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Sammendrag

Tittel: Karakterisering av ulike Tenacibaculum spp. fra atlantisk oppdrettslaks med snutesar
og vurdering av ulike risikofaktorer for utvikling av sykdom.

Forfattere: ~ Maren Fagerheim og Linn Beate Petersen Onsrud
Veiledere:  @ystein Evensen, og Saurabh Dubey
Norges miljg- og biovitenskapelig universitet, Fakultet for veterineermedisin,

Institutt for basalfag og akvamedisin

Tenacibaculose er en viktig arsak til munnerosjoner i over- og underkjeven hos atlantisk laks.
Sykdommen forarsakes av Tenacibaculum spp. som er et relativt nyoppdaget bakteriegenus
som er forholdsvis lite karakterisert og lite studert i samband med infeksjon hos laksefisk.
Bakteriens virulens og patogenese er fortsatt ikke helt kjent og ulike forskningsprosjekter er
iverksatt for a tilegne seg mer kunnskap om bakterien. Formalet med studien er derfor a
karakterisere bakterien gjennom en laboratoriedel, samt undersgke mulige faktorer som kan
knyttet til forekomst av sykdom gjennom en spgrreundersgkelse. For a lzere mer om bakterienes
egenskaper har vi utfert ulike biokjemiske og molekylere tester med Tenacibaculum
finnmarkense og Tenacibaculum maritimum. Testene viste at begge Tenacibaculum spp. vokser
i sirkulere kolonier, de er Gram-negative staver som videre er oksidase positive og indol
negative. Bakteriene har flere ervervede resistensmekanismer som det er viktig a ta hgyde for

for det iverksettes en eventuell behandling.

For a kartlegge mulige risikofaktorer for sykdom ble det sendt ut et spgrreskjema til
oppdrettsanlegg som tidligere har hatt sykdommen pa anlegget. Via spgrreskjemaet kunne vi
konkludere med at de viktigste risikofaktorene er utsett pa kalde og fallende vanntemperaturer.
Siden sykdom gjerne oppstar i ukene rett etter utsett er det viktig at man unngar eller reduserer

faktorer som kan stresse fisken i denne perioden.
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Definisjoner og forkortelser

Snutesar: | denne oppgaven definerer vi snutesar som sar i snuteomrade forarsaket av

Tenacibaculum spp.

Smoltifisering: Endringer i ytre morfologi og kompliserte fysiologiske forandringer som

tilpasser laksen til livet i sjgvann

Smolt: Unglaks som har gjennomgatt smoltifisering og er klare for utvandring fra ferskvann til

saltvann.

0-aring: Smolt yngre enn 1 ar ved sjgsetting. Sjgsettes pa hasten, samme aret som de klekkes
1- aring: Smolt eldre enn 1 ar. Sjgsettes pa varen, aret etter de klekkes

Postsmolt: Fra fisken er sjgtilvendt og den farste tiden i pavekstfasen pa saltvannsanlegget
Kromogenese: Metabolsk bakteriell produksjon av fargeendring eller pigment

Pin point bakteriekolonier: Punktformede kolonier av bakterier <1 mm

Salinitet: Saltinnhold i vannet. Oppgis vanligvis i promille.

Vintersar: Sykdom som gir sarutvikling pa fisk, forarsaket av bakterien Moritella viscosa
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Innledning

Norsk oppdrettsnaering

Fisk er Norges starste, fornybare eksportnaring og Norge er verdensledende innen oppdrett av
atlantisk laks. Europa er det dominerende markedet for eksport per idag, men med en stadig
gkende eksport til bade Asia og USA (1). I Norge er driften for laks og regnbuegrret og fordelt
pa 1015 lokaliteter. Det produseres 1 236.353 tonn laks arlig til en verdi som overstiger 61,6
milliarder kroner (2). Det er et stort fokus pa berekraftig utvikling i samrad med a utnytte
ressursene fra havet. Med gkt produksjon vil konsekvensen ngdvendigvis veere gkt smittepress
for oppdrettsfisken samt ulike miljgutfordringer for kystgkosystemet. For havbruksnaringen

viser en risikorapport at lakselus og ramming er de to stgrste miljeutfordringene (3).

Helsemessige utfordringer

Oppdrettsnaeringen i Norge star ogsa ovenfor en rekke helsemessige utfordringer, og noen er
starre enn andre. Den starste utfordringen i dag er lakselus (Lepeophtheirus salmonis).
Lakselus har lenge veert et problem for naringen, og ettersom resistensutvikling mot
medikamenter benyttet for a kontrollere parasitten ble mer og mer utbredt har man utviklet ulike
ikke-medikamentelle metoder. Disse metodene har derimot vist seg som sveert stressende for
fisken, samt kunne fare til bade ytre og indre skader. Generelt sett kan dette gi en svekkelse av
immunforsvaret, og de ytre skadene kan videre fungere som en inngangsport for patogene
agens. Hovedproblemet er med andre ord ikke bare luseinfeksjonen i seg selv, men ogsa
metodene som benyttes for avlusning. Foruten lakselus er det virussykdommer slik som for
eksempel kardiomyopatisyndrom (CMS), pankreassykdom (PD) og hjerte og
skjelettmuskulaturbetennelse (HSMB) som preger sykdomsbildet i dagens oppdrettsnaring.
Totalt sett er situasjonen for bakteriesykdommer hos oppdrettet laksefisk relativt god og stabil
(4). Mange av de bakterielle sykdommene kontrollerer man i stor grad ved hjelp av vaksiner,

-6 -



Tenacibaculose — karakterisering og risikofaktorer

og vaksinering anses som et av de viktigste arsakene til at antibiotikaforbruket er lavt i
oppdrettsnaringen i Norge. Likevel representerer bakterielle séarbakterier fremdeles et
velferdsproblem. Sarutvikling i sjefasen medfarer bade redusert velferd, gkt dgdelighet, og
redusert kvalitet ved slakting. Sarlidelser kan deles inn i to hovedtyper:

- Klassiske vintersar er den vanligste typen og er hovedsakelig forbundet med bakterien
Moritella viscosa. Andre bakterier slik som Vibrio spp, og Tenacibaculum spp. kan ogsa
pavises i forbindelse med sykdom. Klassisk vintersar gir sarutvikling farst og fremst pa
sidene av fisken, men Moritella viscosa kan ogsa gi systemiske infeksjoner.

- Ikke-klassiske vintersar, ogsa kalt tenacibaculose er mindre vanlig, men alvorlig nar det

forekommer. Affisert fisk utvikler dype sar rundt kjeve, hode, hale og finner (4).

Det er utfordrende a estimere ngyaktig antall tilfeller av klassisk og ikke-klassisk vintersar fordi
ingen av lidelsene er meldepliktige. Sykdommene pavises langs hele norskekysten, men det
registreres flest tilfeller i Nord-Norge. En viktig arsak til dette er lavere vanntemperaturer i
disse omradene. Sarutvikling oppstar hyppigere ved sjgtemperaturer under 7 °C (5), og dermed

ser man oftest sykdom pa tidlige varutsett av 1 aringer, og sene hgstutsett av 0-aringer.

Tenacibaculum spp.

Tenacibaculum spp. er et relativt nyoppdaget bakteriegenus, som tilhgrer familien
Flavobacteriaceae og er tynne Gram-negative, tradformede, motile bakterier (5). Bakterien kan
ofte observeres ved direkte mikroskopi av skrap fra saret. Det kan vaere noe vanskelig a dyrke
bakterien pa laboratoriet, og dette kan fere til en underestimering av antall sykdomstilfeller (4).
Bakterieslekten er marin, og overlever vanligvis ikke ved salinitet under 19-24%o (6). Forskning
viser en hgy grad av genetisk variasjon blant tenacibaculum-bakteriene som blir pavist i sar (4).

