spredte omrader langs norskekysten i prosjektperioden).

APII: Etablering av reproduserbare smittemodeller for aktuelle arter i slekten Tenacibaculum

I APII ble det utfart smitteforsgk i to perioder. Alle smitteforsgkene ble utfgrt hos ILAB i Bergen. I den
forste perioden (hgst 2018) ble det utfgrt smitteforsgk der vi forsgkte & forbedre eksisterende T.
finnmarkense bad-smittemodell for laks, forbedre den eksisterende bad-smittemodell for T.
maritimum for laks for norske T. maritimum isolater, utvikle en T. finnmarkense bad-smittemodell
for rognkjeks, samt & utvikle en T. maritimum bad-smittemodell for norske T. maritimum isolater til
rognkjeks. Smitteforsgkene ble gjennomfgrt i tre delforsgk. I fgrste delforsgk ble smittemodell for
laks med T. finnmarkense og T. maritimum testet, mens smittemodeller for de samme bakteriene til
bruk pd rognkjeks ble utfgrt i delforsgk 2. I delforsgk 3 benyttet vi de utviklede/forbedrede bad-
smittemodellene fra delforsgk 1 og 2, til 8 undersgke mulig horisontal overfgring av T. finnmarkense
strain HFJ (virulent) og norske T. maritimum (ett T. maritimum isolat fra laks og ett fra rognkjeks)
fra rognkjeks til laks i kohabiteringsforsgk. Som en naturlig del av dette smitteforsgket ble
forskjellene i virulens mellom ulike Tenacibaculum spp. undersgkt.

I andre periode (sommer/hgst 2019) ble det utfgrt et nytt smitteforsgk med Tenacibaculum
finnmarkense strain HFJT. Formalet med forsgket var a8 forbedre og verifisere smittemodellen for
Tenacibaculum finnmarkense til bruk pa 8 °C og deretter bruke denne til & undersgke om ulike
saliniteter under smoltproduksjon har en effekt pa smoltens mottakelighet for tenacibaculose etter
overgang til sjgvann. I forsgket ble to vannkvaliteter (rent ferskvann (F) og lav styrke sjgvann 26%o
(LSS)) sammenlignet, hvor smoltgrupper ble holdt i ulike lengde (tid) i disse ulike vannkvalitetene
for smitte med T. finnmarkense. En masterstudent ved fiskehelsestudiet ved UiB (Kristense Solheim)
var med i planlegging, gjennomfgring og avslutning av forsgket, samt utfgrte analysearbeid av
materialet fra forsgket. Smitteforsgket ble gjennomfgrt i tre deler. I eksperiment 1F ble
mottakeligheten for tenacibaculose hos nylig smoltifisert smolt (80 g) undersgkt. Smolten ble
overfgrt direkte fra ferskvann til sjgvann fgr smitte. I eksperiment 2F og 2LSS ble mottakeligheten
for tenacibaculose hos smolt (120-130 g) som har gatt pa de to ulike vannkvalitetene i 4 uker
undersgkt. I eksperiment 3F og 3LSS ble mottakeligheten for tenacibaculose hos smolt (200 g) som
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har gatt pa de to ulike vannkvalitetene i 8 uker undersgkt. I forkant av hvert eksperiment ble fisken
prgvetatt for SmoltTimer analyser for & sikre at fisken ikke hadde gatt ut av smoltvinduet fgr smitte,
noe som kunne pavirke resultatene.

APIII. Identifisere virulensfaktorer hos Tenacibaculum spp.
Temperatur- og vevseffekter pa Tenacibaculum-ekspresjon av kandidatgener

For @ undersgke effekten av temperatur ble fem Tenacibaculum-stammer (T. finnmarkense typeart
og sp2, Tenacibaculum sp Hammer, Tenacibaculum sp S1F6, Tenacibaculum sp S1E2]8, se Tabell
3) dyrket pd 8 °C og 12 °C i marine broth 2216 (Difco). Vekstkurvene ble brukt for & finne
hgstningspunktet som ble satt til OD600 = 1. For & undersgke effekten av vev ble T. finnmarkense
HJF og sp.2 dyrket pa 8 ° C til OD600 = 0,5 til estimerte konsentrasjoner for T. finnmarkense HIF
og sp.2 til 73,2 £ 11,3 x 10% CFU mL! og 49,9 = 4,3 x 10% CFU mL-1. Kulturer ble deretter delt og
tilsatt enten hudslim (mukus) av atlantisk laks, skjell (med epitellag) plukket fra huden p& atlantisk
laks, eller biter fra dermis delen av huden under skjellene. Triplikater av hver behandling ble hgstet
ved bruk av RNAprotect® (Qiagen) da kontrollen (uten vev tilsatt) nddde en vekst p& OD600 = 1.0.
Supernatanten ble fjernet, og pelleten brukt til 8 isolere total RNA ved bruk av PureLink® RNA Mini
Kit (Invitrogen), renset med PureLinkTM DNase (on-column) fgr RNA-konsentrasjonen ble estimert
med NanoDrop ND1000 (Thermo Scientific) og integriteten og renheten bekreftet med BioAnalyzer
(Agilent Technologies).

Seks referansegener, gyrase subunit B (gyrB), ATP synthase subunit beta (atpD), DNA topoisomerase
(fusA), Phosphoglycerate kinase (pgk), RNA polymerase-beta subunit (rpoB) and elongation factor
Tu (tuf) ble evaluert som kontrollgener i tillegg til de 19 kandidatgenene; antitoxin yefM, toxin yoeB,
actin cross-linking toxin vgrG1, thermolysin tenT, two thiol-activated cytolysins, insecticidal toxin
complex protein, sialic acid O-acetyltransferase neuD, toxin-antitoxin system hicA and relE toxin
components, plasmid maintenance system killer protein, colicin v, lysozyme, membrane associated
erythrocyte binding-like protein maebl, tenacilysin/pneumolysin, peptidase S8, to M43 peptidaser
and en bakterie collagenase fra peptidasefamilien M9 pepM9 (Tabell 2). Primere ble designet med
Primer OligoPerfect (ThermoFisher Cloud) og verifisert som genspesifikke fra amplifiserte PCR-
produkter ved bruk av superscript fusion mix (Invitrogen) som ble sekvensert og bekreftet identiske
med de respektive gensekvensene. Primertestene for qRT-PCR-eksperimentene ble kjgrt ved bruk av
QuantStudio5 -instrument (ThermoFisher, MA, USA) og PowerUp SYBR grgnn PCR-masterblanding
(Invitrogen). Spesifisiteten, smeltetemperatur, R2 til standardkurven og Ct min / max verdier var
innenfor forventede verdier. Effektivitet av reaksjoner ble beregnet med ligningen E = 10(eksp-1/linje)
(Phaffl 2001). cDNA ble syntetisert fra RNA ved bruk av et TagMan® Reverse Transcription Reagents
kit og heksamerprotokollen (Applied Biosystems). Kvantitativ PCR kulturstudiene beskrevet over ble
sa utfert i QuantStudio5-instrumentet. Data fra alle prgver er generert ut ifra biologiske triplikater.
For hvert primersett er der inkludert en negativ kontroll og relative utrykk av gener er normalisert
til fire av husholdningsgenene, gyrB, atpD, fusA og tuf, for hver av betingelsene som er testet.

Tabell 2. Liste over primere for gPCR

Primer Sequence (5'-3") Amplikonstgrrelse
toxRelE_ F 1 AGCAAAACTTCAAAATGATCCAAAACT

toxRelE_R_1 CCGTGTGTTGATAATACAAGCGT 150

thiolcyt F 1 TATTCCGAACCCAACACCCG

thiolcyt R_1 GCCTTAGGCGTTACTGTTGC 273
instox_F_1 GGGCAAAACAATGGGATGCT

instox_R_1 GCCTTTACCTTTTGCCATTCGT 122
toxHicA_F 12 TGAGTAATCCTAAAGATTTAACATGGG 159
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toxHicA_R_1
syskill_F_1
syskill_R_1
acetNeuD_F_1
acetNeuD_R_1
thermlys_F_1
thermlys_R_1
cytolys_F_1
cytolys_R_1
VGRG1_F_1
VGRG1_R_1
atoxYefM_F_1
atoxYefM_R_1
toxYoeB_F_6
toxYoeB_ R 6
colicinV_F_1
colicinV_R_1
lysozym_F_1
lysozym_R_1
maebl_F_1
maebl_R_1
conhyp_F_9
conhyp_R_9
pepS8_F_4
pepS8_R_4
pepM43a_F_1
pepM43a_R_4
pepM43b_F_1
pepM43b_R_1
pepM9_F_1
pepM9_R_1
gyrB_F_3
gyrB_R_3
atpD_F_1
atpD_R_1
fusA_F_11
fusA_R_11
pgk_F_1
pgk_R_1
rpoB_F_1
rpoB_R_13
tuf_F_9

tuf R_9

TGCTAGGGTGTGGTTTGTGT

ACTTTACGAAGAAGGTAAGGCA

TGGTTCTTCTCCTTCAACCGA
AGTTGTAATGCATTGCGCTGT
TTCCTGCGCCAATAGTAGCC
CGCCAACAGCTTGTGAAACA
TGCTGGTACTGTTGGAGCTG
GGTGGAATTAGAGGCGGCTT
CCTGTCCTGCAATCGTAGCA

AGCCAACACTTACAAGCCTACT
TCGACTTTAAGGATTCAACCTCT

TCCGTTGGCAATTCCGTCTT
ACCAAACCACCTGCAAATGC
GCTCCACAGCTTCGAAATGT
CGCTGTTGTTGTCCTCCTGA
GGTAGCCTCTTTGGTCGCTT
ATGTTCCTGCAAAAGCGGTT
TGGGAAGAGCGTGTAAGAGT
CGGTTCCTGTTTGCACAATGT
GACAACGCGCAACCAAAGTT
TCGGGCTGATCGAATGTTGA
GCAGATAGCGCCTTTTGAGG
CCCTTGGTGCCGATATTGGT
CGGAACACACGTTACCGGTA
TGCTCCGTTATCAACAGCGT
TACGCTTCAGGACACGCATT
ACCCATTGTTGGCGGTGTAT
ATTACAGCGACCACAGGAGC
TTGACCTGGATATGCAGCGG
CAGCACCTGCACTTCCTACA
CAGCATCGGCAACTGCTTTT
AGATTCGGCAGGTGGAACAG
TCGACATCGGCATCACACAT
TGCAAAAGGACACGGAGGTT
CTTGTGCTTCTCCTGCTCCA
TGAAGCAGGGGATATCGGTG
AGTTTTAGGCTCAACCGCGA
GGGCGTCCTAAAGCTCAAGA
TGCGCAATTACAGCCGTAGA
GTTCTTGGATGGGCAGGTCA
CGATAGAACGCGCATGCATT
GGTACTGTTGCAACTGGTCG
AATGGAGTGTGACGTCCACC

235

233

104

143

221

294

206

135

184

148

203

166

252

225

279

243

299

142

299

238

299
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Strukturmodellering, kloning og uttrykk av to kandidatgener

Aminosyresekvensen til T. finnmarkense PepM9 og termolycin TenT ble brukt for sgk mot kjente
templat og motiver ved hjelp av BLASTp (Altschul 1997) mot proteindatabank (PDB) -databasen og
SWISS-MODEL-serveren (Waterhouse 2018). SignalP 5.0 (Almagro 2019) ble anvendt for prediksjon
av signalpeptider. Modellene ble evaluert og de fgrste N-terminalen 202 aminosyrene i TenT-
sekvensen ble tatt bort for & fjerne en signalsekvens og et propeptid. 25 aminosyrer fra den N-
terminale delen av PepM9-sekvensen ble ogsa tatt bort. Fra de gjenvaerende aminosyresekvensene
ble syntetiske gensekvenser konstruert ved bruk av kodonoptimalisering for ekspresjon i Escherichia
coli med en forlengelse som inkluderte et N-Hiss-merke. De modifiserte sekvensene av pepM9 og
tenT ble kommersielt produsert av Biologics International Corp (BIC), renheten bestemt av SDS-
PAGE og de rekombinante produktene verifisert av Western Blot.

Enzymaktivitet

Proteaseanalyser med TenT og ble utfgrt ved bruk av Pierce Colorimetric Protease Assay Kit
(ThermoScientific) etter produsentens protokoller. Kollagenaseaktivitet av TenT og PepM9 ble vurdert
ved bruk av collagenase activity colorimetric assay kit (Sigma-Aldrich) etter produsentens
protokoller. Det ble brukt ti ganger fortynninger av testproteinene i tillegg til kitkontrollene. Begge
analysene ble utfgrt ved 8 °C og 20 °C. For begge analysemetodene ble tre replikater av hver
fortynning kvantifisert, og gjennomsnitt og standardavvik for datapunkter ble beregnet.

Semi in vivo skinnmodell

Proteinlgsninger av PepM9 (0,025 mg / ml) og TenT (0,058 mg / ml) ble Igst i cellekulturmedium L-
15 (Sigma-Aldrich). Modellen benyttet 12 atlantisk laks gdende i sjgvann pa 11 °C. Fisk ble avlivet
med en overdose av Finquel vet (MSD Animal Health), og hver fisk ble injisert subkutant med 0,05
ml av PepM9, TenT, en miks av begge, og kontroll (cellekulturmedium L-15). Etter injeksjon ble fisken
lagt tilbake i tanken med sjgvann (11 °C), og skinnet ble prgvetatt etter 2 timer. Ni kontrollprgver
og ni prover fra de injiserte omradene med TenT, PepM9 og begge ble dissekert og lagt p& bufret
formalin. Preparering og histologisk evaluering ble utfgrt som tidligere beskrevet (Sveen et al. 2019).

