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1 Norsk Sammendrag

Dette prosjektet ble satt i gang pa grunn av en gkende prevalens av pasteurellose forarsaket av en tidligere
ubeskrevet Pasteurella-art blant oppdrettslaks 1 produksjonsomradene 2-5 (kystomrade Ryfylke til
Hustavika), etter mange ars fravaer av sykdommen. Den overordnende mélsetningen for prosjektet var a
generere kunnskap rundt den endrede pasteurellosesituasjonen hos oppdrettslaks i Norge, slik at
sykdommen effektivt kan forebygges, bekjempes og kontrolleres pa en best mulig méte. Resultater
generert under prosjektet ble raskt formidlet til neeringen via prosjektets hjemmeside, podcast, webinar,
workshop og relevante industrikanaler, og har utvilsomt bidratt til ekt fokus pa generell biosikkerhet i
forhold til pasteurellose, serlig relatert til transport av fisk og lusebehandling. Et viktig funn i dette
prosjektet var identifikasjon av sammenhengen mellom ikke-medikamentell avlusning (IMM) og kliniske
utbrudd av pasteurellose, hvor flere uavhengige resultater stottet opp under denne konklusjonen: 1)
Pasteurella atlantica, bakterien involvert i den observerte epizootien, ble vist i et kontrollert smitteforsek
a veere lite smittsom fra fisk til fisk, men viste evne til & drepe fisk etter injeksjon. Det betyr at bakterien er
sykdomsfremkallende nar den ferste kommer forbi hudbarrieren, laksens forstelinjeforsvar. 2) Vannprever
tatt under IMM-behandling inneholdt synlige mengder lakseblod, noe som bekrefter at laksen skades
under behandling og at lesjonene representerer et brudd i hudbarrieren og dermed en mulig inngangsport
for sykdomsfremkallende bakterier. 3) Infisert fisk, bade tydelig syk og tilsynelatende friske berere,
skiller ut Pasteurella bakterien under stressende IMM behandling. I termiske avlusere, hvor store mengder
fisk blir behandlet i et begrenset volum med oppvarmet vann, resulterer dette i et ekende infeksjonspress
for bade allerede infisert fisk og ikke infisert fisk. Til slutt: 4) Det ble pavist en statistisk signifikant
assosiasjon mellom bade termisk- og berste/spylingsbasert avlusing med péfelgende utbrudd av

pasteurellose i maneden etter avlusing.

Interessant nok ble det ikke pdvist en slik sammenheng etter ferskvannsbasert avlusing, og
laboratoriestudier viste at P. atlantica, som er kravstor med hensyn til naringsinnhold i vekstmedier og
har begrenset evne til & overleve i naturlig sjevann, ble fullstendig inaktivert etter 1 times eksponering i
rent ferskvann. Dette indikerer at bruk av ferskvann under stressende handteringer som transport, pumping

eller avlusing av utsatt fiskepopulasjoner ber undersekes naermere.

Pasteurella atlantica viste seg a vare sensitiv for UV-bestraling, med en > 3 logjo-reduksjon ved UV-dose
ca 10 mJ/cm?. Bakteriene ble inaktivert ved pH 3 innen 4 timer ved eksponering for maursyre. Alle testede
konsentrasjoner av natriumhypokloritt, fra 50-200 mg/1, inaktiverte bakterien bade ved 10 og 30 minutters

kontakttid ved testtemperatur 4°C.
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Helgenomsekvensering (fullstendig sekvensering av bakteriens arvestoff) av bade nye og historiske
isolater med pafelgende bioinformatikkanalyse viste at den observerte epizootien i PO2-5 er forarsaket av
ett klonalt kompleks (dvs. tilnaermet identiske isolater) av P. atlantica, noe som indikerer at epizootien
startet som ett punktutbrudd med pafelgende spredning til andre lokaliteter. Samme teknikk ble brukt for &
kartlegge slektskap hos isolater fra et nytt utbrudd av pasteurellose i PO10 sent i 2024. Denne analysen
viser at stammer derfra tilherer samme klonalkompleks som i PO2-5 og er ikke i ner slekt med isolater fra
tidligere utbrudd i Nord-Norge. Dette er en sterk indikasjon pa at det har vert en alvorlig

biosikkerhetssvikt som har medfert smitte fra ser til nord via bat, fisk eller annen menneskelig aktivitet.

Analyser av miljo-DNA (gentisk materiale i miljoprover), som benyttet bade eksisterende PCR- og PCR-
metoder utviklet i prosjektet, ble utfort pa et forholdsvis bredt utvalg av anlegg. Vi fant at slike analyser
representerer en effektiv mate a pavise Pasteurella-bakterien i infiserte fiskepopulasjoner i forkant av
eventuelle kliniske utbrudd. Slike analyser vil derfor kunne identifisere risiko for fremtidig utbrudd.
Resultatene indikerte ogsé at Pasteurella-infeksjon er noe mer utbredt enn tall fra sykdomsdiagnostikk
tilsier, og at infeksjonen ikke nedvendigvis resulter i utbrudd. Dette tilsier at utbrudd av pasteurellose vil
kunne forebygges etter en tidlig pavisning basert pad miljg-DNA, dersom det introduseres skdnsomme

produksjonsforhold i etterkant.

Genetiske og fenotypiske studier av sykdomsfremkallende Pasteurella-bakterier isolert fra syk laks i
Skottland og Norge fra navaerende og historiske utbrudd indikerte et neert slektskap med en bakterietype
tidligere assosiert utelukkende med hvaler, delfiner og niser. Dette har ledet til at vi har foreslatt offisiell
flytting av disse fiskepatogene stammene fra genus Pasteurella til genus Phocoenobacter. Det lyktes ikke
med a pavise akkurat disse fiskepatogene bakterietyper fra de fa strandete sjopattedyrene vi har undersekt
1 dette prosjektet, sd et reservoar i marine pattedyr kan ikke bekreftes. Imidlertid kan den forholdsvis heye
optimale dyrkningstemperaturen hos de fiskepatogene isolatene, og pavisning av en forholdsvis naert
beslektet type hos grindhval pa Fareyene, stotte opp under en hypotese om at hval kan vere et sannsynlig

reservoar.
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2 English Summary

The current project was initiated due to an increasing prevalence of pasteurellosis, caused by a previously
undescribed Pasteurella species, among farmed salmon in production areas 2-5 (From Ryfylke in south to
Hustavika in north), after many years of absence of the disease. The overarching goal of the project was to
generate knowledge about the current situation so that the disease could be effectively prevented,
controlled, and managed in the best possible way. Results generated during the project, which were
quickly disseminated to the industry via the project's website, podcast, webinar, workshops, and relevant
industry channels, have undoubtedly contributed to increased focus on general biosecurity regarding
pasteurellosis, particularly related to fish transport and delousing treatments. The main conclusion from
the project must be that the results collectively revealed a convincing link between non-medical delousing
(IMM) and clinical outbreaks of pasteurellosis. Results supporting this conclusion are several: 1)
Pasteurella atlantica, the bacterium involved in the current epizootic, was shown in controlled infection
trials to be poorly transmissable from fish to fish but demonstrated the ability to kill fish after injection,
i.e., the bacterium is pathogenic once it bypasses the skin barrier, the salmon's first-line of defence; 2)
Water samples taken during IMM treatment contained visible amounts of salmon blood, confirming that
the salmon are injured during treatment and that the lesions represent a breach in the skin barrier,
potentially allowing pathogenic bacteria to enter; 3) Infected fish, both visibly sick and apparently healthy
carriers, shed Pasteurella bacteria under stressful IMM treatment. At least in thermal delousers, where
large amounts of fish are treated in a limited volume of heated water, this results in increased infection
pressure for both already infected and non-infected fish; and finally, 4) A statistically significant
association was found between both thermal and brush/vortex-based delousing and subsequent outbreaks

of pasteurellosis in the month following delousing.