Fremdeles er ikke alle beskrevet, men 3 arter har man sett i forbindelse med séarutvikling hos
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laks; T. maritimum, T. finnmarkense og T. dicentrarchi (7). Utbrudd i Nord- Norge er oftest

assosiert med T. finnmarkense eller nart beslektede stammer (7).

Etiologi og patogenese

Bakteriene smitter horisontalt, men selve smittearsaken er forelgpig ukjent. Noen antar at hgye
bakteriekonsentrasjoner i vannet ved utsett er nok til & smitte fisken, andre mener at bakterien
kun er en sekundaerpatogen som er avhengig av at hudbarrieren allerede er svekket (5). Typiske
utbrudd med Tenacibaculum spp. Infeksjon varer som regel i 14 dager. | de fgrste 7 dagene ses

gkt dedelighet, mens i de 7 siste dagene ses avtagende dgdelighet (5).

Sarutvikling ses hyppigst hos nyutsatt smolt, men fisk i alle stgrrelser kan affiseres. Man antar
at utbrudd seerlig hos stor fisk gjerne oppstar i etterkant av ulike former for handtering,
eksempelvis avlusning og transportering. Dette er bade grunnet gkt mengde stress for fisken,
men ogsa fordi hudbarrieren kan skades under handteringen. Hos postsmolt antar man at ogsa
endringer i hudens mikrobiota, og fysiologiske endringer som oppstar nar fisken overfgres fra

ferskvann til sjgvann ogsa har en innvirkning pa utvikling av sykdom (7).

Tenacibaculose fgrer hovedsakelig til munnerosjoner i over- og underkjeven, samt ulcerative
hudlesjoner. 1 et forsgk utfert med badesmitte av en hgy dose canadisk T. maritimum ble det
observert at de kliniske tegnene ikke var forbeholdt kun munnregionen, men ogsa gjeller og
hud var affisert. At gjellene ogsa affiseres har blitt observert ved to andre forsgk med badesmitte
i henholdsvis Tasmania og California (8). | forsgket gjort i Nord-vest USA antydes det at mulig
arsak at T. maritimum sin szrlige affinitet til tenner og omkringliggende slimhinne(r) skyldes
bakteriens affinitet til kalsium. Videre viser T. maritimum en sterk bindingsevne til hydrofobe

overflater, inkludert slimhinner hos fisk. Denne evnen til & binde seg og kolonisere er et viktig
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farste steg for en patogen bakterie for & invadere en vert. Dette er sannsynligvis arsaken til at
T. maritimum har evnen til effektivt & danne biofilm (8). Dette kan igjen forklare hvorfor man
generelt observerer moderat lokal immunrespons ved munnrate, da bakterien er beskyttet i
biofilmen. Videre, i det eksperimentelle forsgket ble RT-PCR benyttet og funn av bakterien ble
oppdaget i blant annet nyre, som indikerer at infeksjonen gar systemisk. Sannsynlig
inngangsport til det kardiovaskulaere systemet kan veere den vaskulerte tannpulpaen nar
tilstrekkelig skade pa dentinen etter infeksjon. Denne hypotesen ligner det som allerede er
beskrevet hos pattedyr med periodontale skader. Selv om det er bevist i forsgk at bakterien kan
ga systemisk er det hovedsakelig ytre sarskader som er typisk for tenacibaculose. Diagnostiske

metoder for verifisering av tenacibaculose er hovedsakelig PCR og histopatologi (8).

Figur 1: Typiske lesjoner i munnregionen. Bilde fra Marin Helse.

Tenacibaculum spp. angriper ikke bare laksefisk, men er pavist bade pa regnbuegrret, kveite,
piggvar, berggylt, leppefisk og rognkjeks. Hos oppdrettet berggylt har man observert at

bakterien blant annet kan fare til finnerate. Hos rognkjeks har man pavist bakterien ved tilfeller
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av «kratersyken», men det er fremdeles usikkert om Tenacibaculum spp. er hovedarsaken til

forandringene (4).

Profylakse og behandling

Effektiv sykdomsbekjempelse mot tenacibaculose vil ikke bare vare fordelaktig for fisken, men
kunne spare naeringen for store summer. Det er ikke utbredt & bruke antibiotika i forbindelse
med Tenacibaculum spp. utbrudd i Norge, dels pa grunn av at sykdommen vanligvis ikke varer
mer enn 14 dager, og effekten av antibiotika er darlig (5). Dessuten er det observert en naturlig
nedsatt fglsomhet for oksolinsyre (9). | andre deler av verden er det derimot utbredt 4 bruke
antibiotika mot sykdommen og i Nordvest- Stillehavet, er tenacibaculose den viktigste arsaken

til antibiotikabruk (8).

Vellykkede vaksineprogrammer har veert helt avgjgrende for bekjempelse av hovedsakelig
bakterielle sykdommer, men det er fremdeles flere sykdommer man ikke har vaksine mot, for
eksempel tenacibaculose. Det er gjort flere forsgk for & utvikle en vaksine mot sykdommen men
forelgpig uten hell. Det planlagt forsgk for a utvikle vaksine mot Tenacibaculum maritimum
ved Norges miljg- og biovitenskapelige universitet. Forebyggende helsearbeid er dermed helt
essensielt nar det gjelder tenacibaculose, siden det verken er vaksine eller gode
behandlingsmetoder mot sykdommen. For & forebygge utbrudd er det viktig med kunnskap om

mulige risikofaktorer for sykdom.

Malet med studien
Det er mye forskning som gjenstar for a fullstendig forsta bakterienes patogenese og etiologi.
Formalet med denne fordypningsoppgaven er dermed & innhente mer kunnskap om henholdsvis

Tenacibaculum finnmarkense og Tenacibaculum maritimum, bade nar det gjelder bakteriens
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egenskaper, men ogsa ulike faktorer som kan knyttes til sykdomsutvikling. Denne
fordypningsoppgaven er derfor en todelt studie bestdende av del 1; karakterisering av ulike
Tenacibaculum spp. isolater, der delmalet innebeerer & videre vurdere artsforskjeller mellom
Tenacibaculum finnmarkense og Tenacibaculum maritimum. Del 2; belyse ulike risikofaktorer

for utvikling av sykdom, med et delmal som omfatter hvordan utbrudd kan forebygges.

Materiale og metoder

Materiale - Del 1

Del 1 av oppgaven bygger pa et analytisk, eksperimentell studie, herunder
laboratorieeksperiment. Studiepopulasjonen er atlantisk laks i oppdrett fra matfiskanlegg i
Norge. Bakterieisolatene som er brukt i denne studien er innhentet av Fish Vet Group fra
laksefisk med kliniske symptomer pa munnsar/snutesar og/eller hudsar, og fra felgende
omrader: 3 isolater fra Midt-Norge, isolert i 2018, ett fra Vestlandet, isolert i 2018 og 2 fra
Nord-Norge, ett samlet inn i 2018 og ett i 2019. Bakterieisolatene ble dyrket opp i renkultur og
prgvene som ble undersgkt bestod av de sju kjente bakterieisolater og et ukjent bakterieisolat.
De sju kjente bakterieisolatene inkluderer to prgver av Tenacibaculum maritimum og fem
prgver av Tenacibaculum finnmarkense. Den ukjente praven er tatt fra hudsar pa atlantisk laks

i Norge.
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Metoder — Del 1

Innledning til laboratoriearbeid

De 7 kjente bakterieisolatene benyttet i dette studiet har blitt lagret ved - 80°C i en maned far
oppstart med labarbeidet. Lagringsmediet bestar av 70% LB- medium og 30 % glyserol. LB-
medium er et naeringsrikt medium, primaert brukt for vekst av bakterier, glyserol for a beskytte
bakterienes cellevegg mot krystallisering. Bakterioisolatet fra ukjent prgve er podet ut i forkant
av laboratoriearbeid og lagret pa marin agar ved 4°C i omtrent 2 uker for oppstart med
labarbeidet.