Tenacibaculum-motilitet

Isolater tidligere hentet fra skinnet pa atlantisk laks fra slektene Tenacibaculum, Aliivibrio,
Photobacterium, Psychrobacterium og Moritella, ble undersgkt for bakterie-bakterie interaksjoner.
Kolonier voksende p& marin agar ble dyrket opp i marin broth til A600 ~ 1.0. En podegse (1 pl) av
en av bakteriesuspensjonene ble s3 strgket i en rett linje pa en plate med marin agar. Neste kultur
ble strgket vinkelrett pd@ denne for & krysse den opprinnelige kulturen. For & f& begge
krysskombinasjonene ble begge kulturer ogsa strgket vinkelrett pa hverandre i motsatt rekkefglge.
Denne metoden ble fulgt for alle isolater. Kontroller av rene bakteriekulturer ble strgket i et identisk
kryssmgnster. Triplikate plater ble inkubert ved 12 °C og inspisert etter tre dager.

APIII er blitt gjennomfgrt som planlagt.

APIV Kartlegge genomet til Tenacibaculum finnmarkense.
Sekvensering av Tenacibaculum genomer

Tenacibaculum-stammene som ble brukt til genomsekvensering ble dyrket ved 12 °C i marin broth
2216 (Difco). Genomisk DNA ble ekstrahert med QIAGEN Genomic-tip 500/G i henhold til
instruksjonene. For sekvensering ble Pacific Biosciences RS II anvendt og sekvensert ved Norsk
sekvenseringssenter (www.sequencing.uio.no). Genomene er lukket, annotert med Prokka og
stgrrelsen er oppgitt i Tabell 3.
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Tabell 3. Genom-sekvenserte isolater av Tenacibaculum

Isolat Isolert fra Genom Mb
T. finnmarkense type Sar 3,16
T. finnmarkense tsp2 Sar 3,09
Tenacibaculum sp. Hammer H120214 F8 Sar 3,09
Tenacibaculum sp. S1F6 Sar 3,16
Tenacibaculum sp. S1E2]18 Fra manet 2,56

Komparative analyser og predikering av virulensgener i Tenacibaculum-isolatene

For & predikere relevante virulensgener som skulle brukes i RT-qPCR-analysen som er beskrevet
nedenfor ble flere metoder kombinert. Genomiske gyer (GI) og domeneanalyser ble brukt fa & se
etter mulige virulensgener. Virulente proteiner ble videre predikert ved hjelp av MP3-programvaren
(Gupta 2014) ved & ta i bruk T. finnmarkense-genomet som templat. Ved & konstruere en sgkbar
database fra genomet til T. finnmarkense ble sgk utfgrt ved & sammenligne likheten med antatte
virulensfaktorer for andre skinnpatogener hos salmonider som Moritella viscosa, Aliivibrio wodanis,
og de mere fylogenetiske relaterte Tenacibaculum maritimum og Flavobacterium columnare. 1 tillegg
er mikrobielle kollagenaser, keratinaser, og mucinaser hentet fra UniProtKB-databasen for & finne
lignende sekvenser i genomet til de sekvenserte Tenacibaculum-isolatene. Tilstedeveaerelsen av
kandidatgenen funnet i T. finnmarkense ble sammenlignet med tilstedeveerelsen i de andre fire
sekvenserte Tenacibaculum-stammene. Dette for & redusere alternativene som skulle med i RT-
gPCR-analysen.

APIV er blitt gjennomfgrt som planlagt.

APV: Genotyping av Tenacibaculum spp., microbiota dynamikk under infeksjon med
Tenacibaculum og felgende immunresponser i hud.

Genotyping av Tenacibaculum spp isolert fra laks og andre organismer langs norskekysten

Diagnosen tenacibaculosis har vanligvis veert basert pa isolasjonen av Tenacibaculum spp. fra laks
med sarproblematikk etterfulgt av morfologisk, biokjemisk og serologisk karakterisering og analyse
av bakterienes antimikrobielle fglsomhetsprofiler (Fernandez-Alvarez and Santos, 2018). «Multiple
Locus Sequence Typing» (MLST) and «Multi Locus Sequence Analysis» (MLSA) har imidlertid i gkende
grad blitt brukt til bakteriell genotyping (Avendafio-Herrera et al. 2016; Smé&ge et al. 2016; Frisch
et al. 2018; Olsen et al. 2017). Bakteriell genotyping har faktisk blitt et viktig verktay for diagnose
og studier av epizootier. Denne prosedyren karakteriserer isolater ved hjelp av arvestoff (sekvenser
av flere husholdningsgener - HKG). Hvert HKG som inngdr i analysen av en bakterieart tilhgrer
forskjellige alleler, og for hvert isolat definerer allelene til hvert locus den alleliske profilen eller
sekvens-typen (ST). Disse profilene av isolater kan sammenlignes med andre isolater i en sentral
database p& MLST-nettstedet (https://pubmlist.org/tenacibaculum/). Tenacibaculum-isolatene fra API
ble genotypet av ved hjelp av et MLST system utviklet av Habib et al. i 2014, og dette muliggjgr en
sammenligning med andre norske stammer som tidligere er lagt inn i systemet. En Bayesian-analyse
ble deretter gjennomfgrt, inkludert disse 66 stammene, noen referanse-genomer, og norske
stammer som tidligere er beskrevet og tilgjengelig i GenBank.

Tenacibaculum-stammer isolert og klonet i API ble brukt i APV. 66 stammer, som representerte de
forskjellige lokalitetene og vertene som ble undersgkt, ble deretter genotypet gjennom «Multi Locus
Sequence Typing» (MLST) utviklet av Habib et al. (2014) og «Multi Locus Sequence Analysis» (MLSA). Alle
isolatene ble deponert pa MLST-nettstedet for & gke Tenacibaculum-databasen. Sekvensene produsert
gjennom DNA-sekvensering er deponert i GenBank og er fullt tilgjengelig for det vitenskapelige samfunnet.
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Velferdsvurdering og prgvetaking for videre molekylaere analyser fra forsgket (APIII)
med to vannkvaliteter rent ferskvann (F) og lav styrke sjgvann 26ppt (LSS).

Vekt (g) og lengde (cm) ble malt og kondisjonsfaktor (CF) utregnet fra 24 fisk i hver gruppe fgr
smitte, og 9 fisk i hver av gruppene etter smitte (Tabell 4). Gjennomsnittet i gruppene er brukt for
& gi et estimat pd om fisken som er prgvetatt anses som representative av fiskegruppene, bdde 0 %o
0g 26 %. over tid, og av fisken som ble prgvetatt under smitteforsgket. Den samme fisken ble evaluert
visuelt og scoret for velferdsparametere ved & kategorisere finner, snute, blgdning i huden og
skjelltap i en av fire kategorier etter (Noble et al.,, 2018): ingen, mindre, moderate og alvorlige
effekter. Betydningen av de ulike velferdsindikatorene vil variere under ulike betingelser, og er her
ikke vektet. Scoren er derfor ikke brukt til 8 direkte evaluere individets velferdsstatus, men for a
karakterisere kvantifiserbare effekter fra behandlingen og i tillegg brukt som et supplement til 8 velge
vevsprgver for videre evaluering av molekylaere responser. Omrader pa fisken som er prgvetatt er
vist i Figur 1. For underkjeven ble saks brukt for & klippe den Igs og deretter delt i to, venstre side
ble overfgrt til RNAlater og hgyre side pa formalin. To hudomrader ble dissekert fra venstre side av
hver fisk i omradet bakenfor ryggfinnen og over sidelinjen, i omradet ovenfor gattet og halefinnen.
Prgver til histologi ble tilsatt 10 % bufret formalin og lagret ved 4 °C. Prgver for microarrayanalyse
ble lagret i RNAlater ™. Prgver ble holdt kjglig under transport og lagret ved -80 °C til RNA-
ekstraksjon.

Tabell 4. Vekt og kondisjonsfaktor av fisk for histologiske og transkripsjonsanalyser

Maned Salinitet N Vekt (g) / kondisjonsfaktor

for/smittek

ontroll/smi

ttet For smitte Smittekontroll 3 dager etter smitte
Mai 0 %o 15/6/9 71.5+8.0/1.23 £ 0.04 70.1 £ 8.4/1.07 £ 0.05 65.6 £ 13.9/ 1.06 + 0.05
Juni 0 %o 12/6/9 104.7 £12.6 /1.12 £ 0.04 101.8 £ 15.3/1.11 £ 0.07 98.4 £ 12.4/1.03 £ 0.05
Juni 26 %o 12/6/9 77.7 £ 14.8 /1.07 £ 0.07 92.2 £7.8/1.06 £ 0.04 98.2 £ 15.8/ 1.14 £ 0.09
Juli 0 %o 12/6/9 141.1 £ 21.8/1.12 £ 0.08 157.8 £27.6 /1.15 £ 0.11 151.1 £17.9/1.07 £ 0.06
Juli 26 %o 12/6/9 119.1 £ 20.5/1.12 £ 0.06 133.7 £20.2/1.12 £ 0.03 129.0 £ 22.5/1.13 £ 0.07

Histologi

Dorsal, ventral hud, kjeve og finne ble fiksert i formalin og snittet og farget med AB/PAS eller
immunmerket (Figur 1). ). Masterstudent Marte Fredriksen ved fiskehelsestudiet ved UiB bidro med
dette arbeidet. Snittene ble enten analysert manuelt, eller ved hjelp av Nofimas AI-modell pa skinn
som beskrevet av Sveen et. al. 2020. P3 grunn av et stort prgveantall (4 vev x 10 fisk x 9 uttak),
ble utvalgte prgver valgt for analyse (Tabell i Figur 14).

Produksjonsenheten (0 %o (F) og 26 %o (LSS)): Ventrale (n = 30) og dorsale (n = 30)
skinnprgver fra produksjonsenheten (0 %. (f) og 26 %. (Iss)) ble analysert digitalt pd plattformen
Aiforia® (Aiforia Technologies Oy) AI-modell for skinn (Sveen et al 2020). Den ventrale hudprgven
ble definert i to omrdder: ventral og gatt (Figur 1), mens analysen ble utfgrt p& hele skinn prgven
fra dorsal side. Det ble ogsa kjgrt Al-analyser pd smittede prover. Noe av utfordringen med denne
analysen var at AI-modellen var tilpasset normalt skinn i omradet mellom ryggfinne og sidelinjen.
Ventralt skinn skiller seg noe fra dorsalt skinn, spesielt i omradet rundt gattomrade. Skinn etter
smitte endres saerdeles i morfologi, og Al-analyser pa dette skinnet viste seg & vaere problematisk.
En AI-modell vil kun vaere i stand til & gjenkjenne strukturer som inngar i treningssettet. Derfor ble
det brukt en del tid p3 8 trene opp AI-modellen til 8 gjenkjenne skinn fra smittet fisk, og skinn i
gattomradet. Da kjevemorfologi skilte seg betraktelig fra skinnmorfologi ble kjevemalinger utfgrt
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manuelt ved bruk av Aperio Image Scope. Ettersom den histologiske strukturen pa kjeven varierte
betydelig mellom tuppen av kjeven, og sidene, ble det definert tre omrader: Omrade 1, Omrade 2
og Omrade 3 (Figur 1). S3rutvikling ses oftest i omrade 1, og vi var derfor interessert i eventuelle
forskjeller mellom de ulike omradene pa kjeven. For hvert omrade av kjeven ble tykkelsen malt for
epidermis (um; seks lengdemalinger per omrade) og areal (um?2), og ogsa antall og plassering av
slimceller.

Hale

Produksjonsenhet Overfgring til sjg Smitte
Vev Mai Juni July | Mai Juni July [ Mai Juni  July
Kjeve M M M HE HE HE IH IH
Ventralt skinn | Al Al, Al, IH, HE, HE, HE, MA
MA MA MA  MA MA
Dorsalt skinn | Al Al Al IH IH

Figur 1. Oversikt over omrader av skinnet som ble undersgkt med histologiske analyser. Hovedhensikten
med de histologiske malingene var & identifisere mulige forskjeller i vevsmorfologi hos frisk fisk i
produksjonsenheten, som fglge av produksjon i ferskvann eller lavsalinitet. Eksempler er vist fra kjeve (B),
i omradet over gattet (C) og hale (D). Tabellen viser vevsprgver som ble analysert og hvordan,
immunohistokjemi (IH), farget med AB/PAS og analysert manuelt (M) eller med AI-model (AI). Prgver til
microarray (MA) analyser er ogsa indikert tabellen.
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Overforing til sjo: Etter overfgring til sjo ble det fokusert pd endringer i det ytre epitellaget. Provene
ble scoret manuelt pa en skale fra 0 til 3, hvor O representerte intakt epitellag, mens 3 fullstendig
tap av vev.

Smitte: Histopatologiske endringer i vevene ble gjennomgatt. Videre ble utvalgte prgver fra kjeve
og dorsale- og ventrale skinnprgver immunmerket for 8 verifisere tilstedevaerelse av bakterien, og
distribusjon i de ulike vevene som er til stede i skinnet.

Microarrayanalyser

Transkriptomanalyser i epidermis og dermis ble utfgrt ved bruk av Nofimas 44 k microarray-
oligonukleotidprober som inneholder alle kjente proteinkodende gener fra atlantisk laks (Salgeno-2).
Fra hovedforsgket er prgvematerialet inndelt i fglgende grupper: Fisk fra holdetankene, fisk holdt pa
ferskvann (0 %o), fisk holdt pa brakkvann (26 %o), 0 0og 26 %o gruppene overfgrt til smittecelle
(kontrollprgver smitteforsgk), 0 og 26 ppt grupper smittet. Nofimas bioinformatikk pipeline STARS
ble brukt til databehandling. Ekspresjonsratioer (ER) for alle individuelle prober ble utregnet ut ifra
gjennomsnittsverdien av alle prgver. Differensiell forskjell i uttrykk av gener (DEG) er definert som:
log2-ER> | 0.8 | (1,74 ganger) og p <0.05.