Interestingly, no such association was found after freshwater-based delousing, and laboratory studies
showed that P. atlantica, which is fastidious in terms of nutrient content in growth media and has a limited
ability to survive in natural seawater, was completely inactivated after 1 hour of exposure to pure
freshwater. This suggests that the use of freshwater during stressful handling, such as transport, pumping,

or delousing of at risk fish populations, should be further investigated.

Pasteurella atlantica was found to be sensitive to UV radiation, with a > 3 log10 inactivation at UV-doses
of 10 mJ/ecm?. Exposure to formic acid at pH 3.0 inactivated the bacteria completely within 4 hours.
Sodium hypochlorite at concentrations from 50 — 200 mg/l were found to inactivate Pasteurella within

both 10 and 30 minutes exposure at 4 °C.
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Whole-genome sequencing (complete sequencing of the bacterial DNA) of both new and historical
isolates, followed by bioinformatics analysis, showed that the current epidemic in PO2-5 is caused by a
single clonal complex (i.e., nearly identical isolates) of P. atlantica, indicating that the epizootic began as
a single point outbreak with subsequent spread to other locations. The same technique was used to map the
relationship of isolates from a new pasteurellosis outbreak in PO10 in late 2024. This analysis shows that
the strains involved belong to the same clonal complex as in PO2-5 and are not closely related to isolates
from previous outbreaks in Northern Norway. This is a strong signal/indication of a serious biosecurity

failure involving transmission from south to north via boat, fish, or other human-related activity.

Environmental DNA analysis, which used both existing PCRs and PCRs developed during the project,
performed on a relatively broad selection of farms, showed that such analyses represent an effective way
to detect Pasteurella bacteria in infected fish populations before a potential clinical outbreak, thus
identifying a risk of future outbreak. The results also indicated that Pasteurella infection is somewhat
more widespread than disease diagnostic data suggests and that the infection does not necessarily result in
outbreak of disease. This suggests that pasteurellosis outbreaks can be avoided following early

environmental DNA-based detection, if less stressful production conditions are introduced thereafter.

Other findings indicated that genetic and phenotypic studies of pathogenic Pasteurella bacteria isolated
from sick salmon in Scotland and Norway from current and historical outbreaks showed such close
genetic relatedness to a bacterium type previously associated exclusively with whales, dolphins, and
porpoises, that we have proposed officially moving these fish pathogenic strains from the genus
Pasteurella to the genus Phocoenobacter. It was not possible to detect these fish pathogenic bacteria types
from the few stranded marine mammals we have investigated, so a reservoir in marine mammals cannot
be confirmed, but the relatively high cultivation temperature optimum of the fish pathogenic isolates and
detection of a closely related type in pilot whales on the Faroe Islands supports the hypothesis that

cetaceans may be a likely reservoir.
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3 Innledning

Pasteurellose hos kaldtvannsfisk er en systemisk infeksjon forarsaket av flere forskjellige arter og stammer
av bakterier tilherende familien Pasteurellaceae. Sykdommen resulterer i betydelig tap og redusert velferd
hos oppdrettslaks i Norge og Skottland, og har i lgpet av prosjektperioden ogsa blitt pavist én gang hos
oppdrettslaks pa Feroyene. Sa langt har ikke sykdommen blitt pavist hos lakseoppdrett i andre land.
Pasteurellose er ogsa en alvorlig sykdom hos oppdrettet rognkjeks i flere land. Sykdommen ber ikke
forveksles med ‘pasteurellose’ hos varmtvannsfisk, forarsaket av Photobacterium damselae subsp.

piscicida (tidligere kjent som Pasteurella piscicida).

I Norge, for den pagaende alvorlige epizootien som begynte i 2018, har sykdommen kun blitt registrert i
begrenset omfang i noen fa anlegg i Nord-Norge (1989-1992), Ser-Vestlandet (1999-2000) og Nord-
Vestlandet (2012). Pasteurellose har derfor ikke tidligere blitt betraktet som en alvorlig sykdom for norsk
lakseoppdrett. Siden 2018 har sykdommen blitt et alvorlig problem i PO 2, 3 og 4, med noen fa
pavisninger i POS5. Hosten 2024 ble sykdommen ogsé pévist pa et matfiskanlegg i PO10. Situasjonen pa
Servestlandet er vedvarende, men antall registrerte tilfeller er noe redusert siden 2022 (57 affiserte
lokaliteter) etter okt fokus pé biosikkershetsrutiner i neringen og introduksjon av autogene vaksiner i

2021.

Pasteurellose

Sykdommen pasteurellose blir pavist hele aret. Det kliniske bildet varierer, og direkte dedelighet som
resultat av et utbrudd varierer fra ubetydelig til moderat. Det er ikke uvanlig at infeksjonen opptrer pé fisk
som ogsa har andre sykdommer. @konomisk tap kan bli betydelig ettersom det ofte er voksen fisk som
berares. Sykdommen fikk navnet ‘Varraccalbmi’ (samisk for ‘blodeye’) etter observasjon av uttalt
infeksjon i gye og eyehule under utbrudd i Nord-Norge pa 80/90-tallet (Valheim et a/. 2000). Utbrudd i
senere tid har vart karakterisert av blodige lesjoner i skjelett- og hjertemuskulatur, samt bladninger i indre
organer. Betennelse i hjertesekk, bukvegg, pseudobrankie og ved brystfinnebasis er ogsa vanlige funn.
Histopatologiske forandringer gjenspeiler det makroskopiske bildet med funn av rikelige mengder
betennelsesceller og korte stavbakterier i affiserte organer. Sykdommen er ennd ikke meldepliktig, men

Mattilsynet planlegger listeforing i lopet av 2025, trolig i kategori F.

Prosjektet ble finansiert av FHF i1 2021 i en periode hvor forekomsten av pasteurellose hadde begrenset
geografisk omfang. Sykdommen ble derimot betraktet som truende, og sannsynligheten for videre ekning 1
bade forekomst og alvorlighetsgrad ble regnet som betydelig, samt bekymring for spredning videre

nordover langs kysten. Det var derfor behov for oppdatert forskning, kunnskapsutvikling og
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kunnskapsformidling om sykdommen pasteurellose i Norge, bade i forhold til tidlig diagnose, iverksetting

av biosikkerhetstiltak og andre tiltak for & hindre kliniske utbrudd og videre spredning av sykdommen.

Notat nomenklatur brukt i denne rapporten: Ved prosjektets oppstart hadde de to bakterieartene av
relevans i prosjektet, dvs. den norske ‘laksevarianten’ og ‘rognkjeksvarianten’, ingen offisielle navn. De
har fortsatt ingen godkjente navn, men prosjektgruppen har levert et vitenskapelig forslag til vurdering av
International Committee on Systematics of Prokaryotes (ICSP), som plasserer disse stammene innen
slekten Phocoenobacter. Inntil forslaget evt. er akseptert, er det fortsatt arbeidsnomenklaturen publisert
av prosjektgruppen i 2020, som er i vanlig bruk. Felgende arbeidsnomenklatur brukes derfor videre 1
denne rapporten: Pasteurella atlantica gv. salmonicida, Pasteurella atlantica gv. cyclopteri og

Pasteurella skyensis.
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4 Prosjektets omfang

For & utrede problemstillingen ble prosjektet delt opp 1 felgende fem arbeidspakker:

Arbeidspakke 1: Administrasjon

Denne arbeidspakken var todelt og besto av 1) gkonomisk styring med Trude Vralstad som ansvarlig og 2)
overordnet ansvar for vitenskapelig styring og prosjektdrift (alle arbeidspakker), inkludert
styregruppeledelse (se pkt. 7), med Duncan Colquhoun som ansvarlig.

Arbeidspakke 2: Spredning/infeksjonsdynamikk

Molekylcer epidemiologi

Det ble gjort en slektskapsanalyse basert pa helgenom Single Nucleotide Polymorphism (SNP) av 194 isolater
tilherende artene/subartene Ph. uteri, P. skyensis, P. atlantica gv. salmonicida og gv. cyclopteri fra Norge,
Faergyene og Skottland. Det ble ogsé kjert analyse av utvalgte 16S rRNA gensekvensdata hentet fra offentlige
databaser.