Alle bakterieisolatene ble innledningsvis sadd ut pa marin agar med eller uten kanamycin, 50
mg/L. Marin agar er tilsatt 3% NaCl for & optimalisere miljget og fremme veksten av marine
bakterier. Under inkubering ved 15 °C, ble prgvene beskyttet med plast for & hindre uttarking,

og for & sikre god vekst.

Bakteriemorfologi
Bakteriene ble inkubert ved 15 grader i 5 dager pa marin agar fer visuell vurdering av
morfologi. Bakteriens utseende ved vekst pa agar ble vurdert med hensyn pa form, starrelse,

marginer, opasitet, kromogenese, elevasjon, overflate og konsistens.

Gramfarging

Gram-positive bakterier har en tykk cellevegg bestaende av mye peptidoglykan, mens Gram-
negative bakterier har en tynnere, mer komplisert cellevegg. Peptidoglykanlaget er en
nettformet polymer av sukker og blant annet ulike aminosyrer som finnes hos bade Gram-
negative og Gram-positive bakterier. Hos Gram-negative bakterier er dette laget mye tynnere.

De har i tillegg en yttermembran som bestar av lipopolysakkarider som er molekyler bygget
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opp av lipider og polysakkarider. Veggen er komplekst oppbygget og innehar ogsa poriner,
sakalte kanalproteiner som gjer yttermembranen relativt permeabel for sma molekyler.

En drape destillert vann ble avsatt pa et objektglass. En bakteriekoloni ble plukket fra petriskal
med podenal og blandet ut i det destillerte vannet, deretter fiksert med en gassflamme og avkjglt
for farging. Preparatene ble forst farget med Gram’s crystal violet Solution i 60 sekunder.
Krystallfiolett binder seg til peptidoglykanlaget. Deretter ble preparatene farget med Gram’s
iodine Solution i 60 sekunder. Dette er basiske grunnstoffer som bindes til sure grupper i
bakteriens cellevegg og sammen danner et iodin-krystall kompleks. Avfarging med Gram’s
Decolorizer Solution (95 % etanol) i 30 sekunder. Under denne prosessen vil krystallfiolett-
jodid vaskes ut av den permeable veggen til de Gram-negative bakteriene (10). Deretter ble
preparatet farget med Gram’s safranin Solution (10% Fuchsine) i 60 sekunder. Safranin er en
kontrastfarge som gir de Gram-negative bakteriene en lys rgd farge slik at de er enklere a se i
mikroskopet. Hos Gram-positive bakterier vil iodin-krystall-komplekset besta etter avfarging
med etanol og de vil forbli fiolett i fargen. Det ble benyttet direkte lysmikroskopi (Leica

mikroskop) for & se pa snittene. Olje ble benyttet for bedre opplesning/visualisering av

bakteriene. Bakterienes farge og form ble vurdert.

Biokjemiske metoder

Hemolyse

Formalet med denne testen er & se om bakteriene vokser pa blodskal og om de bryter ned de
rade blodlegemene. Bakteriene ble sadd ut pa blodskal tilsatt 2 % NaCl. Skalen ble inkubert i
6 dager ved 15 °C, far avlesning. Vekst og hemolyse ble vurdert. Vi skiller mellom a-hemolyse
og B-hemolyse. a-hemolyse vil si en gragrann misfarging rundt og under koloniene. B-hemolyse

vil si en full oppklaring rundt og under koloniene(11).
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Oksydase

Bakteriekolonier fra marin agar ble overfart til en strips tilsatt en kunstig elektronakseptor. En
annen metode er & bruke et filterpapir og tilsette den kunstige elektronakseptoren i vaeskeform
pa papiret. Begge metoder ble utfert i dette studiet. Alle bakterier som er oksidase positive er
aerobe bakterier, men ikke ngdvendigvis strikt aerobe. Testen skiller bakterier med ingen og
lav enzymaktivitet fra bakterier med moderat og hgy aktivitet.

Et blatt fargeomslag innen 30 sekunder betyr at testen er positiv. Dersom det ikke skjer et

fargeomslag er testen negativ (11).

Katalase

Formalet med denne testen er & undersgke om bakterien produserer enzymet katalase.
Bakteriekolonier ble overfart til et objektglass og det ble tilsatt en drape hydrogenperoksid.
Testen er positiv dersom man far en tydelig brusing av gass. Testen er negativ dersom det ikke

dannes gasshobler (11).

Hugh og Leifson

Testen undersgker om bakterien kan spalte en sukkerart oksydativt og/eller fermentativt. Gult
omslag tilsier positiv prgve, manglende fargeomslag ved negativt resultat. Positivt resultat for
begge ror betyr at bakterien spalter sukkerarten oksydativt og fermentativt. Kun positiv reaksjon
i rgr uten parafinlokk betyr oksydativ sukkeromsetning(11). Bakteriekoloniene ble inokulert i
to reagensrar tilsatt Hugh og Leifson medium, det ene raret ble tilsatt parafinolje pa toppen.
Raret uten parafin ble inkubert i en shaker ved 15 °C med en hastighet pa 170 rpm, mens rgret
med parafin ble inkubert ved 15 °C (uten rgring). Grunnet manglende bakterievekst etter 8
dagers inkubering, ble oppsettet gjentatt med en starre mengde bakterier tilsatt. Testen ble

avlest etter 12 dager.

-14 -



Tenacibaculose — karakterisering og risikofaktorer

Methyl Red-Voges Proskauer (MRVP)

Formalet med testen er & undersgke bakterienes evne til & danne syrer ved fermentering av
glukose samt pavise enzymer som spalter disse syrene videre. Bakteriekolonier ble inokulert i
Clark og Lubs medium og inkubert i inkubasjons-shaker ved 15 C° ved en hastighet pa 170
rpm, to rar til hver bakterie. Grunnet manglende bakterievekst etter 8 dagers inkubering, ble
testen gjentatt med en starre mengde bakterier i nye ror. Etter 12 dager ble testen avlest. For
Methyl-radt testen ble 3-5 draper metylrgdt tilsatt i det ene rgret for vurdering av fargeomslag.
Syrene produsert farer til fall i pH og dette kan pavises ved tilsetting av metylrgdt. pH under
4,4 gir rgd farge, pH 5.0-5.8 gir oransje farge og pH over 6 gir gul farge. En positiv reaksjon
gir radt fargeomslag, en negativ reaksjon gir gult fargeomslag. |1 VVoges-Proskauer testen ble 6
draper alpa-naphtol og 4 draper 40% KOH (kali-lut) tilsatt i det andre raret, blandet godt og
avlest etter 10 minutter. En positiv reaksjon gir en rgd farge gverst i mediet, en negativ reaksjon

gir ingen farge(11).

Motilitetstest ved hjelp av Tryptone Soya Broth (TSB)

Testen undersgker bakterienes motilitetsevne ved bruk av «Hanging drop method».
Bakteriekolonier ble inokulert i Trypton soya medium og inkubert i inkubasjons-shaker ved 15
°C ved en hastighet pa 170 rpm. Grunnet manglende bakterievekst etter 8 dager, ble det forsagkt
a inkubere rgrene i en inkubator uten shaker ved 15 °C. Ingen bakterievekst etter 22 dager og

testen ble avsluttet uten resultat.