I prosjekt og styringsgruppemgtet i september 2019 ble det foresldtt endringer i APV. Fra
smitteforsgket utfgrt i mai 2019 ble skinnprgver for microarray delt i ulike skinnlag for & gi et mer
nyansert og spesifikt bilde av hvilke responser som skjer hvor i huden. Det var i tillegg store
endringer mellom kontrollgruppene for smittet fisk basert pa tidspunktet smitten ble gjennomfgrt
pa. Dette gjorde at prosessen med & overfgre fisken til sjgvann ogsa matte inkluderes i analysene.
Dette gkte kostnadene for genuttryksanalyser. Ved 8 omdisponere midlene fra mikrobiotadelen &pnet
det seg ogsa en mulighet for 8 bruke immunohistokjemianalyser. Begrunnelsen bak var todelt. I
tillegg til de store forskjellene mellom kontrollgruppene, utviklet fisken sdr pa kjeve og buk samtidig
som epitellaget ikke var intakt og det anses at dette er en overstyrende faktor sammenlignet med
kommensale bakterier. Fra histologiske analyser ble det ogsd@ observert at epidemis i mange av
prgvene manglet. Erfaringsmessig pavirker dette ekstraksjonsprosessen slik at det blir mye DNA fra
verten i prgvematerialet. Til sammen anses det at evt mikrobielle profiler ville ha liten reell biologisk
verdi i dette tilfellet.

5. OPPNADDE RESULTATER, DISKUSJON OG KONKLUSJON

API. Mdlet med innsamling av isolater var & fa pa plass et representativt utvalg av Tenacibaculum spp.
knyttet til lakseoppdrett og assosierte marine organismer i Norge. Alle isolater samlet inn i prosjektperioden
er klonet og lagret ved UiB. Ca 400 isolater ble samlet inn fra laks og andre fisk i tillegg til isolater fra
planktoniske organismer. Det er til dels stor variasjon mellom isolatene, men en rekke isolater fra
forskjellige omrader langs kysten er like (Se APV). Isolatene som er lagret ved UIB vil vaere tilgjengelig for
videre studier av Tenacibaculum spp.

AP II. Smitteforsgk 2018

Delforsgk 1.

Badsmitte med T. finnmarkense strain HFJ'.

I delforsgk 1a lyktes det ikke & smitte laksen med T. finnmarkense ved bruk av hgyere
vanntemperaturer (8°C og 10°C) og kortere smittetid (2 timer) i forhold til tidligere forsgk (Smage
et al., 2018). For T. finnmarkense var malkonsentrasjon satt til 1.0x10> bakterier ml! under
badsmitten. Bakteriekonsentrasjon ble malt retrospektivt til 4.07x10% bakterier mlt. Vi konkluderer
med at det ikke lyktes 8 smitte laksen pd grunn av en for lav konsentrasjon av bakterier, dvs for lite
bakterier under badsmitten til 8 gi sykdom. Av erfaring vet en at smitte med T. finnmarkense er
doseavhengig og at det sannsynligvis er ngdvendig @ nd et visst bakterieniva fgr det resulterer i
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tenacibaculose. For & kompensere for den reduserte smittetiden og hgynede temperaturen trengs
det sannsynligvis en hgyere bakteriekonsentrasjon under badsmitte for a gi tenacibaculose. Ettersom
fisk smittet med T. finnmarkense ikke utviklet tenacibaculose, ble det fra hvert kar samplet to fisk
etter en uke og to fisk ved avslutning. Dette for & undersgke tilstedevaerelsen av bakterien ved hjelp
av gPCR-analyser. Disse analysene viste enten svaert hgye CT-verdier eller at de var negative for T.
finnmarkense, noe som stgtter opp om at infeksjonen ikke ble etablert. Det ble derfor i en
endringssgknad til mattilsynet, sgkt om & fa utfgre T. finnmarkense badsmitte av laksesmolt ved 8°C
i et nytt forsgk, 1b, med hgyere bakteriekonsentrasjoner. Ved sampling og ved avslutning av forsgk
la ble alle fiskene undersgkt og scoret for kliniske tegn i eget skjema.

Badsmitte med Norske T. maritimum isolater.

I delforsgk 1a lyktes det ikke & smitte laksen med norske T. maritimum ved bruk av smittemodell
utviklet for Canadiske T. maritimum ved 12 °C. For T. maritimum var malkonsentrasjon satt til
1.0x107 bakterier ml-! under badsmitten for de to isolatene som ble testet. Bakteriekonsentrasjon
ble malt retrospektivt til 8,4x106 bakterier mlt for isolat 1, og 1.13x107 bakterier ml'! for isolat 2.
Dette var naert gnsket malkonsentrasjon.

I forsgket lyktes det ikke & smitte laks med de to norske T. maritimum-isolatene, selv om
konsentrasjonen brukt i forsgkene var lik den gnskede malkonsentrasjon for hvor det var forventet
at man skulle fa etablert 7. maritimum infeksjon. Det ble derfor fra hvert kar samplet to fisk etter
en uke og to fisk ved avslutning. Dette for & undersgke tilstedeveerelsen av bakterien ved hjelp av
Real Time RT-PCR-analyser. Disse analysene viste enten svart hgye CT-verdier eller at de var
negative for 7. maritimum, noe som stgtter opp om at infeksjon ikke hadde blitt etablert. Grunnen
til at laksen ikke utviklet sykdom som fglge av T. maritimum smitte i dette forsgket er uvisst da lite
er kjent om de sykdomsfremkallende egenskapene til Norske T. maritimum isolater. Resultatet kan
derfor skyldes at disse isolatene er mindre virulente enn hva som er tilfellet for andre 7. maritimum-
isolater. Ved sampling og ved avslutning av forsgk 1a ble alle fiskene undersgkt og scoret for kliniske
tegn i eget skjema.

Delforsgk 2. Utvikle bad-smittemodeller for T. finnmarkense og T. maritimum for rognkjeks

Badsmitte T. finnmarkense.

I delforsgk 2a lyktes det ikke 8 smitte rognkjeks med T. finnmarkense ved 8 °C og 2 timer smittetid.
For T. finnmarkense var malkonsentrasjon i dette forsgket gkt til 1.0x106 bakterier ml'! under
badsmitten basert pa resultatene fra forsgk la. Bakteriekonsentrasjon ble malt retrospektivt til
2.09x106 bakterier mlt, noe som var naert gnsket malkonsentrasjon.

Etter 10 dager ble tre fisk fra hvert kar (kar 1-2) samplet for gPCR-analyser og bakteriedyrking.
gPCR- analysene viste enten svaert hgye CT-verdier eller at de var negative for T. finnmarkense. Det
lyktes heller ikke & dyrke bakterier fra hud. Dette stgtter opp om at infeksjon ikke var etablert. At
en ikke lyktes med @ etablere infeksjon hos rognkjeks med T. finnmarkense-isolatet brukt i forsgket,
kan tyde pa at dette isolatet ikke gir sykdom for rognkjeks under de testede forholdene.

Badsmitte T. maritimum.

I delforsgk 2a lyktes det med & smitte rognkjeks med T. maritimum isolat 1 og 2. For T. maritimum
var malkonsentrasjonen satt til 1.0x107 bakterier ml-!. Bakteriekonsentrasjon ble malt retrospektivt
til 1.06x107 bakterier ml-! for isolat 1 (NS17 fra laks) og 1.06x107 for isolat 2 (NLF15 fra rognkjeks),
noe som identisk med gnsket malkonsentrasjon.

Rognkjeksen ble ngye fulgt opp etter smitte. Etter 6 dager (isolat 1), ble det observert
hudforandringer pa enkelte fisker. Denne forandringen kunne beskrives som en «donut» lignende
struktur rundt hudpiggene. Det ble ikke observert noen unormal adferd hos disse affiserte fiskene
og de sgkte aktivt for. Dette kliniske bildet er ikke tidligere beskrevet for T. maritimum. I samrad
med PMSK (person med sarskilt kontrollansvar) og fiskehelseansvarlig (ILAB) ble det besluttet at
ved observasjon av tydelig «donut» rundt hudpiggene sa skal fisk tas ut av forsgket. Smitte med T.
maritimum- isolat 2 gav identisk sykdomsforlgp og sykdomstegn som ved smitte med T. maritimum-
isolat 1.
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Real Time RT-PCR analyser, histologiske og bakteriologiske undersgkelser og skanning
elektronmikroskopi av affisert vev (Figur 2), var positive for tilstedevaerelse av T. maritimum og
viste at en infeksjon var etablert. Ingen sykdomstegn eller unormal adferd hos rognkjeksen ble
observert i kontrollkar. Ved sampling og ved avslutning av forsgk 2a ble alle fiskene undersgkt og
scoret for kliniske tegn i eget skjema.

20 um
: [

Figu'r 2. SEM av hudpig hos ognkjes smittet med norsk T. maritimum isolat fra smitteforsgk utfgrt
i AP II i 2018. Bildet viser store mengder bakterier med T. maritimum morfologi rundt hudpiggen
(«donut»).

Delforsgk 3. Kohabiteringsforsgk med rognkjeks og laks.

I delforsgk 3 ble rognkjeks smittet med T. maritimum isolat 1 og 2 pa8 samme mate som i forsgk 2a.
For T. maritimum var malkonsentrasjonen satt til 1.0x107 bakterier mlI-t. Bakteriekonsentrasjon ble
malt retrospektivt til 2.22x107 bakterier ml! for isolat 1 og 3.2x107 for isolat 2, noe som er litt hgyere
enn malkonsentrasjonen. Dersom det ikke ble observert kliniske tegn pd sykdom hos fiskene i
forsgket, ble det planlagt et prgveuttak 10 og 20 dager etter smitte/overfgring.

Sheddere: Syv dager etter smitte med T. maritimum isolat 1, ble de fgrste rognkjeksene med tegn
til «donut» tatt ut av forsgket. Alle rognkjeksene smittet med isolat 1 utviklet «donut» i forsgket. 5
dager etter smitte i med T. maritimum isolat 2, ble de fgrste rognkjeksene med tegn til «donut» tatt
ut av forsgket. Alle rognkjeksene smittet med isolat 2 utviklet «donut» i forsgket. At «donut» ble
observert tidligere i disse karene, skyldes sannsynligvis at det var litt hgyere bakteriekonsentrasjon
i smitten enn malkonsentrasjonen. I kontrollkarene ble det ikke observert noen adferdsmessige eller
kliniske tegn til sykdom hos rognkjeks.
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Kohabitanter: Ti dager etter overfgrsel til smittekar var det ikke observert adferdsmessige eller
kliniske tegn til sykdom hos laks. Tre tilfeldige laks ble samplet fra hver kar til Real Time RT-PCR,
histologi og bakterieprgver. I Igpet av perioden mellom 10 og 20 dagers sampling, ble det i hvert kar
tatt ut laks med tegn til sykdom (unormal adferd, petekkiale hudblgdninger eller begynnende
hudlesjoner).

20 dager etter overfgrsel til smittekar ble tre tilfeldige laks samplet fra hver kar til Real Time RT-
PCR, histologi og bakterieprgver. I kontrollkarene ble det observert noe finneslitasje hos laks.

Ved sampling og avslutning av forsgket ble alle fiskene undersgkt og scoret for kliniske tegn i eget
skjema. Resultat fra bakteriedyrking og sekvensering viste at T. maritimum var til stede hos laks
med begynnende hudlesjoner. Real Time RT-PCR analyser viste at majoriteten av de samplede fiskene
hadde tilstedeveerelse av T. maritimum pa hud og i mindre grad pa gjeller. Alle fisker var negative
for Moritella viscosa.

AP II Virulenstesting av ulike Tenacibaculum spp

I forsgkene utfgrt i 2018, var det tydelig at det er variasjon i mottakelighet for T. finnmarkense strain
HFJ mellom laks og rognkjeks. Hgy dose T. finnmarkense gav ingen sykdom p& rognkjeks og tyder
pd at T. finnmarkense strain HFJ ikke er virulent for rognkjeks. En tilsvarende dose ble testet ut pa
laks i pre-smitte for forsgkene utfgrt i 2019. Denne gav 80 % dadelighet. For T. maritimum ble det
ikke registrert forskjeller i kliniske tegn hos rognkjeks mellom de to isolatene testet. For laks lyktes
det ikke med direkte badsmitte med de samme isolatene, men ved kohabitering ble bakterien
overfgrt og sykdom etablert. Dette tyder pa at en mer kontinuerlig smitte er ngdvendig for 3 gi
sykdom hos laks med disse isolatene. Dette tyder ogsa pa at norske T. maritimum isolater er mindre
virulente en Canadiske T. maritimum. Likevel kan den redusert mottakelighet hos laksen for T.
maritimum ogsa skyldes at den hadde gatt pa 26 promille sjgvann forut for smitte (Basert pa
resultatene fra smitteforsgk utfgrt i 2019, se under).

AP II. Smitteforsgk 2019.
Etablering av smitteprotokoll for T. finnmarkense ved 8 °C

For oppstart av smitteforsgkene ble utfgrt et vekstkurveforsgk for T. finnmarkense isolat HFJ'. Disse
vekstkurvene viste en ideell Optisk tetthet (OD) og celletall ved 53-54 timers dyrking i risteinkubator
p& 140 rpm og 16 °C. Se figur under (Figur 3):

Growth curve T. finnmarkense
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Figur 3. Vekstkurve for T. finnmarkense stamme HFJT dyrket i Difco 2216 Marine Broth (MB).
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Fra resultatene i smitteforsgkene er det klart at T. finnmarkense isolat HFJ™ har en snever terskel
for @ indusere tenacibaculose. Fra pre-smitte ble det klart at en smittedose pa 2.2x10° cfu/ml og to
timers smittetid gav 80 % dgdelighet, mens en smittedose pa 7.7.X10% gav 0 % dgdelighet. En
dose pa 2.2x108 i to timer er ogsa ca 10 ganger s& mye bakterier som det som er vist @ gi 80 %
dgdelighet ved 4 °C. Dette gjenspeiler det man ser fra felt hvor sarutvikling er saerlig knyttet opp
mot lave sjgvannstemperaturer. I tillegg ble fisken smittet i eksterne kar, noe som betyr at fisken
ma& hdves for og etter smitte. Dette handteringssteget kan derfor vaere et ngdvendig steg i
smitteprotokollen for @ gi sykdom ved 8 °C. Dette handteringssteget er ikke ngdvendig for & gi
sykdommen pa 4 °C.