Prevalens/utbredelse

Sandlund ef al. (2021) har publisert et qPCR assay for & pavise ‘P. atlantica gv. atlantica’. Assayet ble
grundig testet og validert med hensyn pa amplifikasjonseffektivitet og spesifisitet for prosjektet. I dette
prosjektet ble real-time qPCR assayer for spesifikk pévisning av P. skyensis og P. atlantica gv. cyclopteri
ogsa designet og grundig validert. Disse real-time qPCR assayene ble benyttet for diagnostikkarbeidet, i miljo-
DNA studiene av prevalens og utbredelse, og i forbindelse med smitteforsgk. Miljg-DNA metodikk ble
uttestet, optimalisert og validert. Det ble undersekt om miljg-DNA analyser av vannprever fra termiske
avlusningsmaskiner og lusetellingskar kan benyttes for tidlig pavisning av bakterien, og som en mulig

prediksjon av fremtidige utbrudd.

Handltering/aviusing som en smittefremkallende faktor

Den statistiske assosiasjonen mellom medikamentfti avlusing (termisk, mekanisk og ferskvannsbasert avlusing)
og risiko for pafelgende utbrudd av pasteurellose, ble undersgkt ved bruk av diagnostiske data innhentet i
forbindelse med produksjon av Veterinarinstituttets arlige ‘Fiskehelserapport’ og avlusingsdata fra Mattilsynet
for &rene 2018-2023. Analyserte data inkluderte 1162 produksjonssykluser fra 356 oppdrettslokaliteter.

Reservoarer

Det naturlige reservoaret for fiskepatogene Pasteurella-arter er ukjent. Som en del av arbeidet ble det foretatt

bade dyrknings- og PCR-baserte analyser fra en rekke strandede eller avlivede marine pattedyr, blant annet
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spekkhogger, belugahval, nise, hvalross og grasel, men ogsa fra groe og blaskjell. Masterstudent Ranja Raestad
(vedlegg 1, 2024) studerte blant annet blaskjell som mulig reservoar til Pasteurella atlantica gv. salmonicida.
Det er samlet inn materiale fra lus og hydroider i tillegg til slimhinner hos torsk, laks og regnbuegrret. I
arbeidet med en del av disse pravene ble det brukt et selektivt medium som var utviklet under

arbeidspakke 3.

Arbeidspakke 3a: Biofysiske egenskaper

Fenotypisk karakterisering

I forbindelse med beskrivelsen av en ny art og skifte av genus, ble det gjort grundig fenotypisk karakterisering av
paneler av 10 x P. atlantica gv. salmonicida, 10 x gv. cyclopteri, 5 x P. skyensis og 1 X Ph. uteri stammer.
Arbeidet var tidkrevende siden Pasteurella vokser sakte, og det var behov for flere repeterende oppsett.
Sammen med genetiske data produsert under arbeidspakke 2, ble resultatene brukt som grunnlag for plassering
av de forelopig ikke navngitte taksa i slekten Phocoenobacter og flytting av Pasteurella skyensis fra slekten
Pasteurella til slekten Phocoenobacter. Arbeidet er sendt inn til International Journal for Systematic and
Evolutionary Microbiology. Evne til overlevelse i miljeet og dannelse av biofilm ble studert i forbindelse med
mastergradsarbeidet til Thorvald Bg, (vedlegg 2, 2023), hvor det ogsa ble pabegynt arbeid med & utvikle et
selektivt dyrkingsmedium. Dette ble viderefert av Ronja Reestad 1 hennes masterarbeid. Som selektiv
komponent i mediet ble felsomhet hos P. atlantica gv. salmonicida studert for en rekke forskjellige
antibakterielle midler, bade ved diffusjon i agar og MIC (minimum inhibitory concentration).
Mastergradstudent Markus Trohjell (vedlegg 3, 2024) gjennomferte innledende studier pa eksponeringseffekten
av ‘flight or fight” hormonet noradrenalin pa P. atlantica gv. salmonicida med hensyn pa vekst. Slike
laboratorieforsgk er omfattende og teknisk utfordrende, spesielt med en bakterie som i utgangspunktet

krever spesielle vekstbetingelser.

Arbeidspakke 3b: Desinfeksjon- UV/ozon/temperatur/klor/maursyre

I denne arbeidspakken ble bakteriens sensitivitet mot ulike desinfeksjonsmidler, samt UV-bestraling, undersekt.
UV-sensitivitet ble undersekt ved standardisert collimated beam-protokoll iht. anbefalinger i Ultraviolet
Disinfection Guidance Manual, 2006. Utgangspunkt for valg av intervall for UV-doser 1 forseket var basert pa
publiserte data for dose-respons for ulike fiskepatogene bakterier. Forsekene ble utfort med bestraling av
bakterien i rene suspensjoner, med etterfelgende kvantifisering ved dyrkning pa blodskal, og telling av kolonier.
Videre ble desinfeksjonseffekten av natriumhypokloritt og pH-senking med maursyre studert ved testing etter
standardisert kvantitativ suspensjonstest, en modifisert NS EN 1656 (Standard Norge — NS-EN 1656:2019 (en)).
Testing etter standard suspensjonsprotokoll er omfattende med tanke pé krav til valideringstester og
akseptkriterier for verifisert test, noe som gjorde at testing av effekt av ozon og pereddiksyre ble vanskelig &
gjennomfere. Bruk av natriumhypokloritt og maursyre er innarbeidet praksis ved f.eks. prosessvannsbehandling

og ensilering, sa resultater fra denne testingen er svert relevant for biosikkerhetspraksis i naringen.
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Arbeidspakke 4: Utvikling av smittemodell

For prosjektet startet ble to pilot-smitteforsek gjennomfert som et samarbeid mellom Veterinarinstituttet og
VESO Vikan, i utgangspunktet for & bekrefte Koch’s postulater, dvs. bekreftet kausalitet. Forsekene benyttet P.
atlantica gv. salmonicida og P. skyensis-isolater som var representative for senere utbrudd hos laks i Norge og
Skottland. Under prosjekt FHF 901680 repeterte vi, i samarbeid med MSD Animal Health Innovation, samme
type smitte med bade P. atlantica gv. salmonicida og P. skyensis, men sammenlignet ogsa intraperitonealt-smitte
med intramuskulert-smitte som smittemetode for ‘shedder’ fisk. Dette forsgket var en sentral del av
mastergradsarbeidet til Eirik Aamodt Neevdal (vedlegg 4, 2022). Eventuelle forskjeller i sykdomsutvikling ble
studert ved bruk av histopatologiske og immunhistokjemiske metoder. Antisera og immunhistokjemiske metoder

ble utviklet i lapet av prosjektet.

Arbeidspakke 5. Kommunikasjon og formidling
Det ble drevet fortlepende kommunikasjon om prosjektet og forskningsresultater gjennom hele prosjektperioden

pé prosjektets hjemmeside https://www.vetinst.no/forskning-innovasjon/pagaende-

forskningsprosjekter/pasteurellose-hos-norske-laks, og via blant annet kyst.no og intrafish.no. Resultater fra

prosjektet ble presentert pa nasjonale og internasjonale konferanser og meter, og det ble gjennomfert en podcast,
et webinar og en hybrid fysisk/online workshop/seminar i lgpet av prosjektperioden. En fullstendig liste over

kommunikasjon er oppgitt under seksjon 8. leveranser.