Indol
Formalet med testen er & undersgke om bakterien produserer enzymer som kan hydrolysere

aminosyren tryptofan til indol. Bakteriekulturene ble inokulert i medium tilsatt tryptofan og
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inkubert i en shaker ved 15 °C og en hastighet pa 170 rpm. Kun prgve nummer 8 hadde
bakterievekst etter atte dager. Ny inokulering med en stgrre mengde bakterier ble utfart for de
7 andre prgvene som ble inkubert i 12 dager far avlesning. For avlesing ble 100 mikroliter
Ehrlichs reagens i 1 mL medium og videre undersgkt for fargeomslag. Testen er positiv dersom

det dannes en rgd ring gverst i mediet og negativ dersom det dannes en gul ring (11).

Triple sugar iron (TSI)

Formalet med testen er & undersgke om bakterien forgjaerer laktose, sakkarose og glukose.
Mediet inneholder glukose, sukrose, glukose, jernioner og en pH indikator. Dersom bakterien
kun spalter glukose vil denne raskt brukes opp og bakterien gar over til & spalte pepton som
farer til en pH stigning. Mediet vil bli redt pa toppen grunnet pepton nedbryting og gult i
bunnen. Dersom bakterien kan spalte laktose og/eller sukrose i tillegg til glukose blir hele
mediet gult som fglge av redusert pH. Mediet vil forbli rgdt hvis bakterien ikke spalter sukrose,
laktose eller glukose. Bakteriekolonier ble podet ut pa skraflaten og sentralt i agaren, til bunnen
av rgret. Rgrene ble inkubert i en shaker ved 15 °C i en hastighet pa 170 rpm. Pa grunn av
manglende vekst etter 8 dager ble rgrene flyttet til en inkubator uten shaker ved 15 °C. Etter 22

dager ble resultatene avlest.

Aminosyre decarboxylase test

Formalet med testen er & undersgke om bakteriene har evnen til & dekarboksylere ulike
aminosyrer (produksjon av dekarboksyleringsenzymer). Ragrene inneholdt aminosyrene lysin,
arginin og ornithin, samt et rgr uten aminosyrer for negativ kontroll. Fargeforandring fra lilla
til gul innen 24 timer og tilbake til lilla innen de neste 24 timene anses som en positiv test.
Bakteriekolonier ble inokulert i rar med ulike aminosyrer og inkubert i en shaker ved 15 °C i

en hastighet pa 170 rpm.
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Kanamycin

Formalet med denne testen er & undersgke om bakteriene er resistente eller sensitive for det
antimikrobielle stoffet kanamycin. Bakteriene ble sddd ut pa marin agar tilsatt kanamycin, og
inkubert ved 15 °C i 5-6 dager, far resultatet ble lest av. Dersom bakterien vokser i petriskalen

tilsatt kanamycin betyr det at den er resistent. Dersom det ikke er vekst er den sensitiv.

Antibiotikaresistenstesting ved hjelp av agar diffusjonsmetode

Formalet med testen er & undersgke om bakterien er sensitiv eller resistent for 6 ulike
antibiotika. De 6 ulike antibiotikatypene det testes for er Penicillin 10 mikrogram, Tetracyclin
30 mikrogram, Gentamicin 10 mikrogram, Erythromycin 15 mikrogram, Ceftazidime 30
mikrogram og Ampicillin 10 mikrogram. Alle bakteriene ble podet ut pa to nye Mueller Hinton
agarskaler med 2 %NaCl. Deretter ble en tablett fra hver av antibiotikatypene plassert pa skalen

og videre inkubert ved 15 °C i 2 uker fgr avlesning.

Analytical Profile Index (API) 20E strip test

Et standarisert kit, APl 20 E, benyttes som et identifiseringssystem for Gram-negative
stavbakterier. Strip-systemet inneholder 21 biokjemiske tester. | hvert kit fglger det med en
underdel og et lokk. Brgnnene i underdelen ble fylt med destillert vann for & skape et fuktig
milja for bakterievekst. De atte bakteriekulturene ble blandet ut i 5 ml NaCl 0,85 % og inokulert
videre i et API kit. Et kit til hver bakteriekultur, totalt 8 kit. De 20 tubene i hvert kit ble fylt
med fortynnet bakteriekultur og for trinatriumcitrat (CIT), natriumpyruvat (VP) og gelatin
(GEL) ble i tillegg kuppelen fylt. Det er viktig a unnga luftbobler siden det vil tilfare oksygen
til inkuberingsprosessen. Dette er spesielt viktig hos de prgvene som skal inkuberes under

anaerobe forhold. Videre ble mineralolje tilfgrt i kuppelen for anaerob inkubering for
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aminosyrene L-arginin (ADH), L-lysin (LDC), L-ornitin (OCD), gassen hydrogensulfid (H2S)
og amidet urea (URE). Prgvene ble inkubert i 15 °C. For verifisering av reaksjon kreves

minimum tre positive resultat for avlesing, D-glukose skal veere en av de positive (12).

Molekylere metoder

DNA ekstraksjon

DNA ekstraksjon er prosessen der DNA isoleres fra annet celluleert materiale. Ekstrahert DNA
kan brukes i prosesser som eksempelvis PCR. Det er ulike metoder a ekstrahere DNA og noen
er mer omfattende enn andre. Felles for metodene er at de bestar av tre steg: Isolering av DNA,

eliminering av cellulzrt debris og utfelling av DNA. Det ble benyttet to ulike metoder:

» Varme-ekstraksjon: Bakteriekolonier fra prgvene ble fortynnet i 600 mikroliter NaCl i et
eppendorfrar med lokk, varmet opp ved 95 °C i 10 minutter fgr sentrifugering ved 12 000 g i
10 minutter. Supernatanten ble overfart til et nytt eppendorfrer og lagret for videre
undersgkelser. | denne metoden utvinnes ikke bare genomisk DNA, men ogsa plasmid,

proteiner og andre celluleere komponenter.

» DNeasy Blood and Tissue Kit: Metoden er utviklet for hurtig isolasjon av total DNA.
Bakteriekoloniene ble blandet med 200 mikroliter PBS og 20 mikroliter proteinase K. 200
mikroliter buffer AL ble tilsatt blandingen og prevene inkubert ved 56 °C i 10 minutter under
kontinuerlig bevegelse. Dette farer til cellelysis og frigivelse av DNA. Deretter ble 200
mikroliter etanol tilsatt og blandet i en vortexmaskin. Blandingen ble overfart til et minispin-
rer med et 2 ml samlergr og sentrifugert ved 8000 rpm, ett minutt. 500 mikroliter buffer AW1
ble tilsatt og sentrifugert i ett minutt ved 8000 rpm. Vasken som hadde gatt gjennom
membranen ble fjernet. Tilsvarende prosedyre ble gjort med bufferlgsning AW2 som ble

sentrifugert i 3 minutter ved 14 000 rpm. Under disse prosessene vil DNAet feste seg til
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membranen mens proteiner, salter og andre cytoplastiske komponenter passerer membranen og
vaskes vekk fra prgven. Minispin-rgret ble overfert til et 2 ml eppendorfrer og tilsatt 30
mikroliter RNAase-fritt vann fagr sentrifugering ved 8000 rpm i ett minutt. DNAet vil frigjeres
fra membranen og samler seg pa bunnen av eppendorfrgret. DNAet som er isolert kan brukes

for videre analyse.