Dosen som ble brukt i presmitten og som gav 80 % dgdelighet ble forsgkt gjenskapt i de pafglgende
smitteforsgkene. Dette lyktes ikke helt siden en fikk maksimalt 49 % dgdelighet. Fra
celletallmdlingene var det derimot klart at antall celler var noe lavere (1.7X108) enn i presmitten.
Det er likevel ikke store forskjeller i antall bakterier mellom disse forsgkene. Dette viser at OD og
dyrkningstid kan brukes til 8 noksd ngyaktig bestemme celletallet for denne bakterien i smitteforsgk.
Det som gj@r det utfordrende 3 smitte med T. finnmarkense isolat HF]T ved 8 °C er derfor den snevre
terskelen for nar den gir sykdom.

Effekten av a holde laks i ulike vannkvaliteter for overfgring til sjgvann pa mottakelighet for
tenacibaculose.

Formalet med dette forsgket var & forbedre den eksisterende smittemodellen for Tenacibaculum
finnmarkense ved 8 °C og bruke denne til 8 undersgke om ulike saliniteter under smoltproduksjon
har en effekt pa smoltens mottakelighet for tenacibaculose etter overgang til sjgvann. To
vannkvaliteter (rent ferskvann (F) og lav styrke sjgvann 26%o0 (LSS)) ble sammenlignet, hvor
smoltgrupper ble holdt i ulike lengde (tid) i de ulike vannkvalitetene fgr de ble smittet med T.
finnmarkense (K. Solheim, Master grad)). (Dette forsgket er ogsa knyttet opp mot APV - M.
Fredriksen, Master grad). I forsgket ble sykdommen reprodusert. I forsgk 1 og 3 fikk vi noe lavere
dgdelighet enn gnsket for tydelig & kunne si noe om effekten av de ulike produksjonsregimene. I
forsgk 2 fikk vi 49 % dgdelighet i ferskvannsgruppen og 16 % dgdelighet i LSS-gruppa, noe som er
statistisk signifikant og viser tydelig effekt av & holde fisken i LSS for smitte. I forsgk 3 var det ogsa
en trend til hggre dgdelighet hos ferskvannsgruppen (K. Solheim, Master grad). I alle delforsgkene
ble det tatt ut vevsprgver bade for og etter smitte for & undersgke hudstrukturer og immunsystemet
i huden (AP V). Resultatene fra disse analysene vil trolig vaere viktig for & kunne forsta hvorfor LSS-
gruppa er mer robust enn ferskvannsgruppen (M. Fredriksen, Master grad).

Resultatene fra dette forsgket vil veere sveert viktig for oppdrettsnaeringa med tanke pa nye
produksjonsstrategier for smolt, som vil kunne redusere tilfellene av tenacibaculose hos nylig sjgsatt
laks.

APIII og APIV. Genomet og virulensfaktorer i Tenacibaculum

Det er helgenomsekvensert fem isolater av Tenacibaculum. Fire fra sar (inkludert T. finnmarkense)
og en fra manet. Alle fem isolatene er sekvensert med PacBio og fire av isolatene inkludert T.
finnmarkense har helt lukkede genom. Ett av isolatene ser ut til & inneholde et mindre sirkulaert DNA
element. Dette vil vaere uvanlig for genusslekten, men vatlabsdata er ngdvendig for 8 verifisere dette
som et plasmidelement. Alle genomene er relativt sma slik som hos flere arter av Tenacibaculum.
De fra sar har genomer pa 3,09 - 3,16 Mb. Tenacibaculum fra manet er pa 2,56 Mb. Ved & klassifisere
genene inn i core-gener som alle har, er dette rundt 1600 gener. Gener som noen, men ikke alle har,
altsd ekstra- eller tilhgrs-gener inkluderer rundt 500 gener for de fire sarbakteriene. Rundt femti av
disse genene har ogs@ manetisolatet. Antall unike gener som er funnet i bare ett av de fire
sarisolatene er mellom 13 og 80 gener. Det er manet-isolatet som skiller seg ut i antall gener som
er unike mellom disse isolatene. Denne har 330 unike gener. Fylogenetisk er de fire Tenacibaculum
isolatene fra sar relativt like ut ifra genomsekvensen. Disse danner en subgruppe sammenlignet med
andre Tenacibaculum spp. Isolatet fra manet utgjer en egen forgreining i den taksonomiske
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strukturen av Tenacibaculum. Dette gjenspeiles ogsa i kandidatgenene for Tenacibaculum-virulens
i Figur 4 der genomene fra de sekvenserte isolatene er brukt for a8 indentifisere mulige
virulensfaktorer slik som beskrevet i metodedelen. En preliminaer screening av T. finnmarkense mot
virulensdatabaser og sgkeverktgy viste ingen klare sekrerte toksiner. Dette er ogsd i trdd med
publikasjonen pa referansegenom for T. finnmarkense til Bridel et al. (2018). Bakterien inneholder
imidlertid en god del av andre assosierte virulensfaktorer som sekresjonssystemer, opptakssystemer
for jern etc. For @ undersgke hvordan Tenacibaculum regulerer utrykk av noen av disse genene er
listen av undersgkte gener redusert til 19 kandidatgener. Hvilke gener som finnes i de ulike isolatene,
er illustrert i Figur 4.
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Figur 4. Predikerte putative virulensfaktorer i Tenacibaculum fra fem ulike isolater. Tf type viser til
T. finnmarkense HFJT. Sort indikerer tilstedeveerelse, hvitt fravaer og grd sekvenser med lav likhet.
Heatmap viser relativt uttrykk (logl0 RE) av virulensgener hos av hver enkelt stamme av
Tenacibaculum p& 8 °C og 12 °C. Rgd farge indikerer lavt uttrykk, gult indikerer hgyt uttrykk, hvitt
ikke uttrykt.

Noen av kandidatgenene er sekrerte toksiner som er predikert ut ifra det som er kjent i fra andre
bakterietyper. Actin cross-linking toxin (vgrG1) er linket til transportsystem og sekrering der denne
er vist 8 pafgre cytotoksiske effekter pa celler ved at den bryter ned aktinstrukturer i cytoskjelettet.
Dette ser ut til & vaere rettet mot fagocyterende celler og kan hinder makrofagers evne til & ta opp
bakteriene. Termolysin tenT er et metalloprotease enzyme der strukturen til dette proteinet gjgr at
det ikke denaturerer sd lett med varme. Thiol-aktivert cytolysins produseres og skilles ogsa av ulike
typer bakterier der enzymet har evnen til & lysere kolesterolholdige membraner og er et
poredannende toksin. En annen link til virulens er at enzymet ogsa kan pavirke immuncellefunksjon
og cytokininduksjon. Insecticidal toxin complex protein, er et type toxinkompleks som finnes i mange
ulike bakterier, ogsd M. viscosa. Fra andre bakteriearter er det vist & veere et poredannende enzym.
Membran assosiert erytrocytt binding-like protein maebl er hos andre involvert i infeksjon av
blodceller. Tenacilysin/pneumolysin er et putativt poredannende toksin som kan lysere celler og under
infeksjon forstyrre immunresponsen. Peptidase S8 og M43 er proteinnedbrytende enzymer som kan
vaere med pa reguleringsmekanismer eller ogsa lysis av celler. Peptidase pepM9 bryter ned
collagenfilamenter. En annen type toksiner er rettet mot andre bakterier som da potensielt vil kunne
vaere positivt for Tenacibaculum under ulike betingelser. Colicin V, er en type bakteriocin som noen
bakterier skiller ut for & drepe neert beslektede bakterieceller som vil da f.eks redusere konkurransen
om essensielle naeringsstoffer. Lysozyme er et annet antimikrobielt enzym som @delegger
peptidoglykanet i celleveggen slik at bakterien dgr. En annen type mulig virulensfaktor er sialic acid
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O-acetyltransferase neuD. Denne er en del av sialinsyresyntheseveien som bakterier kan bruke til 8
forme polysakkaridstrukturen som peker ut fra yttermembranen og som er vist i ulike bakterietyper
at kan vaere en mate & unngd vertens immunresponser pa. Der er ogsa tatt med flere kandidatgener
som kan knyttes til regulering av vekst. Antitoxin yefM og toxin yoeB finnes i genomer fra mange
ulike bakterietyper. Dette er proteiner som pavirker bakterien direkte og er vist & pavirke
plasmidstabilitet, stressmekanismer, vekst og involvert i virulens. Genene hicA, relE og plasmid
maintenance system killer protein, er toksinkomponentene fra andre, men lignende toksin-antitoksin

komplekser som er med pa & regulere vekst. Det er ogsa vist i andre bakterietyper at ulike systemer
kan pavirke hverandre.

Vekststudier av de fem isolatene har blitt gjennomfgrt ved 8°C og 12°C i vekstmediumet marine broth som
skal etterligne sjgvann med litt naering. Dette er gjort for @ sikre at bakteriene har veert i logaritmisk
vekstfase ved prgvetakning til qPCR assayet. Relativt i vare forsgk s& vokser SIE2]8 (fra manet) raskest og
S1E6 seinest. Stammene Hammer, Typeart og sp2 (alle fra sr) legger seg mellom disse.

Ikke alle gener i tabellen er predikert i alle bakteriene og dette stemmer bra med uttrykket fra qPCR assayet
(Figur 4). Det fremkommer ikke veldig store forskjeller basert pa temperatureffekten 8°C og 12°C for
isolatene. Assayet viser imidlertid klare forskjeller i uttrykk av genene mellom isolatene. Typestammen
viser et mye hgyere utrykk av neuD som er et ngkkelenzym i produseringen av sialinsyre. Dette er en
mekanisme som noen patogener bruker til 8 kapsle yttermembranen sin inn slik at de etterligner mer
cellemembraner til vertsorganismen og pa den maten unnslipper vertens immunforsvar. PepM9 er en
peptidase som muligens kan bryte ned collagenfraksjoner. Dette er av interesse ettersom det tyder pa at
det er bindevevet i huden som brytes ned under en infeksjon. PepM9 er hgyt uttrykt i bade typestammen
og S1E6. Ogsd en thermolysin-lik protease er hgyt uttrykt i typestammen. Insecticidal toxin complex er
ogsa utrykt i typestammen og sp2 som ikke finnes i de andre. Dette systemet translokerer et toxin som
pavirker actinpolymeriseringen i celler. Ut ifra forskjeller mellom isolatene i genuttrykket av virulensgenene

som er testet her kan Typestammen vaere mere virulent enn de andre pa bakgrunn av ett eller samspill
mellom neuD, pepM9, thermolysin og et insecticidal toxin
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Figur 5. Heatmaps viser relativt uttrykk (log10 RE) av virulensgener hos av hver enkelt stamme av
Tenacibaculum. Uttrykk av virulensgenene i T. finnmarkense HFJT (a) og Sp2 (b). Rad farge indikerer
lavt uttrykk, gult indikerer hgyt uttrykk. Uttrykket er relativt til vekstmediumet og sammenlignet i
biologiske triplikater med skinnmucus 1-3, skjell 1-3 og dermis 1-3. Gener som ikke er uttrykt, er
ikke inkludert i figurene. toxHicA, toxRelE, neuD, tenT og pepM9 var ikke uttrykt i Sp2.
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Det er i tillegg undersgkt hvordan disse virulensgenene er uttrykt nar bakterien kommer i kontakt med
fiskeskinn. Det er tatt utgangspunkt i HFJT og Sp2-stammen. Disse har veert dyrket i marine broth som sa
har blitt tilsatt en av tre komponenter: 1) mukus fra lakseskinnet, 2) skjell, 3) dermis (skinnet uten skjell).
Uttrykket av virulensgenene er relativt sammenlignet til veksten i marine broth. Se uttryksforskjeller i
Figur 5. For begge isolatene testet sa er utrykket hgyest ved kontakt med mukus. Tenacibaculum er en
del av gruppen Flavobacter som er kjent for 8 kunne nyttiggjgre seg av mukus og mukuskomponenter. Det
er likevel litt overaskende at trenden i datasettet med hgyere uttrykk i mukus gjelder for alle
virulensgenene. Basert pa uttryksforskjellene sa er to av genene blitt uttrykt rekombinant, henholdsvis
pepM9 og thermolysin tenT for @ undersgke effekten disse har pa fiskeskinn.