Prosjektorganisering

Prosjektet var koordinert og vitenskapelig styrt av Veterinarinstituttet. Seksjonsleder Trude Vralstad har
veert ansvarlig for teknisk administrasjon (budsjettering, ekonomi, kontrakter, osv.), og seniorforsker
Duncan J. Colquhoun har hatt det vitenskapelige ansvaret. Hver arbeidspakkeleder har hatt ansvar for at
forskningen innen sin arbeidspakke ble utfert i vitenskapelig tilfredsstillende grad, og har rapportert

direkte til vitenskapelig ansvarlig.
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5 Problemstilling og formal

Prosjektet ble igangsatt pa bakgrunn av gkt forekomst av pasteurellose hos oppdrettslaks i et begrenset
geografisk omrade i1 Servest-Norge som startet 1 2018, og som péagar fortsatt. Fer dette var pasteurellose
hos norsk oppdrettslaks en svert sjelden sykdom som ble diagnostisert omtrent hvert tiende ar. Prosjektet
gikk ut pa a prove a forsta hvorfor bakterien (som ikke var offisielt navngitt fra for, og pa prosjektets
oppstart ble henvist til som ‘Pasteurella sp.”) plutselig opptradte og forarsaket vedvarende

sykdomsutbrudd hos norsk oppdrettslaks.

En hovedhypotese ved prosjektets oppstart var at de vedvarende utbruddene av pasteurellose var koblet til

medikamentfrie avlusingsstrategier som ble introdusert rundt 2015.

For & forsta situasjonen bedre, var det nedvendig & karakterisere og beskrive bakterien grundig, bade
fenotypisk og genetisk, og utvikle og ta i bruk spesifikke diagnostiske verktey (qQPCR) for pavisning av
bakterien. Videre skulle disse verktoyene brukes for analyser av miljo-DNA for & undersoke prevalens av
infeksjonen hos laksepopulasjonene innen det bererte omradet, samt identifisere produksjonsledd som
bidro til ekt smitterisiko og identifisere mulige reservoarer. Med tanke pa biosikkerhet, hadde prosjektet
som formél & karakterisere bakteriens biofilmdannelse, miljooverlevelse og sensitivitet for diverse
desinfeksjonsstoffer. En statistisk/epidemiologisk studie av tilgjengelig diagnostikk- og
lusebehandlingsdata ble utfert for & identifisere om det var en signifikant sammenheng mellom avlusning
og pafelgende utbrudd. Det ble utfort et smitteforsek for & sette virulens i ssmmenheng med andre
epidemiologiske parametere, bekrefte arsaksforhold, samt underseke om en smittemodell kunne utvikles

for fremtidig vaksinetesting.

Faglig sluttrapportering prosjekt FHF-901680 - Pasteurellose hos norsk laks 12/28



RAPPORT 55 — FHF 901680/2024

6 Prosjektgjennomforing

Prosjektet ble utfort som et samarbeidsprosjekt mellom Veterinarinstituttet, MSD Animal Health

Innovation, Akerbld AS og Xylem Water Solutions Norge AS. I tillegg ble det etablert et

prosjektsamarbeid med VESO Aqualab om smittemodellutvikling.

Prosjektet ble ledet av Dr. Duncan J. Colquhoun (VI).

Faglige arbeidsomrader/temaer:

Overlevelse i miljo og sprednings-/infeksjonsdynamikk ble ledet av Snorre Gulla (VI).
Molekylarepidemiologisk studie og genetisk grunnlag for vedvarende epizootisk spredning 2018
— 2024 ble gjennomfoert av Snorre Gulla (VI).

Undersgkelse av prevalens og utbredelse, bestaende av utvikling og validering av spesifikk real-
time qPCR, og uttesting av miljo-DNA metodikk. Arbeidet ble ledet av David Strand med Bjern
Spilsberg, og deltakende forskere var Duncan Colquhoun, Sonal Patel, Jannicke Wiik-Nielsen og
Snorre Gulla (alle VI). Tilgang til deltagende anlegg, provetaking fra termisk avlusere/lusetellekar
ble koordinert av Bjarte Langhelle, Akerbld AS.

Undersgkelse av mulig korrelasjon mellom utbrudd av pasteurellose og avlusningsoperasjoner ble
gjennomfort av Leif Christian Stige og Victor Silva De Oliveira

Evt. miljereservoarer ble undersekt i forbindelse med masterprosjektet til Ranja Raestad (UiB,
2024), veiledet av Hanne Nilsen (VI). Dette arbeid inkluderte en studie av P. atlantica gv.
salmonicida sin evne til 4 vokse under tilstedeverelse av en rekke antibakterielle midler som ble
brukt som selektive komponenter i dyrkingsmedier. Arbeidet ble pdbegynt under masterprosjekt
til Thorvald Be (UiB, 2023). Forekomst hos marine pattedyr ble undersgkt av Snorre Gulla,
Duncan Colquhoun og Hanne Nilsen (alle VI). Det ble i samarbeid med Heilsufrediliga Starstovan
(Faroese Food and Veterinary Authority, Island) undersekt 36 grindhval. I tillegg ble det
undersekt strandede marine pattedyr i Norge nar det var mulig.

Undersokelse av biofysiske egenskaper, inkludert felsomhet for antibakterielle midler (i
forbindelse med utvikling av et selektivt dyrkingsmedium) og videreutvikling av fenotypi-basert
diagnostikk (i forbindelse med navngivning), ble ledet og gjennomfert av Hanne Nilsen (VI).
Biofilmdannelse og miljeoverlevelse ble undersekt i forbindelse med mastergradsprosjektet til

Thorvald Be (UiB, 2023) som ble veiledet av Duncan Colquhoun og Hanne Nilsen (begge VI)
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e Mikrobiell endokrinologi som en bidragsfaktor til utbrudd av pasteurellose ble pabegynt under
mastergradsprosjektet til Markus Trohjell (UiB, 2024), veiledet av Duncan Colquhoun og Hanne
Nilsen (begge VI).

e Biosikkerhetstiltak (desinfeksjon) ble ledet av Semir Loncarevic (VI) med stotte fra Irene
Roalkvam (VI) i tett samarbeid med Xylem Water Solutions Norge AS (v/Asbjern Husby)

e  Smittemodellutvikling ble gjennomfort (og finansiert) av MSD Animal Health Innovation
(v/Aslaug Ness og Hanna Leena Thim) i tett samarbeid med mastergradsprosjektet til Eirik Aamot
Nevdal (UiB, 2022) veiledet av Sonal Patel, Duncan Colquhoun, Anne Berit Olsen, Snorre Gulla,
Bjern Spilsberg (alle VI) og Aslaug Ness (MSD animal Health Innovation). Dette arbeidet ble
gjennomfort i tett samarbeid med VESO Aqualab (v/Hilde Sloot Bjeru).

e Kommunikasjonsarbeidet ble ledet av Tom Haavardstun og Bryndis Holm (begge VI)

Referansegruppe oppnevnt av FHF har bestatt av:
e Farah Manji (Mowi)
e (yvind Brevik (Benchmark Genetics)
e Synne Bjerstad (Leray)
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7 Oppnadde resultater og diskusjon

Karakterisering og navngivning

For prosjektets oppstart hadde ikke bakteriene som forarsaker pasteurellose hos norsk laks og rognkjeks
blitt tildelt godkjente navn i litteraturen. Et godkjent navn baerer med seg mye informasjon og er en
nedvendig del av bade diagnostikk-, forsknings- og kommunikasjonsarbeid. En korrekt taksonomisk
plassering kan fortelle om egenskaper, og hvilke bakterier som er nert beslektet, som igjen kan gi
informasjon om sannsynlig ekologisk nisje. For prosjektets oppstart visste vi, basert pa tidligere
forskning, at disse bakteriene var i neer slekt med, men forskjellige fra Pasteurella skyensis, som fra
tidligere er assosiert med en lignende sykdom hos skotsk oppdrettslaks. Pa grunn av dette ble de norske
bakteriestammene referert til som ‘Pasteurella spp.’ 1 ferprosjektperioden sa vi behov for introduksjon og
midlertidig bruk av en ‘arbeidsnomenklatur’ hovedsakelig for a skille mellom ‘laksetypen’ og
‘rognkjekstypen’. Prosjektgruppen (finansiert av Veterinerinstituttets egne midler) publiserte et forslag til
arbeidsnomenklatur hvor tilherighet til genus Pasteurella ble viderefort (i fraver av data som senere
skulle tilsi plassering i en annen slekt). Den lakseassosiert stammen ble dept til ‘Pasteurella atlantica
genomovar salmonicida’, mens den assosiert med sykdom hos rognkjeks ble gitt navnet ‘ Pasteurella
atlantica genomovar cyclopteri’ (se vedlegg 5 Norskfiskeoppdrett 2020). Etter omfattende
karakteriseringsarbeid utfert under prosjektperioden, ble det vist at stammene klart kunne skilles i
fenotypisk og genetisk, mer eller mindre fiskeartspesifikke, grupper. Det ble sendt inn et formelt forslag
om artsnavn og skifte av slekt til Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology (IJSEM), slik at
den ‘norske’ lakseassosierte stammen er foreslatt navngitt som Phocoenobacter atlanticus subsp.
atlanticus mens rognkjeksassosiert variant er foreslatt som Phocoenobacter atlanticus subsp. cyclopteri.
Pasteurella skyensis er ogsa foreslatt flyttet til slekten Phocoenobacter som Ph. skyensis. Per na er

forslagene vurdert positivt, men ikke enna offisielt akseptert.