Maling av DNA konsentrasjon

Etter DNA ekstraksjon males konsentrasjonen av DNA i prgven. Dette ble gjort ved hjelp av
Epoch Microplate Spectrophotometer. Prinsippet bak spektrofotometri er a male
absorbsjonsgraden av elektromagnetiske straler med en bestemt frekvens som sendes gjennom
prgvene. Nukleinsyrene i DNA har en maksimal absorpsjon ved 260 nm mens proteiner har en
maksimal absorpsjon ved 280 nm og polysakkarider ved 230 nm. Ved a sende
elektromagnetiske straler gjennom prgvene er det mulig & estimere DNA konsentrasjonen. Det
er viktig at maskinen kalibreres med vaesken som er brukt i prgvene, i dette tilfellet destillert

vann.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR er en metode for amplifisering av spesifikke DNA sekvenser og kan brukes for a lage
millioner av identiske kopier av et stykke med DNA. Enzymet DNA-polymerase syntetiserer
polymerer av nukleotider, en prosess som repeteres flere ganger. Polymerasen som benyttes
ved PCR heter tag DNA- polymerase, et varmestabilt enzym som beholder den katalytiske
aktiviteten selv om temperaturen er opptil 98 °C. Fgr metoden kan settes i gang ma prgven
klargjares. Det ekstraherte DNAet fra hver enkel bakterieprgve fungerer som templat. | prevene
med lav DNA-konsentrasjon tilsettes et stgrre volum av prevene slik at konsentrasjonen av
DNA blir jevnere i samtlige praver. | tillegg forberedes en blanding bestadende av vann, primere

og MasterMix. Primere bestar av 15-25 basepar som induserer syntese av DNA i PCR
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reaksjonen. De er komplementzare til sekvensen pa traden som skal oppformeres (templatet) og
det ble benyttet «forward primer» til starten av omradet og «reverse primer» til slutten av
omradet. Primerne som ble benyttet har blitt designet spesifikt til dette prosjektet. MasterMix
bestdr av nukleotider, mg2+, buffer og DNA polymerase. Blandingen bestdende av vann,
primere og MasterMix pipetteres forsiktig over i PCR-brgnner sammen med templat og utgjer
til sammen 25 mikroliter. Praven settes inn i PCR maskinen for videre prosessering. Farst
varmes prgven opp til ca 94-98 °C, den hgye temperaturen gjgr at dobbeltradene skiller lag.
Temperaturen senkes deretter til ca 40-65 °C slik at primerne kan feste seg til det
komplementere omradet pa DNA. Temperaturen heves til 72 °C og Taq DNA-polymerase
replikerer DNA fra 3 -OH enden av primeren og lager to identiske kopier fra den opprinnelige
traden. DNA-polymerase kopierer DNA kun i 5’ til 3’ retning. De kopierte DNA traddene

fungerer som templat for nye DNA trader som gir en eksponentiell gkning(13).

PCR ble utfart med hensyn pa bade 16S rRNA og spesifikke primere. 16S rRNA er en generell
primer som viser at det er prokaryot ribosomalt RNA tilstede i pragvene. 16S rRNA er en av de
mest brukte genetiske markgrene siden det er et «housekeeping gen» som er tilstede i nesten
alle bakterier. Housekeeping gener er gensekvenser som koder for grunnleggende funksjoner.
Det ble i tillegg utfert PCR med primere spesifikt rettet mot Tenacibaculum maritimum og

Tenacibaculum finnmarkense som kan bekrefte den bestemte bakteriearten i prgven.

For Tenacibaculum finnmarkense ble fglgende primere brukt:

* Tb tuf F1 bestaende av 18 basepar, og Tb_tuf R1 bestdende av 20 basepar.

+ Tb_rpoB F1 bestéende av 20 basepar, og Th_rpoB R1 bestaende av 22 basepar.

-20 -



Tenacibaculose — karakterisering og risikofaktorer

For Tenacibaculum maritimum ble fglgende primere brukt:

« Tenaci-CslA-F bestaende av 39 basepar.

« Tenaci-CslA-R bestdende av 42 basepar.

For den ukjente bakterien ble primer rettet mot Vibrio splendidus benyttet grunnet en mistanke

etter biokjemiske metoder:

* VS-rpoA-F, bestaende av 22 basepar.
* VS-rpoA-R, bestaende av 23 basepar.

Etter oppkonsentrering av gnskelig DNA-sekvens kan produktet prosesseres videre ved hjelp

av gelelektroforese.

Gelelektroforese

Prinsippet bak gelelektroforese er a separere DNA molekyler av ulik starrelse i en agarosegel.
Agarose er et polysakkarid som muliggjer vandring av DNA gjennom et elektrisk felt basert pa
starrelse. Agarosegelen (1,5%) ble laget ved & blande agarosepulver og TAE buffer under
omrgring og ved oppvarming til 100 °C (som gir en flytende klar vaeske). Gel Red Nucleic Acid
Gel Stain ble tilsatt (fluoriscerende stoff som binder DNA for visualisering under UV-lys).
Gelen ble avkjglt ved romtemperatur i ca 45 minutter, prgvematerialet ble sa tilsatt i de ulike
brannene.

Brgnn 1 ble fylt med en 1 kb + DNA Ladder (mal for stgrrelsesangivelse). Brgnn 2, negativ
kontroll, og resterende brgnner ble det fylt med prevemateriale blandet med 5 pul DNA Gel
Loading Dye. Gelelektroforesen ble kjgrt pa 90 volt i 45 minutter. Negativt ladede molekyler,
som DNA, vil vandre mot den positive polen. Vandringshastigheten avhenger av starrelsen pa

molekylene og voltstyrken. Store molekyler vandrer langsommere gjennom gelen enn de sma
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molekylene. Deretter ble gelen undersgkt under UV lys, herunder negativ kontroll (negativ) og

starrelsen pa amplikon av positive/ukjente praver.

Gelekstraksjon

Ekstrasjon av DNA fra agarosegelen benyttes far prgven sendes inn til sekvensering (benyttet
protokoll for QIAquick Gel Extraction Kit). Gelen skjeeres ut under UV lys og overfares til 2
ml eppendorftuber. Under gelekstraksjonen fjernes primere, nukleotider, enzymer, salter,
agarose og andre kontaminanter fra DNA. Kun den isolerte, amplifiserte DNA-sekvensen star
igjen. Prinsippet bak metoden er adsorbering av DNA til silica-membranen ved hgye
saltkonsentrasjoner, mens kontaminantene passerer. Gelbitene ble veid og deretter tilsatt buffer
QG i forholdet 3:1. Tre deler buffer, en del gel. Blandingen ble inkubert ved 50 °C i 10 minutter
under kontinuerlig bevegelse. Gelen skal etter denne behandlingen veere fullstendig opplast og
ha en gul farge. 1 del isopropanol ble tilsatt, tilsvarende 1 del gel og blandet godt i en vortex.
Isopropanol lgser opp strukturen til DNA og gjer DNA tilgjengelig for prosessering. Vasken
overfares til et QIAquick spin rgr med en silica-membran som binder DNA. Raret sentrifugeres
i ett minutt pa 13 000 rpm. Vaesken som har passert membranen fijernes. Deretter ble det tilsatt
500 mikroliter QG buffer og praven ble sentrifugert i ett minutt ved samme hastighet og vaesken
som passerte membranen ble fjernet. Samme prosedyre ble utfgrt med PE buffer og inkubering
ved romtemperatur i 2 minutter far sentrifugering. Membrandelen av QIAquick spin rgr ble
flyttet over i et 2 ml eppendorfrer og tilsatt 20 mikroliter RNAse-fritt vann. Dette ble
sentrifugert i ett minutt pa 13 000 rpm DNA er ekstrahert fra agarosegel og klar for
sekvensering. DNA-konsentrasjonen ble malt fgr innsendelse til Eurofins genomics for

sekvensering.
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for

tenacibaculose ble det gjennomfart en

sparreundersgkelse (vedlegg 2) hvor et spgrreskjema med de samme spgrsmalene ble sendt ut

til ulike anlegg i Nord-Norge (n=5) som har eller tidligere har hatt utbrudd i lgpet av de to siste

arene. Det ble utfert telefonintervju hos to anlegg. De fem deltagende anleggene er

matfiskanlegg for atlantisk laks lokalisert i Troms og Nordland.