Rekombinant TenT og PepM9

I tidligere studier har T. finnmarkense vist seg & vaere til stede i kollagenrikt vev i huden men ogsa i
degenerert vev rundt hudlesjoner med en aktivitet som indikerer proteaseaktivitet. Dette er videre
dokumentert i dette prosjektet. Domenestrukturen til TenT inkluderer et signalpeptid (aminosyrene
1-24) og et fungalysin / thermolysin propeptidmotiv i N-terminalenden (aminosyrene 61-109). I
tillegg til disse predikerte domenestrukturene indikeres ogsd en Zn-avhengig metalloprotease
(aminosyrene 270-583) i peptidase M4-familien, inkludert termolysin. Proteinstrukturmodelleringen
ved bruk av modellmal PDB ID 5a37.aA hadde en sekvensidentitet pd 37,8% og en QMEAN Z-score
pad -3,64 som gir en grei sannsynlighet pa@ modellen. I tillegg er det to fibronektin type II-domener,
hver med cytokinreseptormotiver (aminosyrene 595 - 661, 830-900) og et C-terminal T9SS-domene
(aminosyrene 1084-1154). For PepM9 har propeptider i andre PepM9-lignende proteiner tidligere blitt
vist i & hemme peptidaseaktiviteten og ble derfor ikke inkludert i den klonede sekvensen.
Domenestrukturen til PepM9 inneholder et signalpeptid (aminosyrene 1-31) som ble tatt bort i den
klonede sekvensen. N-terminaldelen av sekvensen dekker ogsa to peptidase M9-domener funnet i
mikrobiell kollagenasemetalloproteaser, etterfulgt av et PKD-domene og et C-terminal T9SS-domene.
Strukturmodellen med de to M9-domenene viser lav homologi for det ene (indikert med orange
farge), men bra for det andre (indikert med bld farge) (Figur 5b). De rekombinant uttrykte og
rensede proteinene viste ingen kollagenaseaktivitet og er ikke vist her. Proteaseaktivitet ved bruk av
kasein som substrat ble pavist for begge proteiner. PepM9 hadde en hgyere proteolytisk aktivitet
sammenlignet med TenT ved bruk av trypsinaktivitet som referanse (Figur 5d). Ingen
histopatologisk effekt av subkutant injiserte rekombinante proteinlgsninger kunne observeres i
atlantisk laks fra den semi in vivo hudmodellen som ble brukt (Figur 5e).
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Figur 5. Rekombinante proteiner av T. finnmarkense. a) Motiv og domener fra TenT inkludert struktur
av homologimodellen. b) Motiv og domener av PepM9 inkludert struktur av homologimodellen. c)
Rekombinant uttrykte og rensede proteiner. Felt 1: BSA (1,80 ug), Felt 2: PepM9-protein (0,80 pg),
Felt 3: TenT-protein, Mw: vektmarkgr (2,00 pg). Western Blot med bruk av Anti-His antistoff. d)
Pierce Colorimetric Protease Assay Kit kjgrt ved 8 © C og 20 ° C med kasein som substrat for & teste
proteolytisk aktivitet til TenT og PepM9 i tillegg til en kommersielt tilgjengelig kollagenase. e)
Representativt bilde av skinnet fra atlantisk laks subkutant injisert med 0,05 ml rekombinant
proteinlgsning uten noen indikasjon p& histopatologi.
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Bakterieinteraksjoner

Tenacibaculum-isolater vokser godt i marin buljong. Ved & bruke andre marine isolater fra slektene
Aliivibrio, Moritella, Flavobacterium, Photobacterium og Psychrobacterium som har en tilsvarende
vekstrate i dette mediet ved lave temperaturer, kunne det undersgkes eventuelle interaksjonseffekter
ved co-kultivering pa plate (Figur 6). Ved @ undersgke vekstutvikling ble et motilitetsmgnster
observert. Selv om det ikke er godt kategorisert hvordan Tenacibaculum regulerer og kontrollerer
glidemotilitet, er det vist her at Tenacibaculum glir ndr de er i kontakt med Aliivibrio. Dette ble
observert som en generell respons for de fem testede Tenacibaculum-typene og tre forskjellige
Aliivibrio-isolater. Ingen direkte hemmende effekter av Tenacibaculum ble funnet. Det ble imidlertid
observert fra platene at Tenacibaculum kunne ha mindre veksten i neerheten av Moritella.

a)

Figur 6. Bakterievekst pa marin agar plater. To isolater ble strgket vinkelrett pa hverandre for &
krysse hverandre. For & fa begge krysskombinasjonene av de to isolatene ble de ogsd stroket
vinkelrett pa hverandre i motsatt rekkefglge. Det er vist ved nummereringen 1 til 4 som viser til
rekkefglgen ved utstrykningen. Dette gir fire mulige krysskombinasjoner: isolat 1 krysser seg selv
(kombinasjon 1 og 4). Isolat 2 krysser isolat 1 (kombinasjon 1 og 2), Isolat 2 krysser seg selv
(kombinasjon 2 og 3), isolat 1 krysser isolat 2 (kombinasjon 3 og 4). a) viser eksempel pa at det
ikke observeres noen interaksjon. b) de rgde rektanglene viser til Tenacibaculum som beveger seg
pa Aliivibrio mot utplatingsretningen. c) viser effekt pd vekst av Tenacibaculum der de rgde
rektanglene er forstgrret i d).
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APV: Basert pa «Multi Locus Sequence Typing» (MLST) uviklet av Habib et al. (2014), har vi sekvenserte
syv husholdningsgener: atpA (567 bp), dnaK (573 bp), glyA (558 bp), gyrB (597 bp), infB (564 bp), rImN
(549 bp) and tgt (486 bp) fra 66 utvalgte isolater. Det etablerte MLST-nettstedet
(https://pubmilst.org/tenacibaculum/) gir unike allele-markgrer for hver av de syv studerte loci, og
definerte tilsvarende alleliske profiler (Sequence Type, ST) for hver stamme. 29 STs ble tildelt disse 66
stammene, hvorav 27 var nye for databasen. Alle disse nye ST beskrevet fra dette prosjektet, samt
tilhgrende data, er na fullt tilgjengelig for det vitenskapelige samfunnet pd MLST-nettstedet (Tabell 4).

Table 4. Alleliske profiler for 66 utvalgte Tenacibaculum-stamme fra dette prosjektet, og unike alleliske
indikatorer for de syv loci som er vurdert i MLST systemet. ST nummer er tildelt av det etablerte
Tenacibaculum MLST-nettstedet (https://pubmilst.org/tenacibaculum/).

Isolat atpA dnaK glyA gyrB infB rimN tgt ST
LIM0OO1 29 33 41 18 21 1005 1004 ST-172
LIM002 29 33 41 18 21 1005 1004 ST-172
LIM003 1007 1007 1007 28 1006 8 1005 ST-165
LIM004 1007 10 15 27 1007 1009 1005 ST-96
LIM0O5 29 1006 30 1005 34 1005 1004 ST-152
LIM006 1005 22 1005 25 21 1005 23 ST-160
LIM007 29 33 41 18 21 1005 1004 ST-172
LIM0O08 1006 1004 1006 1005 1004 1006 1006 ST-162
LIM009 29 33 41 18 21 1005 1004 ST-172
LIMO10 1005 1005 1005 1004 1005 1005 1004 ST-53
LIMO11 29 1006 30 1005 34 1005 1004 ST-152
LIMO12 1007 11 1008 45 18 28 1005 ST-118
LIMO13 29 1006 30 1005 34 1005 1004 ST-152
LIMO14 29 1006 30 1005 34 1005 1004 ST-152
LIMO16 1007 1007 29 35 31 24 1005 ST-164
LIM017 22 32 32 24 23 19 1004 ST-143
LIMO018 1006 1004 1006 1005 1004 1006 1006 ST-162
LIM020 1004 1004 1004 1003 1004 31 1006 ST-157
LIM023 29 1006 30 1005 34 1005 1004 ST-152
LIM024 21 1010 1010 30 1009 1010 20 ST-107
LIM025 21 1010 1010 30 1009 1010 20 ST-107
LIM026 29 33 41 18 21 1005 1004 ST-172
LIM027 29 33 41 18 21 1005 1004 ST-172
LIM032 1004 1004 1004 1003 1004 1004 1004 ST-52
LIM033 29 1006 30 1005 34 1005 1004 ST-152
LIM036 21 1010 1010 30 1009 1010 20 ST-107
LIM040 29 33 41 18 21 1005 1004 ST-172
LIM042 29 1006 30 1005 34 1005 1004 ST-152
LIM043 29 1006 30 1005 34 1005 1004 ST-152
LIM044 29 33 41 18 21 1005 1004 ST-172
LIM046 29 33 41 18 21 1005 1004 ST-172
LIM047 1005 22 1005 25 21 1005 23 ST-160
LIM048 29 33 30 18 21 1005 1004 ST-173
LIM049 1005 22 1005 25 21 1005 23 ST-160
LIM0O50 29 33 41 18 21 1005 1004 ST-172
LIMO51 29 33 41 18 21 1005 1004 ST-172
LIM052 29 33 41 18 21 1005 1004 ST-172
LIMO53 29 33 41 18 21 1005 1004 ST-172
LIM054 1005 22 1005 23 21 1005 23 ST-159
LIMO55 1005 22 1005 25 21 1005 23 ST-160
LIMO56 1007 1007 1012 22 18 13 1005 ST-166
LIMO57 25 18 34 37 35 22 29 ST-144
LIMO58 26 19 26 46 37 17 30 ST-147
LIM059 1005 22 1005 25 21 1005 23 ST-160
LIM060 1005 22 1005 25 21 1005 23 ST-160
LIM061 29 1006 30 1005 34 1005 1004 ST-152
LIM062 29 1006 30 1005 34 1005 1004 ST-152
LIM063 21 1010 1010 30 1009 1010 20 ST-107
LIM064 1004 1007 1004 1003 1004 1004 1004 ST-158
LIMO65 29 33 41 18 21 1005 1004 ST-172
LIM066 1007 1007 15 52 1007 1008 1005 ST-163
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LIMO67 25 18 34 41 28 18 32 ST-145
LIMO68 1005 22 1005 1004 21 1005 3 ST-161
LIMO69 27 29 42 43 42 32 36 ST-148
LIMO70 28 26 25 50 22 16 28 ST-149
LIMO71 29 1006 30 1005 34 1005 1004 ST-152
LIM072 25 18 36 40 25 23 33 ST-146
LIMO73 30 20 27 26 22 14 31 ST-153
LIMO74 29 33 41 18 21 1005 1004 ST-172
LIMO75 31 21 33 31 43 27 34 ST-154
LIMO76 1004 1004 1004 1003 1004 1004 1004 ST-52

LIMO77 29 33 41 18 21 1005 1004 ST-172
LIMO78 32 24 44 49 30 34 37 ST-155
LIMO79 33 28 45 44 29 33 35 ST-156
LIMO80 21 1010 1010 30 1009 1010 20 ST-107
LIM0O81 21 1010 1010 30 1009 1010 20 ST-107

For 8 bestemme DNA-slektskap mellom Tenacibaculum-stammer, er det generert et «minimum spanning
tree» basert pa de syv loci (Figur 7).

A - Regions

B - Hosts

Figur 7. Minimum spanning tree av Tenacibaculum-stammer basert pa 7 loci (atpa, dnak, glys, gyrb, infb,
rimn and tgt). Sequence types identifiseres med et tall (ST-). Sirkelstgrrelse gjenspeiler deres mengde i
datasettet. Gruppens grunnleggere er omgitt av en gul sirkel. Datasettet inkluderer 66 STs fra denne
studien og 18 STs som allerede er publisert (uten geografiske data). Analysen presenteres med vekt pa
regioner (A) eller verter (B).
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To STs isolert fra laks har tidligere blitt isolert fra laks i 2010 (ST-53) og 2011 (ST-52). Av de 27 nye STs er
22 relatert til ett enkelt utbrudd og en enkelt fiskeart. Hver av dem representerer derfor bare en belastning
pa figuren. Det viktigste var at fem STs ble isolert flere ganger. ST-160 og ST-162 var assosiert med flere
forskjellige ulcerative utbrudd som skjedde i april 2018 i fylkene Troms og Finnmark. ST-107 ble isolert i
Vestland, pa laks og sild. Det er sannsynligvis den fgrste isolasjonen av en Tenacibaculum spp. fra sild.
Denne ST har blitt gjenfunnet flere ganger p& salmonider: i mars, april og november 2019. ST-152 er
assosiert med utbrudd i lakseoppdrettsanlegg. Vi isolerte den fra laks med ulcergs sykdom fra april 2017
til september 2019, i Troms og Finnmark, Vestland og Viken. ST-172 ble isolert fra laks, rognkjeks og kveite
fra april 2018 til mai 2019, i Troms og Finnmark, Nordland, Vestland og Rogaland.

Multi Locus Sequence Analysis

Basert p& analysen av de syv vurderte genene (total lengde pa 3894 bp) ble det konstruert et fylogenetisk
tre (Figur 8). For @ gi en sammenligning med Tenacibaculum-stammer som tidligere er beskrevet i Norge,
inkluderte vi i denne analysen 37 sekvenser fra GenBank: 18 stammer som tidligere var isolert i Norge
mellom 1996 og 2011 (nemlig TNO), og 19 type-isolater i slekten Tenacibaculum: T. adriaticumT, T.
aestuariiT, T. aiptasiaeT, T. amylolyticumT, T. crassostreaeT, T. discolorT, T. dicentrarchiT, T.
finnmarkenseT, T. gallaicumT, T. geojenseT, T. jejuenseT, T. litopenaeiT, T. litoreumT, T. lutimarisT, T.
maritimumT, T. mesophilumT, T. ovolyticumT, T. skagerrakenseT, T. soleaeT.

57 av de 66 stammene (83%) inkludert i MLSA tilhgrer en stor og sveert diversifisert T. dicentrarchi / T.
finnmarkense gruppe som ytterligere kunne skilles i fem distinkte grupper (clade: I, II, III, IV og V).
Clade I bestar av 14 norske Tenacibaculum-stammer isolert fra atlanterhavslaks, rognkjeks, og atlantisk
torsk. Ingen av de seks stammene fra denne studien viste noen B-hemolytisk egenskap. Clade II bestar av
3tte stammer (isolert fra atlantisk laks i mars, april og november 2019 og fra atlantisk sild i februar 2020)
og inkluderer stammen T. dicentrarchi. De seks isolatene fra denne studien presenterte B-hemolytisk
aktivitet pa blodagar og var assosiert med kliniske tegn pa tenacibaculosis (hudsar og erosjon av finner og
munn) og dgdelighet.