Molekylcerepidemiologisk studie 2018-2024

Den molekylerepidemiologiske delen av denne studien er publisert i journalen ‘Frontiers in
Microbiology’ (vedlegg 6, Gulla et al. 2023). Kortfattet ble genomsekvenser fra 203 bakterieisolater
dyrket fra syk laks eller rognkjeks i drene 1991-2024 bekreftet som bona-fide medlemmer av
Pasteurellaceae-familien. De 84 genom-assemblene som ble generert varierer i storrelse fra 2,12 Mbp til
2,29 Mbp (gjennomsnitt 2,20 Mbp), med GC-innhold pa 34,20-34,96 (gjennomsnitt 34,37). For flere
detaljer se vedlegg 6, Gulla et al. 2023. Videre delte den fylogenetisk rekonstruksjonen isolatene inn i to

distinkte grener med <88 % gjennomsnittlig nukleotididentitet. Disse grenene utgjor to separate arter,
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nemlig Pasteurella skyensis og den enda ugyldig navngitte Pasteurella atlantica. Begge artene deles
videre i flere distinkte genomovarer (gv.) og/eller stammer, som hver for seg er nesten eller fullstendig
cksklusive for en bestemt vertsart, geografisk region og/eller tidsperiode. Pasteurellose hos rognkjeks er,
uavhengig av tids- og stedmessig opprinnelse, nesten utelukkende knyttet til den sveert konserverte P.
atlantica gv. cyclopteri. | kontrast til dette, forbindes pasteurellose i norsk sjeoppdrettet laks med flere
genetisk distinkte P. atlantica gv. salmonicida stammer. Vi har identifisert tre spesifikke stammer som,
forut for dagens epizooti, har forarsaket separate, geografisk begrensede og kortvarige utbrudd. Dagens
epizooti er forbundet med en ny og tidligere udokumentert stamme. En lignende situasjon har
tilsynelatende utfoldet seg i skotsk lakseoppdrett siden midten av 1990-tallet, der to historiske og én
navarende stamme av P. skyensis har blitt registrert. Et isolat fra laks oppdrettet pa Feroyene 1 2022

plasserte seg fylogenetisk et sted mellom P. atlantica gv. salmonicida og gv. cyclopteri.

Epidemiologien som ligger til grunn for introduksjon og ikke minst videre spredning av alle disse
utbruddene/epizootiene forblir uklare da vi mangler fullstendige data om alle tilfeller samt mulige
kontaktpunkter mellom berorte lokaliteter. Likevel har gjentatt pavisning av 16S rRNA-gensekvenser som
er naert beslektet med P. skyensis og P. atlantica, fra minst fem hvalarter verden over, reist spersmalet om
hvorvidt disse sjapattedyrene kan spille en rolle, muligens som reservoarer. I lgpet av prosjektet har vi
undersekt flere strandede sjopattedyr, blant annet delfin, spekkhogger, belugahval, sjelove (fra akvarium)
og nise, med dyrkning og molekylarbiologiske verktey. De undersekte selvdede dyrene viste forskjellig

grader av forratnelse, noe som kan ha preget resultatene, men fiskepatogene Pasteurella ble ikke pavist.

Genetisk grunnlag for vedvarende epizootisk spredning 2018 — 2024

Utover ‘kjerne-genomet’ (dvs. gener tilstede i ‘alle’ stammer) som utgjer grunnlag for den fylogenetiske
rekonstruksjonen beskrevet over, innehar de studerte fiske-assosierte Pasteurella’ene ogsa et betydelig
‘tilleggs-genom’ (dvs. gener som ikke er tilstede i alle stammene). Enkelte forklaringer pa
stammeforskjeller 1 virulens, vertsspesifisitet o.1. kan potensielt ligge i ulikheter i genetisk innhold. Pa
naveaerende tidspunkt kan vi imidlertid ikke knytte konkrete genetiske determinanter til slike egenskaper
hos de ulike bakteriestammene, men vi anser at ytterligere bearbeiding og informasjonsutvinning fra disse

omfattende dataene vil kunne veare relevant.

Nar dette er sagt sa ber det i denne sammenhengen ogsa nevnes at smitteforsek utfert i prosjektet ikke
tyder pa at den P. atlantica stammen som knyttes til dagens epizooti blant norsk laks er spesielt virulent,
samtidig som forutgaende termisk/mekanisk avlusning viser en sterk sammenheng med forekomst av
pasteurellose ved norske sjolokaliteter (se senere avsnitt for detaljer). Det er derfor mye som tyder pé at
produksjonsrelaterte aspekter ved dagens sjobaserte lakseoppdrett kan ha spilt en vel sé stor rolle for

fremveksten av dagens pasteurellose-epizooti, som det introduksjonen av en ny bakteriestamme har gjort.
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Prevalens/utbredelse av Pasteurella

Ved prosjektets oppstart visste vi ingenting om utbredelse av Pasteurella infeksjon (dvs. ikke
nedvendigvis i forbindelse med klinisk sykdom) blant oppdrettspopulasjonene i det bererte sjgomrade,
utover rapporterte utbrudd med pasteurellose. Tilbakemeldinger fra felt var tydelig pa at man ved flere
anlegg mistenkte at fisken var infisert med Pasteurella lenge for klinisk sykdom ble pavist og bekreftet.
Det var derfor viktig, med tanke pa utvikling av mulige biosikkerhets tiltak, at vi kunne underseke om
Pasteurella infeksjon var utbredt eller ikke. Tidligere erfaring fra andre prosjekter ved VI har vist at miljo-
DNA undersekelser fra f.eks vann representerer en effektiv metode til pavisning av sykdomsfremkallende
agens pa et tidlig sykdomsstadium. I tillegg til & vaere en svert spesifikk og sensitiv metode, er miljo-DNA
analyser ogsé et skansomt alternativ da man ikke trenger & handtere (eller avlive) selve fisken for 4 ta
provene. Miljo-DNA arbeidet representerte et betydelig samarbeid mellom flere forskere ved VI og serlig
en Masterstudent (Matilde Holmeset, vedlegg 7, 2022) som sto for det innledende ‘proof of principle’
arbeid rundt milje-DNA basert Pasteurella pavisning. Valideringsarbeidet inkluderte utpreving av diverse
miljo-DNA kilder (vann, slimhinner, filtrering, svaber etc.), filtrerings hastighet, og effekt av temperatur
pa provelagring og prove hdndtering. Miljo-DNA analyser er avhengig av artsspesifikke PCR assays.
Prosjektet har brukt betydelig ressurser pa utvikling og validering av spesifikke real-time qPCR assays
mot P. atlantica gv. atlantica, P. atlantica gv. cyclopteri (disse assayene ble opprinnelig publisert av
Sandlund et al. 2021) og P. skyensis. For & undersgke miljg-DNA analysenes egnethet som
pavisningsmetode ble det samlet inn prover fra 16 oppdrettsanlegg, hvorav 11 anlegg med en pasteurellose
diagnose. Disse anleggene hadde varierende klinisk bilde, alt fra tilsynelatende frisk fisk til betydelig
dadelighet hos fisk assosiert med Pasteurella infeksjon. Resultatene fra disse undersgkelsene demonstrerte
at vi kunne pavise Pasteurella i miljg-DNA prover fra alle anlegg med tidligere positiv pavisning. I tillegg
ble Pasteurella pavist i miljo-DNA prover fra et av anleggene som var antatt negative anlegg. Resultatene
vise ogsa at miljg-DNA prever fra behandlingsvann fra termiske avlusere under og etter behandling ga
hoyest sannsynlighet for pavisning av bakterien. I tillegg til & validere miljg-DNA metodikk som egnet
pavisningsmetode for Pasteurella, ensket vi & benytte metoden for & fi et estimat pa hvor mange ‘friske’
anlegg som faktisk var infisert, og estimere prevalens av infeksjonen innen det bererte omréde. Vi
undersokte derfor miljo-DNA prover fra ytterligere 11 anlegg som var antatt fri fra Pasteurella. Miljo-
DNA prevetakingen fokuserte pa vannprever tatt av behandlingsvann fra termiske avlusere, bade for og
etter avlusing. Resultatene av dette arbeid ble oppsummert og publisert (vedlegg 8) i Norsk Fiskeoppdrett
Nr08-2023. Innledende studier av prevetaking fra lusetellekar indikerte at ogsa slike kar representerer en
egnet sted for miljg-DNA basert analyse, men dette krever videre utredning. Kortfattet, sé paviste vi
Pasteurella i flere enn halvparten av de undersekte anleggene, og flere av disse anleggene fikk utbrudd av
pasteurellose i1 de pafelgende maneder. Hovedkonklusjonene fra dette arbeidet er at Pasteurella infeksjon
er mer utbredt enn det diagnostikk-basert statistikk tilsier, men arbeidet viser ogsa at infeksjonen er ikke