Resultater

DEL1

Bakteriemorfologi

Tabell 1.1. Oversikt over de atte bakterienes morfologi etter 5 dager ved 15 ° pa marin agar

med 3 % NaCl

BAKTERIE MORFOLOGI
L

Form og Margin av Kromogenese og Elevasjon | Overflate Konsistens
starrelse | koloni opasitet koloni koloni tekstur
| koloni
[
1. TF |1-2mm, Fullstendig Opak, sennepsgul, Letthevet | Glatt, Viskas,
sirkuleere | margin hvitaktig perifert glinsende slimete
Middels konsistens
| transparent perifert
2.TF |[1mm, Fullstendig | Opak, blek | Lett hevet | Glatt, Viskas,
sirkuleere | margin sennepsgul, glinsende slimete
| hvitaktig perifert konsistens
3. TF | Pinpoint, Overlap- | Opak, sennepsgul | Flate Glatt, Viskas,
0,2 -0,5 pende glinsende slimete
mm, kolonier konsistens
irreguleer,
sirkuleer
form
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BAKTERIE MORFOLOGI
4. TF |[2mm Fullstendig A Opak, sennepsgul, | Flate Glatt Viskas,
margin slimete
konsistens
5. TF |15 - 2 Fullstendig Opak, oransje mot | Flate Glatt, Viskes,
mm margin sennepsgul glinsende slimete
konsistens
6. TM | Pinpoint | Fullstendig Opake, lys beige Flate Glatt, blank i | Klebrig
margin overflaten | konsistens
7. TM |Pinpoint | Fullstendig Opake, lys beige Flate Glatt Klebrig
margin konsistens
8. Gj.snitt: | Fullstendig A Opak, kremfarget | Flate Glatt 0g Myk,
Ukjent (1,06 mm, margin blank I | viskositet
sirkuleere overflaten
0g
irregulaere

Figur 2: Bakteriemorfologi fra ukjent bakterie (8), T. finnmarkense (2), og T. maritimum (6).
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Tabell 1.2. Resultat etter gram farging.

GRAMFARGING

Form

Gram -/ Gram +

| 1.TF Lange kjeder, stavformede bakterier | Negativ
| 2. TF Lange kjeder, stavformede bakterier | Negativ
| 3. TF Lange kjeder, stavformede bakterier | Negativ
| 4. TF Lange, stavformede bakterier Negativ
| 5 TF Lange, stavformede bakterier Negativ

6. TM Stavformede bakterier, ligger i Negativ
| tradformede kjeder

7.TM Stavformede bakterier, ligger i Negativ
| tradformede kjeder

8. Ukjent Staver, ikke sammenhengende. Negativ

T. finnmarkense har lengre kjeder av staver enn T. maritimum. T. maritimum er sveert klebrig

og henger ofte sammen, mens T. finnmarkense er mer slimete i konsistensen. Tentativ vurdering

for ukjent bakterie er forelgpig Vibrio sp, da den er en gram negativ stav bakterie og har

annerledes konsistens enn Tenacibaculum spp.

L)
v

Figur 3: Gramfarging. Fra venstre: ukjent bakterie (8), T. maritimum (6) og T. finnmarkense (1).
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Hemolyse

Tabell 1.3. Resultater etter utseed pa blodskal.

BLODSKAL OG HEMOLYSE

1.TF 2. TF 3. TF 4. TF 5. TF 6. TM 7.TM 8

Ukjent
Vokser Positiv | Positiv | Positiv, | Positiv  Positiv | Positiv | Positiv | Positiv
pa svak
blodskal
Hemolyse | Positiv, | Positiv, | Positiv, | Positiv, | Negativ | Positiv, |Positiv, | Positiv,
betahe- | betahe- | betahe- | betahe- betahe- | betahe- | alfahe-
molyse | molyse | molyse | molyse molyse | molyse | molyse

T. maritimum vokste saktere enn de andre bakteriene og hadde en svakere hemolyse.

Figur 4: Vekst pa blodskal. Fra venstre: T. finnmarkense (1), T. maritimum (7) og ukjent bakterie (8).
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Oksydase
Enzymet cytokom c oksydase katalyserer overfaringen av elektroner til oksygen i den aerobe
respirasjonskjeden. Nar enzymet er tilstede vil det redusere N,N-dimethyl-p-fenyldiamin, som

fungerer som en kunstig elektronakseptor, til indofenolbla.

cytochromoksidase ) )
p-phenylendiamin (red.) + c-naphtol + » indofenolbla (oks.) + H;O

Tabell 1.4. Resultat etter oksydase test.

1.TF 2.TF 3.TF 4. TF 5. TF 6. TM 7.TM 8.
Ukjent

Oksydase | Positiv | Positiv | Positiv | Positiv | Positiv | Positiv | Positiv | Positiv

Samtlige bakterier produserte enzymet cytokrom c oksydase. Resultatene fra stripsen var
vanskeligere a tolke enn resultatet fra filterpapiret. For & unnga tolkningsfeil ble begge testene

utfart og avlest.

Figur 5 Resultat etter oksydasetest pa filterpapir Figur 6 Resultat etter oksydasetest pa strips
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Katalase
Katalase katalyserer frigjgringen av oksygen fra hydrogenperoksid som er et endeproduktene i
den aerobe metabolismen. Ved aerob vekst spaltes hydrogenperoksid av katalase med dannelse

av vann og oksygen.

Tabell: 1.5. Resultat etter vurdering av katalase produksjon.

1.TF 2. TF 3. TF 4. TF 5 TF 6. TM 7.TM 8.
Ukjent

Katalase | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ | Positiv | Positiv | Positiv

Tenacibaculum finnmarkense produserer ikke enzymet katalase. Tenacibaculum maritimum og
ukjent bakterie produserer enzymet katalase som spalter hydrogenperoksid til vann og oksygen

ved aerob metabolisme.

Figur 7: Positive katalasetester fra T. finnmarkense
(6), T. maritimum (7) og ukjent bakterie (8).
Bakteriene 1-5 var negative.
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Hugh og Leifson
Mediet er tilsatt en pH- indikator. Ved spalting av sukkerarten, vil pH synke og mediet skifter
farge. Parafinolje tilsatt pa toppen av mediet benyttes for & undersgke evne til anaerob
fermentering.
Resultat:

- Rarene med parafinlokk: ingen vekst.

- Rarene uten parafinlokk: Rgr nummer 1 og rgr nummer 8 var positive. Rgr nummer 2,

3 09 4 er svakt positiv. Rgr nummer 5, 6 og 7 var negativ. Negativ kontroll var negativ.

Methyl Red-Voges Proskauer (MRVP)

Metylrgdt-testen baserer seg pa syrene som produseres ved fermentering av glukose. Voges-
Proskauer testen baseres pa glukose som metaboliseres til pyruvatsyre og videre til acetion.
Enzymene som katalyserer reaksjonene kan detekteres indirekte ved a pavise sluttproduktet

acetion.