Clade III inneholder flertallet av Tenacibaculum-isolatene i den foreliggende studien (n = 44), og inkluderer
typearten T. finnmarkense og syv isolater tidligere beskrevet i Norge. 41 av de 44 isolatene ble samlet fra
atlantisk laks fra Troms og Finnmark, Nordland, Vestland og Viken. Alle disse isolatene presenterte en (3-
hemolytisk aktivitet pa blodagar, med unntak av ti isolater fra atlantisk laks. De to hovedsekvens typene
ST-152 og ST-172 tilhgrer Clade III.

Clade 1V og Clade V er begge representert av et enkelt isolat. LIM057, LIM067 og LIM0O72 danner en
monofyletisk gruppe naert knyttet til T. finnmarkense / T. dicentrarchi gruppen. De ble isolert fra atlantisk
laks og rognkjeks i Vestland og Troms og Finnmark.

Tre stammer isolert fra laks og rognkjeks pa Vestland er naert beslektet med T. ovolyticum (LIMO58, LIMO70
og LIM073) og viste B-hemolytisk aktivitet pd blodagar. LIM069 ble isolert fra en laks pa Vestland i april
2019 og ga ingen B-hemolytisk aktivitet pa blodagar. LIM078 og LIM079 er to distinkte stammer som er
isolert fra oppdrettet Atlantic kveite i Rogaland. Begge stammene viste ingen B-hemolytisk aktivitet.
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Figur 8. Bayesisk fylogenetisk tre av 103 Tenacibaculum-stammer basert pa sekvenser av syv
gener (atpa, dnak, glya, gyrb, infb, rimn og tgt, total lengde p&d: 3894 bp). Disse representerer 66
Tenacibaculum-stammer fra dette studium (LIM-stammer), 37 hentet fra GenBank (TNO-) og 19
Tenacibaculum type-arter. Posterior sannsynligheter er indikert ved hver node. Fiskesymboler indikerer
verten som hver stamme har blitt isolert fra (LIM og TNO) og farger indikerer den norske administrative
regionen, i samsvar med kartet (data er ikke kjent for TNO-stammer). Fargeprikker forran viser de norske
stammene som er isolert i dette studiet (LIM) og indikerer om stammene som presenteres viser noen
hemolytisk aktivitet p& blodagar (red prikk) eller ikke (bld prikk) hemolytisk aktivitet p& blodagar.
Cladedene I-V tilsvarer strukturen til T. finnmarkense / T. dicentrarchi gruppen.
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APV. Genotyping Tenacibaculum spp.

Resultatene fra den ndvaerende studien bekrefter det store mangfoldet av Tenacibaculum-stammer som
finnes i oppdrettsanlegg langs norskekysten og deres assosiasjoner med tenacibaculose-utbrudd.

Denne studien presenterer 66 nye Tenacibaculum-stammer isolert og genotypet, samlet i perioden april
2017 til februar 2020. 57 av disse tilhgrer en stgrre clade inkludert alle T. finnmarkense og T. dicentrarchi
stammer. Fylogenetisk analyse viser at disse 57 norske stammene er strukturert i fem forskjellige clades
bestdende av T. finnmarkense clade I og 111, T. dicentrarchi clade II og Tenacibaculum sp. clade IV og V.
Det hgye mangfoldet av den norske Tenacibaculum spp. er ogsa fremhevet av tilstedevaerelsen av stammer
relatert til T. ovolyticum og av noen stammer som ikke er nzert beslektet med noen kjente Tenacibaculum-
arter. LIM078 og LIM079 (isolert fra atlantisk kveite i Rogaland), LIM069 (isolert fra atlantisk laks i Vestland)
og LIM057, LIM067 og LIMQO72 (isolert fra atlantisk laks og rognkjeks i Troms og Vestland) er ikke naert
knyttet til noen Tenacibaculum spp. Likevel er det ngdvendig med ytterligere identifiseringstrinn for 8
konkludere med om disse nye stammene representerer nye Tenacibaculum-arter.

Den fylogenetiske analysen viste tydelig at flertallet av isolatene tilhgrer arten T. finnmarkense med et
flertall isolater som er gruppert i clade III. De fleste av clade III-stammene har B-hemolytisk aktivitet.

T. dicentrarchi-stammen isolert p& Vestland (ST-107, B-hemolytisk) var assosiert med tenacibaculose og
dgdelighet hos bade atlantisk laks og atlantisk sild.

De tre stammene neert beslektet med T. ovolyticum var assosiert med symptomer og viste B-hemolytiske
aktiviteter under dyrking pa blodagar plater. Dette er den fgrste rapporten om patogenisitet til 7. ovolyticum
mot atlantisk laks og rognkjeks.

Samlet sett ser ikke-hemolytiske Tenacibaculum-stammer ut til 8 vaere mindre patogene og bgr ikke
forarsake sykdomsutbrudd. Selv om noen ikke-hemolytiske stammer i dette datasettet ser ut til 8 vaere
assosiert med tenacibaculosis (ST-160, clade III), kan vi anta at B-hemolytisk er knyttet til Tenacibaculum
virulens. I den forbindelse er blodagar type et sterkt verktgy for & vurdere den potensielle virulensen til
Tenacibaculum-stammene (Smage et al submitted).

Stammer tilhgrende T. finnmarkense clade I og III er tilstede langs hele norskekysten, fra Oslo (Viken) i
sgrgst til Finnmark i nord. clade II (“T. dicentrarchi clade”) og alle stammene naert knyttet til 7. ovolyticum
ble bare isolert pd Vestland. Arsaken til at T. dicentrarchi og T. ovolyticum ser ut til & vaere mest til stede
pa Vestlandet er ukjent, men kan vaere knyttet til flere faktorer som hgyere sjgvannstemperatur pa
Vestlandet sammenlignet med Nord-Norge.

81% av de nye sekvens typene ble isolert fra en enkelt utbruddshendelse og var derfor forbundet med en
enkelt lokalitet og vert. Disse funnene styrket resultatene fra tidligere studier som viste at de fleste
Tenacibaculum-stammer isolert fra oppdrettsfisk i Norge bare fantes pa et begrenset geografisk omrade
(Habib et al., 2014, Olsen et al., 2017). Vare resultater viser imidlertid at flere STs har evnen til & spre seg
innenfor et bredt geografisk omrade og er assosiert med tenacibaculosis hos forskjellige vertsarter. ST-152
er assosiert med utbrudd av tenacibaculose i oppdrettet atlantiske laks i fire forskjellige fylker: Troms,
Finnmark, Vestland og Viken. ST-172 er den stammen som har stgrst utbredelse, fra Finnmark i nord, til
Rogaland i sgr. Den er ogsa forbundet med alvorlig tenacibaculosis. Dette kan indikere at ST-172 har en
bredere toleranse for forskjellige sjgvannsforhold (saltholdighet og temperatur) enn T. dicentrarchi. Enda
viktigere, begge STs ble isolert flere ganger gjennom prgvetakingsperioden, fra april 2017 til mai 2019.
Hvordan de sprer seg langs norskekysten og hvordan de kan opprettholde seg i miljget mellom utbrudd,
er fortsatt ukjent. Dessuten har. ST-172 blitt isolert fra tre forskjellige fiskearter: atlantisk laks,
regnbuegrret og rognkjeks.

Samlet sett stgtter resultatene fra denne studien konklusjonene fra tidligere studier og bekrefter
mangfoldet av Tenacibaculum-stammer som smitter oppdrettsfisk i Norge. Faktisk er flere Tenacibaculum-
arter til stede og kan fgre til utbrudd. Dette hgye antallet forskjellige stammer av Tenacibaculum spp. og
deres geografiske fordeling er en stor utfordring for havbruk, ikke bare i Norge, men ogsa globalt.
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APV. Hudens utvikling og kartlegging av responser i hud fra smolt i ferskvann versus 26 promille
sjgvann eksponert mot Tenacibaculum

Histologi

Ut ifra smitteforsgket i AP II ville det undersgkes hvordan ulik salinitet og lengde opphold i sjgvann
pavirker skinnets ytre barrierefunksjon mot Tenacibaculum-infeksjon samt pavirkninger. Fgrst ble
det undersgkt hvilke strukturelle endringer som skjer i smolt som holdes pa ferskvann versus
lavstyrke sjgvann. Dette la grunnlaget for forstaelsen av skinnets utvikling og hvilke skinnbarrierer
som endres basert pa de to vannkvalitetene. Fra smittematerialet er det gitt fokus til den gruppen
som gav stgrst kontrast i dgdelighet (smitterunde 2: de i ferskvanngruppen fikk 49 % dgdelighet og
lav styrke sjgvann fikk 16% dgdelighet) for a8 karakterisere hvilke endringer som fgrer til gkt
mottakelighet for sdrsykdom.

Fra forsgket er det valgt ut 90 fisk. Hver av disse har fire omrader som er provetatt; kjeve, siden,
gatt og hale. Dette gir et omfattende materiale som er analysert for strukturelle komponenter i
skinnet som mukusceller, tykkelse av epidermis, tykkelse av dermis, skjelltap etc.

Lost bindevev Tett bindevev Pigment (melanin)

ANOVA: tissuse p=<0.001 = ANOVA: tzumse p=<0.001 ANOVA: tzssue p—0.001

% 2 > < = 5 2
g S > = 3 ’,§ - S >

Figur 9. Al-analyse, sammenligning av ventrale skinn prgver (buk og gatt) med skinn fra side.
Panelene under viser automatisk gjenkjenning av ulike vev og celletyper i skinn

Sammenligning av vevsprgver: Ettersom lesjoner oftest oppstar ved gatt eller tuppen av kjeven
gnsket vi fgrst @ karakterisere, og deretter sammenligne vevene. De generelle mikroanatomiske
egenskapene til kjeve og skinn (dorsal, ventral og gat) viste et ytre epitellag (epidermis) og en indre
dermis. I det dermale laget var stratum spongiosum til stede i alle prgver, mens et veldefinert stratum
compactum var mest fremtredende i dorsale og ventrale hudprgver. I gattomradet var bindevevet
tykkere (bade lgst og tett bindevev), sammenlignet med dorsale og ventrale hudprgver (Figur 9),
med kraftige forbindelser til indre organer (muskelvev og endetarm). Skinn pd dorsal side hadde

Side 28



rikelig med pigmentceller (melanocytter), mens det var fa8 melanocytter i skinn fra ventral side og i
kjeveprgver. Videre varierte kjeveepitelet sterkt med posisjon, epitelet var tykkest ved tuppen og i
samme omrade var slimceller nesten fraveerende. Tykkelsen pa epiteler ble redusert og antall
slimceller gkte etter hvert som avstanden til tuppen gkte. Med andre ord ble epitellaget pa kjeven
mer likt det vi ser i skinn nar avstanden gker. Benstrukturer var til stede i alle vevene som skjell
(ventral og dorsal hud), og kjeveben (kjeve).
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Figur 10. Effekt av salinitet (0 %o 0og 26 %o) pa skinn og kjeve. To-veis-ANOVA (2WA) p-verdier for
tidspunkt (maned) og 0 %o er. I tilfelle signifikante forskjeller ble parvise sammenligninger (Tukey-test)
utfart.

Fa observerbare endringer ble funnet som respons pa produksjonstid og salinitet. I kjeven gkte
tykkelsen p& epidermis over tid hos fisk oppdrettet ved 0 %o (p = 0.0012), mens kjeve-
epitelialtykkelsen for fisk oppdrettet ved 26 %o var redusert ved siste prgvetaking. I skinn fra ventralt
omrade og gatt ble epidermis (p < 0.02) og antall slimceller (p < 0.005) pavirket av tid (mai - juli),
og var tykkest i juni. Andelen lilla slimete celler var hgyere i det ventrale omradet av fisk oppdrettet
ved 26 %o. Dorsalhuden forble updvirket av bade tid og behandling. Figur 10. Al-analyse,
sammenligning av ventrale skinn.
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Histopatologi:

Overfgring til sjo farte til skader pa epidermis i alle gruppene, men epidermis i f gruppene sa ut til &
veere utsatt for skade (Figur 11). Etter smitte, bekreftet immunmerking tilstedevaerelse av lange
stavformede bakterier (Figur 12). I kjeve og ventrale skinnprgver var det store forskjeller i
histopatologi, fra normalt utseende til tap av vev og strukturer. Bakterien ble hyppigst observert i
tuppen av kjeven (omrade 1), og i gattomradet. Prgver som farget positivt med immunmerking viste
vanligvis tap av epidermis, med infiltrasjon av inflammatoriske celler, og enten tomme utvidede
blodkar, eller blodkar med stuvning. I noen prgver ble epitelvevet erstattet av et tykt lag med
bakterier, og bakteriene ble observert i det dermale dermis rommet. I dermis fulgte bakterien
retningen til kollagenfibrene. I det tette bindevevet dukket bakteriene dermed opp som sma rgde
sirkler eller staver avhengig av retningen til de alternerende kollagenfibrene. I to ventrale prgver ble
bakterien ogsa funnet i indre vev. Videre antyder observasjoner at prgver med hgyere forekomst av
bakterier hadde et lavere antall inflammatoriske celler, men flere prgver er ngdvendige for & verifisere
dette. I dorsalt skinn vev ble det kun observert noen fa bakterier i en prgve. Generelt i dorsale
vevsprgver fra smittet fisk ble det ogsa observert kraftige melanin responser i epidermis, dermis og
hypodermis, trolig en beskyttelsesrespons mot bakterien.