‘overalt’, og at strenge biosikkerhetstiltak kan begrense antall smittede populasjoner.
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Utvikling og validering av spesifikk PCR

Sensitiv og spesifikk PCR analyser er sentrale komponenter av flere sykdomsrelaterte
forvaltningsstrategier, som ledd i bade sykdomsdiagnostikk og biosikkerhetsarbeid. Nesten samtidig som
prosjektet begynte publiserte Sandlund et al. (2021) qPCR analyser rettet mot Pasteurella-isolater isolert
fra henholdsvis rognkjeks og laks. Genetisk bakgrunn til de involverte bakteriestammene var ikke oppgitt.
Med bakgrunn i helgenom sekvensdata generert under vart molekylarepidemiologiske studium ble disse
qPCR-metodene vurdert forst in silico. Etter dette ble PCRene som virket in silico spesifikk for P.
atlantica gv. atlantica og P. atlantica gv. cyclopteri grundig validert og brukt videre til diverse formal i
navarende prosjekt. En spesifikk gPCR metode ble ogsa utviklet for pavisning av P. skyensis (brukt
videre i blant annet smitteforsgk og reservoar undersekelser). Det arbeides na med en publisering hvor
gPCR metodene beskrives (smitteforsek-manuskript). Disse ble ogsa brukt i forbindelse med

undersokelser relatert til identifisering av mulige reservoarer.

Statistisk sammenheng mellom medikamentfrie avlusninger og pasteurellose-utbrudd

Arbeidet beskrevet her er sendt inn til Journal of Fish Diseases. Ideen om at det kunne vare en
sammenheng mellom medikamentfrie avlusninger og utbrudd av pasteurellose var basert pa tidligere
erfaringer fra felt og anamneser mottatt i forbindelse med diagnostikk innsendt til Veterinaerinstituttet. I
mange tilfeller inkluderte anamneser detaljer om at fiskepopulasjonen hadde forholdsvis nylig blitt avluset
i forkant av sykdomsutbruddet. Basert pa denne informasjonen ensket vi & teste hypotesen om at
medikamentfri avlusing gkte sannsynlighet for et fremtidig utbrudd av pasteurellose. Studiet inkluderte og
sammenstilte diagnostiske data fra Veterinarinstituttet for drene 2018-2023 og fra private laboratorier som
bidrar til Fiskehelserapporten for &rene 2021-2023. Disse dataene ble kombinert med produksjonsdata
(antall fisk, gjennomsnittsvekst) fra Fiskeridirektoratet og avlusningsdata fra Mattilsynet i samme
perioden, for alle matfiskanleggene i PO 2-5. Det samlede datasettet besto av 1162 produksjonssykluser
fra 356 lokaliteter. Oppsummert viste studiet statistiske ssammenhenger, men ikke nedvendigvis
arsakssammenhenger, mellom to typer medikamentfrie avlusinger og sannsynlighet for en Pasteurella-
diagnose den pafelgende maneden. Dette gjaldt termisk avlusning og mekanisk avlusning ved bruk av

bersting og spyling. En lignende sammenheng kunne ikke pévises for ferskvannbasert avlusning (se

endelig publikasjon for detaljert resultater). Tilstedevarelse av Pasteurella-bakterien er ngdvendig for at
et utbrudd av pasteurellose kan finne sted, men miljo-DNA/prevalens-arbeidet vart indikerer ogsa at
tilstedeveerelse av Pasteurella-bakterien ikke nedvendigvis er ensbetydende med utbrudd av alvorlig
klinisk sykdom. Det er sannsynligvis flere faktorer som spiller inn som érsak til utbrudd av sykdom, men
det kan spekuleres i om fraver av statistisk sammenheng mellom ferskvannbasert avlusning og
Pasteurella-diagnoser er et resultat av at ferskvannsavlusing er mindre stressende og/eller mindre akutt

skadelig enn bade termisk og mekanisk avlusing. I etterkant av dette studiet undersgkte vi om ferskvann
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kunne ha en direkte innflytelse pa bakteriens evne til & forarsake sykdom, ved & eksponere P. atlantica for
forskjellige konsentrasjoner av saltvann. Dette viste at bakterien ikke kunne dyrkes etter 72t selv i fullt
sjevannkonsentrasjoner, et resultat som stotter den lave evnen bakterien har til & overleve som ble
identifisert under mastergradsprosjektet til Thorvald Be (vedlegg 2, 2023). Mer vesentlig viste forseket at
bakterien inaktiveres innen ca. en time etter eksponering for vann med 0% salt. Det finnes fordeler og
ulemper med de fleste behandlingsrutiner i oppdrett, men det ber undersegkes om ferskvannsbasert
avlusning kan bidra til redusert innvirkning av pasteurellose og sykdommer fordrsaket av andre halofile

bakterier som for eksempel Moritella/ Tenacibaculum.