Tabell 1.6: Resultatet fra methyl red og voges proskauer

METHYL RED- VOGES PROSKAUER
L

1.TF 2. TF 3. TF 4. TF 5. TF 6. TM 7.TM 8.
Ukjent

Methyl red | Negativ | Negativ | Negativ  Negativ | Negativ. A Negativ | Negativ | Negativ
|

Voges Negativ | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ
Proskauer
|

| rar nummer 5 var det liten bakterievekst. | rar nummer 6 og 7 var det sveert liten bakterievekst.

Negativ kontroll var negativ.
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Motilitetstest ved hjelp av Tryptic Soya Broth (TSB)

Resultat: Ingen bakterievekst og testen ble avsluttet uten resultat.

Indol

Aminosyren tryptofan spaltes av flere enzymer og det dannes blant annet indol. Indol kan

pavises ved a tilsette para-dimethylamino-benzaldehyd (Kovacs reagent) som binder seg til

indol og danner et rgdfarget produkt.

Tabell 1.7 Resultat etter indoltest.

INDOL
L
1.TF (2. TF 3. TF 4. TF 5 TF 6. TM 7.TM 8.
Ukjent
|
Indol Negativ | Negativ | Negativ | Negativ = Negativ | Negativ = Negativ | Positiv
|

| rar nummer 5,6, og 7 var det sveert liten bakterievekst. | rar nummer 8 var resultatet for den

farste testen negativ, mens pa den andre testen ble resultatet positivt.

Triple sugar iron (TSI)

Tabell 1.8. Resultat etter TSI test.

TSI
L
1.TF 2. TF 3.TF |4 TF 5 TF 6. T™M 7.TM 8.

Ukjent

L [ |

Forgjeering | Negativ | Svak Svak | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ | Positiv.

av sukker. positiv | positiv Hele
mediet er
gult.

Negativ kontroll var negativ.
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Aminosyre decarboxylase test

Pa grunn av manglende bakterievekst ble testen avsluttet uten resultat.

Kanamycin
Kanamycin er et aminoglykosid som fester seg til 30S subenheten pa ribosomene og hemmer
proteinsyntese. Antibiotikumet finnes blant annet i preparatet Kanaplex og brukes for a

behandle bakterie- og soppinfeksjoner hos fisk (14).

Tabell 1.9. Resultat etter resistenstesting med Kanamycin.

KANAMYCIN

1.TF 2.TF 3. TF 4. TF 5. TF 6. TM 7.TM 8. Ukjent

Kana- | Resistent | Resistent | Resistent | Resistent | Resistent | Resistent | Resistent | Resistent
mycin | (svakere)

Antibiotikaresistenstesting ved hjelp av agar diffusjonsmetode:
Ved & se pa diameteren pa vekstsonen kan det avgjgres om bakterien er fglsom, intermedizr,

eller resistent.

Tabell 2.0 Resultat etter agar diffusjonsmetode.

Penicillin | Tetracyclin | Gentamicin | Erythromycin | Cefrazidime | Ampicillin
L
1. TF | Resistent Resistent Resistens Resistent Resistent Resistent
L
2. TF | Resistent Resistens Resistent Resistent Resistent Resistent
L
3. TF | Resistent Resistens Resistent Resistent Resistent Resistent
L
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4. TF | Resistent Resistens Resistent Resistent Resistent Resistent
5. TF | Resistent Resistens Resistent Resistent Resistent Resistent
6. Resistent Resistens Resistent Resistent Resistent Resistent
™

7. Resistent Resistent Resistent Resistent Resistent Resistent
™

8. Resistent | Svart sensitiv. | Intermediaer. | Sensitiv. Intermedier. | Resistent
Ukje Hemningsson | Hemningsso = Hemningssone: | Hemningsson

nt e: 3,1 cm i/ne:1,05cmi|1,8 cm ie 1,7 cm i

diameter. diameter. diameter. diameter.

Det var svak vekst i samtlige av skalene 1-7, men veksten var tilstrekkelig for & vurdere at

bakteriene var resistente.

Figur 8: Antibiotikaresistenstesting. Tydelige hemningssoner pa ukjent bakterie (8) til venstre. Tenacibaculum maritimum til

hayre.

API test

API 20 E strip bestar av 20 mikrotuber som inneholder dehydrert substrat. Testene ble inokulert

med en bakteriell suspensjon som rekonstituerer mediet. Under inkubering vil metabolisering

kunne gi et positivt eller negativt resultat i form av et fargeomslag, enten spontant eller avdekket

ved tilsetting av reagens. Med de ulike testene vurderes bakteriens evne til enten & produsere

det aktive stoffet for en reaksjon eller produsere enzymet som katalyserer reaksjonen. Det ble
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farst avlest resultat med hensyn pa eventuell fargeendring etter tabell, vedlegg 1. For noen
stoffer ma reagens tilsettes for avlesing, dette gjelder L-tryptofan (TDA), Indol (IND) og
natriumpyruvat (VP). Disse tre testene ma leses av tilslutt da reagensen kan gdelegge resultatet
for de andre testene. Det ble tilsatt 1 drape TDA-reagens til TDA-kuppel. Videre 1 drape VP 1-
reagens og en drape VP 2-reagens til VP kuppel for reaksjon. VVP-reaksjonen vurderes 10
minutter etter tilsetting. Deretter ble 1 drape Indol-reagens tilsatt i IND for reaksjon og avlesing.
En drape nitrat ble tilsatt D-glukose (GLU) for vurdering om bakterien reduserer nitrat til nitritt.

| tillegg ble zinc pulver tilfgrt for vurdering om bakterien produserer nitrogen(12).

Forklaring til tabell(15):

1. ONPG - test for tilstedeverelse av enzymet beta-galaktosidase ved hydrolyse av substrat
o-nitrophenyl-b-D-galactopyranoside (ONPG).

2. ADH - test for tilstedevaerelse av enzymet arginine dihydrolase for dekarboksylering av
aminosyren arginin.

3. LCD - tilstedeveerelsen av enzymet lysin-dekarboksylase for dekarboksyelring av
aminosyren lysin

4. OCD - tilstedevaerelsen av enzymet ornitin dekarboksylase for dekarboksylering av
aminosyren ornitin

5. CIT - testen vurderer bakteriens evne til & utnytte citrat som en kilde til karbon

6. H2S - detekterer bakteriens evne til & produsere hydrogensulfid

7. URE - detekterer tilstedeveerelsen av enzymet urease i bakterien

8. TDA - detekterer tilstedeveerelsen av enzymet tryptofan deaminase

9. IND - detekterer produksjon av indol fra tryptofan ved tilstedeverelsen av enzymet

tryptofanase
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10. VP - Voges-Proskauer-test for detektering av acetyl metylkarbinol som produseres ved

fermentering av glukose der bakterien utnytter butylen glykol reaksjon

11. GEL - detekterer produksjon av enzymet gelatinase som omdanner gelatin til vaeskeform.

12. GLU - tester bakteriens evne til & fermentere glukose

13. MAN - tester bakteriens evne til & fermentere mannose

14. INO - tester bakteriens evne til & fermentere inositol

15. SOR - tester bakteriens evne til & fermentere sorbitol

16. RHA - tester bakteriens evne til & fermentere rhamnose

17. SAC - tester bakteriens evne til & fermentere sukrose

18. MEL - tester bakteriens evne til & fermentere melibiose

19. AMY - tester bakteriens evne til & fermentere amygdalin

20. ARA - tester bakteriens evne til & fermentere arabinose

Tabell 2.1. Resultat etter API test.

| API - kit 20E
1.TF 2.TF 3. TF 4. TF 5. TF 6. TM 7.TM 8.