50—
Score

40 mm 3
30— Bl 2and 25

20

Number of jaw measurements

1F 2F 2LSS 3F 3LSS
Challenge

Figur 11. Kjeveepitel etter overfgring til sjg. Skalaen gar fra 0 — 3, der 0 er normal og 3 fravaer av
epitel
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Figur 12. Immunmerking etter smitt med T. finnmarkense. A) Kraftig melanisering dorsal
skinnprgve. B) Kjeve med T. finnmarkense. C) Vevsprgve fra ventralt omrade, kraftig utbredelse av
bakterien i skinn og andre bindevevsdrag (myosept, rundt bloddrer, muskelfibre etc.). D) T.
finnmarkense i overgangen fra skinn til myosept.

Transkripsjonsprofiler i skinnet

Materialet til microarray baserer seg pa de samme fiskene som er brukt til histologi, men i et mindre
omfang antallsmessig. Gruppene er sammenlignet med hverandre ndr de er prgvetatt i holdetanker
pa de to vannkvalitetene, etter at de er overfgrt til sjgvann, og fra smittemodellen. Omradet som er
valgt er vevet som ligger like for gattet og som ser ut til & vaere enda et omrade pd laksen som er
mere mottakelig for sarutvikling forarsaket av T. finnmarkense. Bade sar og intakt vev er brukt.
Vevet er delt opp i epidermis og dermis.

Det legges her mest vekt pa @ vise noen av resultatene pd de responsene i skinnet som kommer
etter smitte. Transkripsjonsdataene er oppsummert i Figur 13 der stolpediagrammet viser summen
av forskjellene i utrykk mellom gruppene. Over hver stolpe vises antall gener som er forskjellig
uttrykt (differently expressed genes DEG). Sammenligningen viser at summen av forskjeller er stgrre
i skinnet til fisken som er hold til juni (2F (0 %o) og 2LLS (26 %)), altsd 4 uker lenger enn 1 F (0
%o0). For junifisken er det ikke forskjell mellom ferskvann og brakkvann, men for ferskvannsfisken
(2F) er det forskjeller mellom epidermis og dermis. Denne forskjellen ses ikke i de to andre gruppene.
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Figur 13. Responser i skinn fra smittet fisk. Fisk fra fgrste smitterunde utfgrt i mai kom fra ferskvann
(1F). Andre smitterunde i juni 4 uker etter brukte to grupper som kom fra 0 %o ferskvann (2F) eller
26 %o brakkvann (2LSS). Skinnet er delt i epidermis og dermis. Sgylene visersummen av
ekspresjonsratioen der antall ulike uttrykte gener (DEG) som dette inkluderer er vist over.

a) b)
(Groups Genes DIF  D2F  DLSS | EIF  E2F  ELSS | Acute phase (26 genes)
Immune and defence responses
Acute phase e mgﬂ c
Antigen presentation 10 1.14 1.26 177 0.93 116 132 é
B cell 15 | 166 | 204 | 236 | 181 | 151 | 242 | g
Immune cell markers 9 | 219 2.31 2.68 235 1.45 233 ]
Chemokine receptors 5 256 295 449 293 199 i
Complement 14 1.88 3.39 279 184 229 @
Cytokine receptor 23 199 2.50 3.05 221 1.8 3.09 %
Effectors 28 222 | 311 | 373 | 228 | 241 ;; £
Eicosanoid metabolism 28 1.55 18 | 238 152 1.41 171
Erythrocyte, globin 24 1.41 211 2.59 3.03 1.93 Function Gene
Lectins 7 1.51 164 1.65 189 1.8 2.86 Acute phase Clqand TNF domain
Lymphocytes 49 | 168 | 211 | 248 | 1 165 | 224 Acute phase Saxitoxin and tetrodotoxin-binding
Plasma proteins 12 165 | 275 | 241 | 247 | 3.05 | 443 Acute phase Serum amyloid AS
Proteases 13 232 3.53 3.53 272 | 343 4.94 Acute phase Serotransferrin 2
Pathogen receptors 19 1.72 227 259 | 139 Acute phase Immunoresponsive 1
Immune regulators 53 147 176 201 142 163 192 Acute phase Ceacam20
Tcells 23 1.36 166 | 197 122 117 | 1.62 Acute phase Hepcidin-1
TNF-related 31 194 4.48 395 192 2.93 Acute ph_ase Cathelicidin _ _
Iron & heme boli 14 2.06 324 | 362 | 195 214 2.45 | Chemokine Macrophage inflammatory protein 2a
Stress 2 | 269 [ 276 | 328 | 192 | 28 Chemokine interleukin8 _
Cellular and systemic structures an 100 | 100 | L Chemokine Leukocyte cell-derived chemotaxin 2
DNA replication 27 Cv\okfne Interleuk}n—]l
DNA repair 10 Cytokine receptor Imter!eukm-l receptor type ||

- Effector - protease Matrix metalloproteinase-9

Cytoskeleton keratin 16 Effector protease | Matrix metalloproteinase-13
Chromosome 50 Eicosanoid Prostaglandin-endoperoxide synthase 2
Bone & cartilage 1 Immune rece ptor Toll-like receptor 5
Endocrine 20 Lymphocytes GTPase IMAP family member 7
Collagens 26 TNF related TNF alphainduced protein 9STEAP4
Differetiation-hox 37 TNF related TNF decoy receptor

Figur 14. Transkripsjonsresponser ved infeksjon med Tenacibaculum. a) Gener er delt inn i
funksjonelle gengrupper. Antall gener innen hver gruppe er vist. Data er vist som ganger regulert i
smittet sammenlignet med usmittet kontroll. Signifikante verdier (p < 0.05) er vist med understreket
fet kursive tall. Oppregulerte i rgdfarger og nedregulerte i grgnnfarger. Grupper som er signifikant
forskjellig mellom 1F og 2F/2LSS er skrevet i rgdt. b) Eksempel av ekspresjonsmgnster av gener
relatert til acute phase der stolpene viser log2-ekspresjonsratio. Under en tabell med de 20 mest
oppregulerte immungenene i studien.
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Ved 8 se pa antall gener som er regulert s3 er det igjen stgrst endring i skinnet til 2 F og 2LSS
sammenlignet med 1F som ble smittet. Deles skinnet opp i epidermis og dermis er det ogsa store
forskjeller i skinnet til fisken som er holdt p& ferskvann (2F). Ved & se pa de ca. 7000 genene som
er regulert forskjellig sa er bade epidermis og dermis i LSS fisken forskjellig til sammenligning mot
fisk holdt pa ferskvann (1F og 2F). Deler man transkripsjonsprofilene inn i koordinerte
uttrykksendringer der hele eller flertallet av gener innen en funksjonsgruppe er enten opp eller
nedregulert sd gir infeksjon med Tenacibaculum klare resultater (Figur 14 og 15). Et bredt spekter
av immunresponser ble aktivert ved infeksjon. Dette inkluderer gener som er involvert i mekanismer
for & gjenkjenne fremmed materiale og signalisering som kjemokiner og eikosanoide), det medfgdte
humorale og cellulzere responser, gener assosiert med lymfocytter inkludert B-celler, stress og gkt
sirkulasjon indikert med gkte transkripsjoner av hemoglobiner - markgrer av erytrocytter. Dette var
parallelt med nedregulering av ulike celluleere prosesser og flere gengrupper som koder for
intracelluleere og ekstracellulzere strukturelle proteiner (Figur 14 og 15). Skinnet ser ut til a
prioritere immunresponser for forsvar pa bekostning av vedlikehold og utvikling av celler og vev som
er betegnende for akutte faser av smittsomme sykdommer. Resultatene her er ogsd sammenlignbart
med tidligere studier med skinnpatogener.

Epidermis after T ibaculs kense chall Dermis after T ibaculs kense challeng
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Figur 15. Utvalg av gengrupper som er oppregulert eller nedreglert i epidermis og dermis i skinn
infisert med Tenacibaculum finnmarkense 3 dager etter smitte (3-dpc) for gruppene 1F, 2F og 2LSS.
Figuren viser ikke relativ ekspresjonsratio, men antallet av signifikante regulerte gener av totalen
per kategori.

Det er gjort flere sammenligninger av fisken i studiet utover direkte respons mot smitte (Figur 16).
En er overfgringen fra holdetankene (Ferskvann og LSS) til smittecellene (fullt sjgvann). Denne
overfgringen fgrte til store endringer i genuttrykk, og i antall sammenlignbart med
bakterieinfeksjonen. Epidermis var klart mest pavirket. Det var imidlertid overraskende at
postsmolten pd begge vannkvaliteter (2F/2LSS) viste stgrre endringer enn (1F). I motsetning til
smitten sa gav ikke dette den samme meningsfulle trenden i funksjonelle grupper. Det virker som at
dette er et forhold/behandling som fgrer til massive, men kaotiske, forstyrrelser. At skinnet til
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postsmoltfisken i denne perioden er destabilisert p& en mate der den i mindre grad er i stand til &
respondere koordinert for 8 ngytralisere virkingene av et nytt miljg. En annen sammenligning er av
fisken som ble holdt pa ferskvann og LSS i holdetanker og smitteceller der forskjellene var markant
stgrre i smittecellene. Trenden er lavere stimulering av immunforsvaret og stressresponser i LSS
fisken pa smittecellene (full styrke sjgvann). Dette kan igjen indikere at fisken som har gatt pd LSS
taler overfgringen hakket bedre til nytt miljg i smittecellen (full styrke sjgvann). At den klarer 3
omstille seg raskere og/eller ikke vil veere pavirket i like stor grad som ferskvannsfisken og pa den
maten ogsa kunne respondere bedre mot en infeksjonssykdom.
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Figur 16. Gener som er opp eller nedregulert i epidermis og dermis i alle de tre studiebetingelsene
der fisken enten er i holdetankene ferskvann 1F og ferskvann/brakkvann 2F/2LSS, etter at de samme
gruppene er overfgrt til sjgvann, og fra smittemodellen. For hver av disse tre studiebetingelsene er
gruppene 1F, 2F og 2LSS sammenlignet med hverandre. Venn diagrammene viser antall gener som
er unike, deles mellom to av gruppene eller reguleres i alle gruppene. For hver av de tre
studiebetingelsene er det videre vist eksempler fra hva som er felles opp eller nedregulert i epidermis
og dermis mellom alle tre gruppene til hgyre i figuren. Dette er vist som stolpediagrammer med
antallet av signifikante regulerte gener av totalen per kategori
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Diskusjon

Genomene i APIV er brukt til 8 definere mulige virulensgener og i trdd med publikasjonen til Bridel
et al. (2018) var det fa klare toksin-lignende gener a finne. Bakterien inneholder imidlertid en god
del av andre assosierte virulensfaktorer som sekresjonssystemer, opptakssystemer for jern etc. Det
antas likevel at bakterien har evne til & sekrere et eller flere toksiner som en viktig faktor i
sardannelsen.

Ulike predikerte virulensgener ble redusert ned til 19 og uttrykk ble sammenlignet mellom isolater,
temperatur og nar bakterien kommer i kontakt med fiskeskinn. Assayet viste forskjeller i uttrykk av
genene mellom isolatene. Typestammen viser et mye hgyere utrykk av neuD som er et ngkkelenzym
i produseringen av sialinsyre. Dette er en mekanisme som noen patogener bruker til 8 kapsle
yttermembranen sin inn slik at de etterligner mer cellemembraner til vertsorganismen og pa den
maten unnslipper vertens immunforsvar. PepM9 er en peptidase som muligens kan bryte ned
collagenfraksjoner. Dette er av interesse ettersom det tyder pd at bindevevet i huden kan brytes ned
under en infeksjon og 0gsa brukes av bakterien til & bevege seg i vevet. PepM9 er hgyt uttrykt i bade
typestammen og S1E6. Ogsd en thermolysin-lik protease tenT er hgyt uttrykt i typestammen.
Insecticidal toxin complex er ogsd utrykt i typestammen og sp2 som ikke finnes i de andre. Dette
systemet translokerer et toxin som pavirker actinpolymeriseringen i celler. Ut ifra forskjeller mellom
isolatene i genuttrykket av virulensgenene som er testet her kan Typestammen vaere mere virulent
enn de andre pad bakgrunn av ett eller samspill mellom neuD, pepM9, thermolysin og et insecticidal
toxin.

Aktiviteten til collagenasen PepM9 og thermolycinet TenT ble undersgkt med bade protease kit og
collagenase kit. Spesifikk collagenasaaktivitet ble ikke pavist, men begge proteinene har noe
proteaseaktivitet. Aktiviteten er sd lav at de ikke per nd@ kan regnes som proteaseenzymer. Det er
imidlertid uvisst om proteinene har foldet seg korrekt fra E. coli systemet som da kan pavirke
aktiviteten eller om kittene eller andre faktorer har gjort at aktiviteten har blitt lav. Proteinene ble
0gsa subkutant testet i en skinnmodell men det ble heller ikke her opp servert noen histopatologiske
forandringer. At uttrykk av proteinene ser ut til 3 bli stimulert av fiskeskinnskomponenter, men ikke
ha noen aktivitet som indikerer direkte involvering av nedbrytningen av vev kan antyde at disse
proteinene heller kan vare involvert som membranproteiner i bakterien knyttet til motilitet.