Miljooverlevelse og miljoreservoarer

Undersokelser rettet mot overlevelse 1 miljoet, identifisering av mulige miljereservoarer og provedyrkning
av agens fra miljoet ble gjennomfoert i forbindelse med mastergradsprosjektene til Thorvald Be (vedlegg 2
2023) og Rana Rastad (vedlegg 1, 2024) og prosjektansatte ved VI. Manglende qPCR-positive resultater
av forskjellige sjovannsprever tatt fra omrdder, rimelig fjernt fra kjente affiserte oppdrettsanlegg, indikerer
at bakterien ikke finnes ‘overalt’ i sjgvann. PCR analyse av bldskjell plukket fra umiddelbar nerhet av
kjente positive oppdrettsanlegg viste kun spormengder av P. atlantica arvestoff, og bakterien kunne ikke
dyrkes derfra. Kort halveringstid (mélt med qPCR) etter laboratoria eksponering av bléaskjell til
forholdsvis store mengder av P. atlantica tatt sammen med qPCR resultater fra felt indikerer at blaskjell
sannsynligvis ikke representerer en betydelig trussel som reservoar eller oppformeringssted for denne
bakterien. Dyrkning fra slimhinner av strandete marine pattedyr, oppdretts-laks, torsk og regnbueerret pa
bade selektiv og ikke-selektiv agar resultert gav ikke oppvekst av Pasteurella spp. Manglende vekst av
Pasteurella spp. fra pattedyr prevene kan skyldes langt fremskreden forratnelse hos strandete selvdede
dyr. Dessverre ble det ikke forsgkt dyrkning fra qPCR-positive prover tatt fra Grindhval pa Faergyene.
Sekvensering av PCR produktene fra grindhval indikerer at det paviste isolatet eller isolatene
(sekvenseringsresultatene kan indikere tilstedeverelse av flere naerbeslektede stammer) er forholdsvis neert
beslektet med de fiskepatogene artene. Disse resultatene styrker teorien at fiskepatogene Pasteurella-
bakterier har opprinnelse hos marinpattedyr. Som et forsek pé & fa til dyrkning av Pasteurella fra
kompleks miljobasert kilder, ble et selektivt dyrkingsmedium til fiskepatogen Pasteurella spp. forsekt
utviklet i forbindelse med to mastergradsprosjekter (Thorvald Be, Ranja Raestad). Etter omfattende
sensitivitetstesting (bade minimal inhiberingskonsentrasjon og disk-diffusjon testing) av en rekke stammer
av hver bakterietype og antibiotika viste det seg at blodagar med 2% NaCl supplert med 16 pg/ml
neomycin ga best grunnlag for videre utvikling. Det ble ikke dyrket Pasteurella fra miljoprover i denne
prosjektperioden, men dette arbeid skal folges opp nermere. Forholdsvis sent i prosjektet ble det kjorte
qPCR pa lakselus og hydroider fra et kjent infisert lakseanlegg og et antatt negativt regnbueorretanlegg,

begge 1 endemisk sone. Det ble ikke pavist Pasteurella atlantica fra lus, men det ble pavist PCR positiv
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fra 1 av 5 hydroider provetatt fra det infiserte lakseanlegget, og 2 av 5 hydroide prover fra den antatt

Pasteurella-fri regnbueorret.

Biofilm dannelse

Biofilmdannelse ble studert i forbindelse med mastergradsprosjekt til Thorvald Be. Pasteurella atlantica
er i utgangspunktet krevende i forhold til naringskrav, og trenger bade salt og blodkomponenter. Som
tidligere beskrevet inaktiveres bakterien forholdvis raskt i sjgvann mikrokosmoser (‘miniatyr
okosystemer’). Det kunne ikke pavises noen serlig grad av biofilmdannelse i vart laboratorieforsek under
de betingelsene som ble testet. Det er verdt & merke seg at disse forsgkene benyttet renkultur av
Pasteurella-bakterien, noe som er unaturlig i en oppdrettssammenheng. Det kan derfor ikke utelukkes at
Pasteurella kan evt. danne biofilm som del av en kompleks naturlig mikroflora i forbindelse med for

eksempel, slimhinner hos dyr.

Biofysiske egenskaper/artsbeskrivelse

Dette arbeidet bekreftet at de forskjellige genetiske grupperinger identifisert i tidligere publisert arbeid
(Birkbeck et al. 2015, Alarcon et al. 2016) innad har samme fenotypi. Videre viste sammenstilling av
genetiske og fenotypiske trekk etter sammenligningen med andre beslektede arter, at den opprinnelige
plasseringen av P. skyensis innen slekten Pasteurella egentlig var feil. Det ble derfor foreslatt flytting av
P. skyensis til slekten Phocoenobacter (hval-assosiert genus) og opprettelse av en ny art, Phocoenobacter
atlanticus som omfatter de fleste norske isolater fra laks og fra rognkjeks i Nord-Atlantisk omrade. Videre
ble laks- og rognkjeks-stammene skilt i to forskjellige vertsspesifikke underarter, henholdsvis subsp.
atlanticus og subsp. cyclopteri (vitenskapelig manus under review i [JSEM). Den praktiske betydningen
av dette arbeidet er at man na kan skille disse bakterieartene og underartene fenotypisk uten behov for

molekylerbiologisk verktay.

Desinfeksjon

Testing av UV-sensitivitet ved hjelp av collimated beam-protokoll viste at Pasteurella er sensitiv for UV-
bestraling. Det ble testet med UV-doser i intervallet 0-40 mJ/cm?2. Bakterien ble suspendert 1 kunstig
sjovann. Analyser av suspensjonenes absorbans viste absorbansverdier som tilsvarer UV- transmisjon pa
30-50 % (i 1 cm lysvei). Bestralingstider i forsgkene ble korrigert for absorbans. UV-transmisjoner pa 30-
50 % (1 cm) tilsvarer haye fargetall i ferskvann, og er 1 nedre grense for hva som anbefales for UV-
desinfeksjon. Forsgkene kan derfor sies & vaere utfort under veldig konservative betingelser. For rent
sjovann er UVT normalt i omradet 93 — 98 % (1 cm). Inaktiveringsgrader pa 4-7 logio ble malt ved UV-
dose pé 10 mJ/cm?. Dette er i samsvar med UV-sensitivitet funnet for andre fiskepatogene bakterier
(Liltved & Landfald 1996, Masjoudi et al. 2021). Til sammenligning er kravet til UV-dose for
typegodkjenning av UV-anlegg til bruk i akvakultur i Norge enten en teoretisk beregnet UV-dose pa 25
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mJ/cm? (beregnet som minimumsdose i darligst bestrélte stremningslinje), evt en biodosimetrisk validert
dose pa 15 mJ/cm?. Krav til UV-dose og praksis i neringen skulle derfor tilsi at UV-anlegg brukt i
akvakultur gir en hey inaktiveringsgrad av Pasteurella. Under praktiske forhold dimensjoneres UV-
anlegg i forhold til vannets UV-transmisjon og ensket vannmengde som skal behandles. Ved lave UV-
transmisjoner velges vanligvis UV-anlegg med hoy lampetetthet. UV-anlegg har ogsé vanligvis en

dimmefunksjon, der effektpadrag reguleres mot ensket UV-doseverdi.

Inaktivering av Pasteurella ved eksponering for natriumhypokloritt ble undersekt ved standard
suspensjonstester ved temperatur 4 °C. Suspensjonene inneholdt en viss grad av organisk belastning fra
dyrkingsmedium. Det ble testet eksponeringstider pa hhv 10 og 30 minutter ved konsentrasjoner pé 50,
100 og 200 mg/1. Alle konsentrasjoner ga fullstendig inaktivering av Pasteurella, bdde ved 10 og 30
minutter eksponering. Dagens praksis for & desinfisere blodvann/prosessvann fra lakseslakterier med
natriumhypokloritt er dosering med minimum 50 mg/1 natriumhypokloritt og kontakttider pa 15-30

minutter. Dette skulle derfor vere tilstrekkelig for inaktivering av Pasteurella.

Eksponering av Pasteurella for maursyre ble gjort ved pH 3; 3,5 og 4 ved hhv 4, 6 og 8 timers kontakttid.
Bakterien overlevde alle eksponeringer ved pH 3,5 og 4. Ved pH 3 ble det oppnadd total inaktivering ved
alle testede kontakttider. Praksis ved ensilering av dedfisk er per i dag & senke pH til ca. pH 3,5.
Eksponeringstider ved ensilering er vanligvis flere dager og uker. Der maursyre brukes for desinfeksjon av
blodvann/prosessvann senkes pH til 3,5 og vannet holdes i 8 timer for utslipp til resipient. Dette er i
henhold til godkjent desinfeksjonsmetode jfr krav i forskrift om desinfeksjon av inntaksvann til, og
avlgpsvann fra akvakulturrelatert virksomhet. Ved slakting eller ensilering av fisk som er smittet med
Pasteurella, der malet er & evt hindre smittespredning til naerliggende lokaliteter, resipient osv. kan det
derfor vurderes & justere pH-grensen som benyttes. Dette ma evt vurderes opp mot andre funn i dette

prosjektet, som tyder pé at bakterien ikke overlever lenge i miljoet utenfor verten.

Smittemodellutvikling

Smitte resulterte i betydelig dedelighet blant injeksjons-smittet fisk, men ingen dedelighet blant
kohabitant laks som var eksponert for P. atlantica og forholdsvis lav dedelighet blant kohabitant laks
eksponert for P. skyensis. Dette indikerer at bade P. atlantica gv. salmonicida og P. skyensis 1
utgangspunktet er lite smittsom fra laks til laks, men at de forérsaker en fatal infeksjon nar de forst
kommer inn i fisken. Det har kommet innspill om at det ville ha veert lurt a stresse fisken under disse
forsekene for sa & undersgke om stress resulterer i horisontal overforing av smitte. Dette vil kunne

underbygge hypotesen var om at stress og serlig IMM er tett forbundet med utbrudd av pasteurellose. At
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bakterien ikke smittet fra fisk til fisk i1 fraveer av stress indikerer at bakterien i seg selv ikke er veldig hissig

og dermed er resultatet det samme.

Diagnostikk: Ved hjelp av den immunhistokjemiske metoden utviklet i prosjektet kunne en ved den
histopatologiske undersegkelsen av fiskene i de forskjellige smittegruppene lokalisere bade hvor bakteriene

befant seg i fisken og mengde bakterier.

Friske smittebcerere: Den histopatologiske undersegkelsen viste at tilsynelatende friske kohabitanter i
forsek med P. atlantica gv. salmonicida likevel kunne vere infisert i pseudobrank og gjelle. I tillegg til at
dette viser at «frisk» fisk som er negative ved testing av indre organer, likevel kan vare smittet, sa
indikerer dette at pseudobrank og gjelle trolig er viktige smitteveier inn i fisken. Gjellehelse vil derfor

kunne ha betydning for om fisken blir smittet, hvis bakteriene skulle befinne seg i miljoet.

Sykdomsforlop: Injeksjon med P. skyensis i1 forsekene ga noe lavere dedelighet enn P. atlanticus, men det
sé likevel ut til at fiskene handterte storre mengder bakterier enn fiskene infisert med P. atlanticus. At P.
skyensis-fisken «télte» infeksjonen bedre, kan kanskje delvis settes i sammenheng med at bakteriene i
storre grad befant seg inne i hvite blodceller, muligens som en overlevelsesstrategi. Ofte vil en slik strategi

fore til et forlenget sykdomsforlep.
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8 Hovedfunn/konklusjonene

e Prosjektets samlet resultater viser en overbevisende sammenheng mellom termisk og
bersting/spyling basert ikke-medikamentell avlusning (IMM) og péfelgende utbrudd av
pasteurellose. Det samme sammenheng kunne ikke relateres til ferskvann basert avlusing.

e Pasteurella bakterien overlever forholdsvis kort tid 1 naturlig sjgvann og inaktiveres i laboratoriet
etter 1 timer eksponering til rent ferskvann. Bruk av ferskvann under stressende handteringer av
infisert fisk ber derfor undersekes narmere.

e  Pasteurella atlantica er folsom for UV-bestraling ved UV-dose pa 10 mJ/cm?2. Bakterien
inaktiveres ved pH 3 innen 4 timers eksponering. Desinfeksjon med natriumhypokloritt er
effektivt ved konsentrasjon pa 50 mg/l og kontakttid pa 10 minutter.

e Den navarende pasteurellose-epizootien hos norsk laks er fordrsaket av en tilnaermet identisk
(klonal kompleks), som har begynt sannsynligvis fra et punkt utbrudd med videre spredning innen
PO 2-5 og som sent i 2024 har spredd nordover til PO 10. Helgenomsekvensering med péfelgende
analyse er et godt verktoy for smittesporing.

e Milje-DNA baserte analyser kan gi tidlig varsel om risiko for fremtidig utbrudd av pasteurellose,
og grunnlag for & gjere smittereduserende tiltak.

e Basert pa narslektskap mellom bakteriene som arsaker pasteurellose hos oppdrettslaks og
rognkjeks og isolater/DNA sekvenser fra marine pattedyr er det foreslatt flytting av bade P.

atlantica og P. skyensis til genus Phocoenobacter. Navnene er ennd ikke godkjent.

e En smittemodell er utviklet for & kunne studere infeksjonsforlep og sykdomsutvikling og som et
grunnlag for testing av vaksiner mot pasteurellose hos laks.
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https://www.kyst.no/pasteurella-pasteurellose-veterinaerinstituttet/veterinaerinstituttet-oppfordrer-oppdrettere-i-po3-og-po4send-inn-vannprover-for-gratis-analyse-av-pasteurella/1571127
https://www.kyst.no/pasteurella-pasteurellose-veterinaerinstituttet/veterinaerinstituttet-oppfordrer-oppdrettere-i-po3-og-po4send-inn-vannprover-for-gratis-analyse-av-pasteurella/1571127
https://www.kyst.no/pasteurella-pasteurellose-veterinaerinstituttet/veterinaerinstituttet-oppfordrer-oppdrettere-i-po3-og-po4send-inn-vannprover-for-gratis-analyse-av-pasteurella/1571127
https://www.forskning.no/bakterier-fisk-fiskesykdommer/laks-som-far-pasteurellose-lider-lenge-for-den-dor-na-vet-forskere-mer-om-hvordan-den-alvorlige-sykdommen-smitter/2266618
https://www.forskning.no/bakterier-fisk-fiskesykdommer/laks-som-far-pasteurellose-lider-lenge-for-den-dor-na-vet-forskere-mer-om-hvordan-den-alvorlige-sykdommen-smitter/2266618
https://www.vetinst.no/forskning-innovasjon/pagaende-forskningsprosjekter/pasteurellose-hos-norske-laks/pasteurella-genomer-til-fri-bruk
https://www.vetinst.no/forskning-innovasjon/pagaende-forskningsprosjekter/pasteurellose-hos-norske-laks/pasteurella-genomer-til-fri-bruk
https://www.kyst.no/pasteurella-veterinaerinstituttet/ferskvann-tar-knekken-pa-pasteurella-bakterier/1838870
https://www.fishfarmermagazine.com/2024/10/21/fresh-water-may-be-answer-to-salmon-disease/
https://bora.uib.no/bora-xmlui/bitstream/handle/11250/2997599/Milj--DNA-pa-visning-av-P--atlantica-gv--salmonicida-pdf-MHolmeset.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://bora.uib.no/bora-xmlui/bitstream/handle/11250/2997599/Milj--DNA-pa-visning-av-P--atlantica-gv--salmonicida-pdf-MHolmeset.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://bora.uib.no/bora-xmlui/handle/11250/3000982
https://bora.uib.no/bora-xmlui/handle/11250/3072782
https://bora.uib.no/bora-xmlui/handle/11250/3140072
https://bora.uib.no/bora-xmlui/handle/11250/3140072

VETERINARINSTITUTTETS RAPPORTSERIE

Markus Trohjell, 2024, Microbial endocrinology and fish pathogenic bacteria. https://bora.uib.no/bora-
xmlui/handle/11250/3139546

Podcast/seminar/workshop/webinar

Webinar om Pasteurellose hos norsk laks 09.11.2022: Opptak tilgengelig pa
https://www.vetinst.no/arrangementer/webinar-hold-deg-oppdatert-pa-pasteurellose-hos-norsk-laks
Programme: vedlegg 9.

Podcast: Pasteurella hos norsk laks
https://www.youtube.com/watch?v=0sES5su8 WtQg&t=12s&ab_channel=Veterin%C3%A 6rinstituttet

Workshop/Seminar: Hybrid (fysisk/streaming). Pasteurellose hos norsk laks: VilVite senter, Bergen

25.09.24 https://www.vetinst.no/forskning-innovasjon/pagaende-forskningsprosjekter/pasteurellose-hos-
norske-laks. Programme: Vedlegg 10.
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Frisk fisk Sunne dyr Trygg mat

- i

Faglig ambisigs, fremtidsrettet og samspillende - for én helse!

; Veterinaerinstituttet

Norwegian Veterinary Institute

postmottak@vetinst.no
www.vetinst.no
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