Prosjektet har testet transkripsjonsendringer av mulige virulensgener hos T. finnmarkense, men det
er enda ikke avklart hvordan infeksjonen starter og hva det er som gjgr at bakterien er virulent.
Evnen skinnet har til & respondere mot en infeksjon synes 8 vaere relevant og er diskutert nedenfor.
En annen mulig faktor som kan pavirke infeksjonsorigpet er bakterie-bakterie interaksjoner mellom
T. finnmarkense og andre bakterier i vannet eller i mukuslaget i skinnet. Bakterier har ulike mater 8
bevege seg pd. Tenacibaculum tilhgrer en gruppe som bruker glidende bevegelse eller «gliding
motility». I denne gruppen mangler grunnleggende forstaelse for hvilke mekanismer som gjelder for
en slik funksjon til sammenligning med det mye grundigere karakteriserte flagellsystemet. En modell
er imidlertid at bakterien produserer adhesiner som festes i et slags beltebdnd som ligger som en
helisk struktur rundt bakteriemembranen. Etter hvert som dette bandet gar fra front mot bakenden,
roterer bakterien ogsa fremover. Tenacibaculum beveger seg der det finnes kontakt med Aliivibrio-
bakterier. En mulig forklaring for at Tenacibaculum-motilitet muliggjgres av at disse kan bevege seg
over overflaten/membranene til Aliivibrio-bakteriene. En annen er at Aliivibrio skiller ut molekyler pa
overflaten eller omgivelsene rundt cellene som gir en kjemotaktisk respons til Tenacibaculum. Det
er imidlertid ikke oss bekjent at noe lignende er rapportert i litteraturen. En slik sammenheng der
Aliivibrio kan pavirke bevegelse til Tenacibaculum kan veere interessant for et infeksjonsforlgp.
Bevegelse av denne typen er koblet til sekresjonssystemer og kan potensielt vaere koblet til sekresjon
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av andre faktorer som f.eks proteaser. Om de to proteinene PepM9 og TenT kan vaere involvert i
motiliteten til bakterien burde undersgkes naermere.

Hypotesen var at ulik salinitet og lengde opphold i brakkvann pavirker skinnets ytre barrierefunksjon
mot Tenacibaculum-infeksjon. Fgrst ble det undersgkt hvilke strukturelle endringer som skjer nar
fisk holdes pa ferskvann versus lavstyrke sjgvann. Dette la grunnlaget for forstaelsen av skinnets
utvikling, og hvilke skinnbarrierer som endres basert pd de to vannkvalitetene. Fra smittematerialet
er det gitt fokus til den gruppen som gav stgrst kontrast (smitte ved 4 uker pa ferskvann (2F) / lav
styrke sjgvann (2LSS) for 3 karakterisere hvilke endringer som fgrer til gkt mottakelighet for
sarsykdom.

Kjevepartiet er forbundet med sarutvikling og tenacibaculose i laks. Resultatene fra histologien er
ogsa korrelert med sdrscore og velferdsparametere pa de samme gruppene. Ved bruk av histologiske
teknikker s@ man at skinnet utviklet seg litt forskjellig i de to vannkvalitetene. Den klareste effekten
var et mere skadet epidermis i ferskvannsfisken etter overfgring til sjg som videre forverret seg
under infeksjonen. Ved 3 sette dette i sammenheng med dgdeligheten sa tror vi at overgangen til
fullstyrke sjgvann er en stgrre belastning for ferskvannsfisk enn LSS fisk. Dette tyder pa at fisken
kan adapteres ved & holdes pa LSS fgr overflytting til sipvann. Bade ferskvannsfisk og LSS fisk hadde
skjelltap og derfor ogsa tap av epidermis. Det kan derfor vaere at LSS fisken har en bedre evne til a
respondere pa en infeksjon uten at dette reflekteres direkte fra strukturer i huden. I tillegg til
kjevepartiet er ogsa bakpartiet utsatt for sdrutvikling forarsaket av T. finnmarkense. Foruten
histopatologiske effekter fra T. finnmarkense er ogsa andre funn fremhevet. Blant annet sd er det
ogsa i dette forsgket vist at antall mukusceller korrelerer med tykkelsen av skinnet. Mukuscellene
legger seg ogsd annerledes i stresset fisk. Dette burde tas i betraktning nar andelen mukusceller tas
i betraktning som en forklaring pa beskyttelse eller respons til stimuli.

Videre er det tydelig at vevet i huden er ulikt i de omradene som ble analysert. Kjeve, gatt og finner
er mer eksponert mot overflate skader enn sidepartiet hos fisken. Dette er en mulig forklaring pa
hvorfor sarproblematikk oftest oppstar i disse omraddene. Samtidig skal man ikke utelukke at den
kraftige pigmenteringsresponsen i dorsalt skinn er med pa 3 hindre bakterien i 8 infisere de indre
kollagenrike hudlagene.

Et annet interessant funn er bakteriens tilsynelatende evne til 3 fglge retningen pa kollagenfibrene i
dermis. Det er derfor nzerliggende & anta at bakterien benytter bindevevsdragene for & forflytte seg
i fisken. Ved kraftig infeksjon finner vi bakterien igjen i bidevevsdrag rundt muskelsegmenter, tarm,
blodarer i gattomrade. Derimot er det lave nivder av bakterien i blodet. I omradet rundt gattet er
det kort forbindelse mellom skinnets bindevev og det som omgir andre indre organer. Det er uvisst
om infeksjon i gattomradet fgrer til mer alvorlig sykdomsforlgp enn infeksjon i f.eks. hale.

Forskjellig salinitet forut for sjgsetting pavirker skinnets utvikling forskjellig, men det ikke har lykkes
& beskrive ngyaktig hvilke strukturelle endringer det er som kan bedre beskyttelsen. Fra en
sammenstilling av alle transkripsjonsanalysene av skinnet ser skinnet ut til 8 prioritere
immunresponser for forsvar pa bekostning av vedlikehold og utvikling av celler og vev som er
betegnende for akutte faser av smittsomme sykdommer. Resultatene her er ogsd sammenlignbart
med tidligere studier med skinnpatogener. Transkripsjonsresultatene gir et mere sammensatt bilde
der skinnet til LSS kan vaere i bedre stand til & bekjempe en infeksjon. Ut ifra sammenligningene
over tid i smittemodellen viser dette at skinnet er i kraftig utvikling og at dette sannsynligvis pavirker
utfallet av infeksjoner. Det vil blant annet si at & reprodusere utfallet av smitteforsgk med
skinnpatogener vil pavirkes i stor grad av hvor i «postsmoltfasen» skinnet befinner seg. Dette vil
vaere en god forklaringsmodell p& hvorfor det er sd krevende & standardiser denne typen
smitteforsgk.
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6. HOVEDFUNN ‘

Tenacibaculum mangfoldet i Norge er omfattende, og flere stammer finnes over et stort geografisk
omrade, over flere &r, og er i stand til 8 infisere forskjellige fiskearter.

Norske T. maritimum isolater gir kratersyke («donut» syndrom) hos rognkjeks.

Norske T. maritimum isolater smitter horisontalt fra rognkjeks til laks og gir sykdom hos laks.
Det er lite horisontal smitte av T. finnmarkense mellom laks.

Det kreves en hgyere dose av T. finnmarkense for a gi sykdom ved 8 °C enn ved 4 °C.
Signifikant reduserende effekt pa smoltens mottakelighet for tenacibaculose etter overfgring
til sjg og smitte ved & holde smolten i 4 uker pd 26 promille sjgvann. (& holde smolt pa 26
promille sjgvann far smitte med T. finnmarkense har en positiv effekt pa fiskens velferd basert
pa velferdsscoring.)

Ut fra transkripsjonsprofilen kan T. finnmarkense veere mere virulent pa bakgrunn av et samspill
mellom neuD, pepM9, thermolysin og et insecticidal toxin.

Maten bakterien beveger seg pa (fglger binnevevsdragene i skinnet) gir ny kunnskap om
sykdomsforlgpet.

Transkripsjonsanalysene viser at skinnet prioriterer immunresponser som forsvar pa
bekostning av vedlikehold og LSS fisken ser ut til 8 kunne ha en bedre evne til 8 respondere
pa en infeksjon

Ut ifra sammenligningene over tid i smittemodellen viser denne at skinnet er i kraftig utvikling.
Utfallet av eksponering mot skinnpatogener vil sannsynligvis pavirkes i stor grad av hvor i
«postsmoltfasen» skinnet befinner seg.

7. LEVERANSER ‘

En «Genome-announcement>» av T. finnmarkense ble publisert allerede februar i 2018 av Bridel et
al., (2018). Resultater fra AP III kombineres med AP IV i manuskriptet “Genomic insight into the
virulence and genetic diversity of Tenacibaculum spp. associated with ulcerated Atlantic salmon”

Prosjektet har etablert metode for gPCR av virulensgener som beskrevet i sluttrapporten og
publiseres i ovenfornevnte manuskript.

Scientific publication on the virulence mechanisms of Tenacibaculum. https://nofima.no/verdt-a-
vite/verdt-a-vite-om-fiskens-skinn/#sarproblemer: Karlsen et al (2020). «Salt water acclimatization
strengthens the skin of post-smolt Atlantic salmon” (Thefishsite.com, hatcheryfm.com,
fishfocus.co.uk mm).

Lagadec E, Smage S, Trosse C, Nylund A (submitted to PlosOne). A phylogenetic analysis of
Norwegian Tenacibaculum strains confirms high diversity and suggests circulation of ubiquitous
pathogenic strains.

Protocol for performing av challenge experiment using virulent 7. finnmarkense: (Kristense Solheim
(2020). The effect of using different salinities in smolt production on the susceptibility to
tenacibaculosis in Atlantic salmon smolts after seawater transfer — Establishing a challenge model
for Tenacibaculum finnmarkense strain HFJT at 8 °C. Master thesis, Department of Biological
Sciences, University of Bergen, 90 pp.)

«Faglig sluttrapport» according the guidelines of FHF (vedlagte rapport).
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LEVERANSER/FORMIDLING ‘

Rapporter

Framdriftsrapport (for FHF-prosjektet: 901433) datert 27.06. 2019.
Framdriftsrapport (for FHF-prosjektet: 901433) datert 20.12. 2019.
Framdriftsrapport (for FHF-prosjektet: 901433) datert 30.06. 2020.
Sluttrapport (for FHF-prosjektet: 901433) datert 02.11.2020.

Formidling/presentasjoner

Lagadec E, Smage SB, Frisch K, Nylund A (2019). Genotyping system as a tool for studying
transmission of Tenacibaculum spp. in Norway. Frisk Fisk 2019. 6 — 7 Februar Tromsg.

Smage SB, Knutsen LE, Frisch K, Brevik @, Nimmongkol P, Lagadec E, Nylund A (2019).
Tenacibaculose hos laks og rognkjeks. Frisk Fisk 2019. 6 — 7 Februar Tromsg.

Smage et al (September 2019). Tenacibaculosis in the sea lice cleaner fish Cyclopterus lumpus L.
Muntlig presentasjon pd EAFP 2019, Porto, Portugal.

Breivik et al (September 2019). Tenacibaculum infections in farmed Atlantic salmon”. Poster-
presentasjon pa EAFP 2019, Porto, Portugal.

Karlsen, C.R., Ytteborg, E., Sveen, L., Timmerhaus, G., Smége S.B., Krasnov, A. (2019) Atlantic salmon
skin function and development in the post smolt stage after seawater transfer. 1st International Symposium
on Mucosal Health in Aquaculture (MHA2019). Oslo, Norway, 11-13 September 2019.

Karlsen C, Ytteborg E, Sveen L, Timmerhaus G, Krasnov A (2020) Skinnets ytterste lag og hvordan det
opprettholder god fiskehelse. Abstrakt Havbruk 2020.

Fredriksen M, Karlsen C, E, Sveen L, Solheim K, Smage SB (2020) Laksens ytre barrierer og effekten av to
ulike produksjonsstrategier pa mottakelighet for tenacibaculose. Abstrakt Havbruk 2020.

Kristense Solheim (2020). «Effekten av to ulike smoltproduksjonsstrategiar pa mottakelegheit for
tenacibakulose hos laks». Muntlig presentasjon pa Havbruk 2020.

Karlsen et al (2020). Saltvannstilpasning gjgr skinnet til postsmolten sterkere og «Salt water acclimatisation
strengthens the skin of post-smolt Atlantic salmon” sendt til nofima.no og norske og engelske fagmedia
som f.eks (kyst.no, fisk.no, hatcheryfm.com, fishfocus.co.uk mm) https://nofima.no/verdt-a-vite/verdt-a-
vite-om-fiskens-skinn/#sarproblemer

Masteroppgaver

Kristense Solheim (2020). The effect of using different salinities in smolt production on the
susceptibility to tenacibaculosis in Atlantic salmon smolts after seawater transfer — Establishing a
challenge model for Tenacibaculum finnmarkense strain HFJT at 8 °C. Master thesis, Department of
Biological Sciences, University of Bergen, 90 pp.

Marte Fredriksen (2020). Atlantic salmon (Sal/mo salar) skin barriers and the effect of two different

production systems on susceptibility of Tenacibaculum finnmarkense. Master thesis, Department of
Biological Sciences, University of Bergen, 54 pp.
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Vitenskapelige publikasjoner

Smage S, Frisch K, Lagadec E, Jakobsen Brevik @, Duesund H, Nylund A (submitted). Improved
growth medium for the isolation and identification of fish pathogenic Tenacibaculum spp.

Lagadec E, Smage S, Trosse C, Nylund A (submitted to PlosOne). A phylogenetic analysis of
Norwegian Tenacibaculum strains confirms high diversity and suggests circulation of ubiquitous
pathogenic strains.

Manuskript under utarbeidelse. Karlsen med flere (2020). “Genomic insight into the virulence and
genetic diversity of Tenacibaculum spp. associated with ulcerated Atlantic salmon”

Manuskript under utarbeidelse. Karlsen med flere (2020). «Saltwater acclimatization strengthens the
skin of post-smolt Atlantic salmon»

Manuskript under uttarbeidelse (Smage m.fl. 2020/21). Description of T. maritimum infections in
farmed lumpfish and the horizontal transfer of T. maritimum from diseased lumpfish to salmon in a
cohabitation experiment using two Norwegian T. maritimum isolates.

Manuskript under utarbeidelse (Smage, Solheim m.fl. 2020/2021) The effect of using different

salinities in smolt production on the susceptibility to tenacibaculosis in Atlantic salmon smolts after
seawater transfer.
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