| Ukjent
| ONPG | Positiv Positiv Positiv
| ADH Negativ Negativ Positiv
| LDC Negativ Negativ Negativ
| oDC Negativ Negativ Negativ
| CIT Negativ Negativ Positiv
| H2S Negativ Negativ Negativ
| URE Negativ Negativ Negativ

TDA Ikke Positiv Positiv
| avlesbar
| IND Negativ Negativ Positiv
| VP Negativ Negativ Positiv
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API - kit 20E
GEL Positiv Positiv Positiv
GLU Negativ Negativ Positiv
MAN Negativ Positiv Positiv
INO Negativ Negativ Negativ
SOR Negativ Negativ Negativ
RHA Negativ Negativ Negativ
SAC Partie]l Positiv Positiv
negativ
MEL Positiv Negativ Partie_ll
negativ
AMY Negativ Partie_ll Positiv
negativ
ARA Negativ Negativ Negativ
NO2 Negativ Positiv Positiv
N2 Negativ Positiv Positiv

I ukjent prgve nummer 8 var det mer enn 3 positive resultater etter 1 ukes inkubering og testen

var dermed klar for avlesing. For Tenacibaculum finnmarkense og Tenacibaculum maritimum

var det kun en til to positive resultater per Kit, og disse ble derfor inkubert videre pa 15°C. Prgve

nummer 4 var klar for avlesning etter 2 uker, mens prgve nummer 1 ble avlest etter 3 uker og 5

dager. De resterende prgvene fikk aldri 3 positive resultater pa grunn av manglende vekst og de

ble dered ikke avlest.

t ¥ f i
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Figur 9: Resultat API test fra Tenacibaculum finmarkense (4).
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Figur 10: Resultat API test fra ukjent bakterie (8).

DNA konsentrasjon

Tabell: 2.2. Resultat etter spektrofotometri av pravene.

DNA- DNA-
konsentrasjon konsentrasjon
ng/uL ng/uL

1.TF 155,172 1.TF 229,867

2.TF 167,342 2.TF 109,838

3. TF 63, 091 3.TF 54,311

4. TF 137,768 4.TF 98,873

5.TF 154,057 5. TF 55,163

6. TM 34,081 6. TM 273,458

7.TM 30,524 7.TM 465,41

8. ukjent 56,516 8. ukjent 165,82
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PCR

16S: PCR bekrefter at det er ribosomalt RNA tilhgrende bakterier i familien Flavobacteriaceae.

Figur 11: PCR kjgrt med primer 16S pa alle bakterieprgvene.

Tuf, rpoB og tenaci-CslA: PCR med spesifikke primere bekrefter tilstedevaerelse av

Tenacibaculum finnmarkense og Tenacibaculum maritimum.

Figur 12: PCR Tenacibaculum finnmarkense Kkjert med primere tuf(t.v) og
rpoB(t.h).

Figur 13: PCR Tenacibaculum maritimum kjert med primer tenaci-CslA.
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VS-rpoA: Ukjent bakterie bekreftes til Vibrio splendidus via PCR og spesifikke primere rettet

mot denne bakteriearten.

Figur 14: PCR Vibrio splendidus

Sekvensering

Sekvenseringsresultatene mottatt fra Eurofins genomics ble bekreftet ved hjelp av National

Center for Biotechnology Information (NCBI).

16S RNA sekvenser

Nummer 1: Ikke mottatt resultater fra denne.

Nummer 2:
AACGGCGTAGCAAGCTTCACGTGCAGTACCAGTCGTCGATTGTGCTTGCGCTGCT
GACGACCGGCGAACGGGTGCGTAACGCGTATAGAATCTGCCTTGTACAGGAGGA
TAGCCTTTAGAAATGAAGATTAACACTCCATAATGTAATAGTCTGGCATCACTTT
ATTATTAAACATTTATGGGTACAAGATGACTATGCGTCCCATTAGCTAGATGGTG
AGGTAACGGCTTACCATGGCAACGATAGGTAGGGGGTCTGAGAGGATTATCCCC
CACACTGGTACTGAGACACGGATCAGACTCTTAAAA.

Bekreftet Tenacibaculum finnmarkense strain Tsp.2 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence. med 98.80% identitet.
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Nummer 3:

GAGCTCCACGATATCTTTCAGTGCCACTACCAGTCGTCGAGTGGGCTTGCTTGCCT
TCGATGGCCTCGGGTGCGTATAGCGTTCTTGTCTGATTTGTGTTTAATTATAAACT

TTTGAAATGAAGATTACCACTCCAAGTGGTAATAGACTGGCATCACTTTTTTATTA
AACATTTATGGGTACTAGATAACCATGCGTCCCATTAGCGAGATGGTGAGGTAAT
GGCTTACCATGGCGACGATAGGTAGGGGGTCTGAGAGGATTATCCCCCACGTTGG

TCCTGAGCCAGGATCAAAAAAAACAAAA

Bekreftet Tenacibaculum finnmarkense strain S2F3 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence. Bekreftet med 91.01% identitet (162/178).

Nummer 4:

GACGACGGCGCAGCTTCACGTGCAGTCGAGTCGTCCATTGTGCTTGCGCTGCTGA
CGACTGGCGAACGGGTGCGTAACGCGTATAGAATCTGCCTTGTACAGGAGGATA
GCCTTTAGAAATGAAGATTACCACTCCATAATGTAATCGTCTGGCATCAATTCTCT
ATTAAACATTTATGGGTACAAGATGACTATGCGTCCTATTAGCTAGATGGTGAGG
TAACGGCTTACCATGGCGACGATAGGTAGGGGGTCTGAGAGGATTATCCCCCACA

CTGGTACTGAGCCAGGATCAAAATCTCAAAA

Bekreftet Tenacibaculum finnmarkense strain Tsp.2 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence. Bekreftet med 95.44% identitet (230/241).
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Nummer 5:

GACGACGTCGCTGCTTAACGTGCAGTCGTGTCGTCGATTGTGCTGGCGCTGCTGA

CGACTGGCGAACGGGTGCGCACGCGTTAGAATCTGCCTTGTCAGGAGGATAGCCT
TTAGAATGAAGATTAACACTCCATAATGTAATGATTCGGCATCAAAACACTATTA
AACATTTATGGGTACAAGATGACTATGCGTCCTATTAGCTAGATGGTAAGGTAAC
GGCTTACCATGGCTACGATAGGTAGGGGGTCTGAGAGGATTATCCCCCACACTGG

TACTGAGACAGGACCAGACTCACAAAGG

Bekreftet Tenacibaculum finnmarkense strain Tsp.5 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence med 95.98% identitet (239/249).

Nummer 6:

GTCGAAACGGCAGCCTTCACATGACAGTTCGAGGGGTACATTGTAGCTTGCTACA
GATGACGACCGGCGCACGGGTGCGTAACGCGTATACAATCTGCCTTCTACAGAGG
GATAGCCTTTAGAAATGAAGATTAATACCTCATAACACTTTGGAATGGCATCGTT
TTAAAGTTAAAGATTTATCGGTAGAAGATGACTATGCGTCCTATTAGCTAGATGG
TAAGGTAACGGCTTACCATGGCAACGATAGGTAGGGGTCCTGAGAGGGAGATCC

CCCACACTGGTACTGAGCCAGGATCA

Bekreftet Tenacibaculum maritimum strain NLF-15 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence med 98.76% identitet (238/241).

Nummer 7:

GTCGAAACGGCAGCCTTCACATGACAGTTCGAGGGGTACATTGTAGCTTGCTACA
GATGACGACCGGCGCACGGGTGCGTAACGCGTATACAATCTGCCTTCTACAGAGG

GATAGCCTTTAGAAATGAAGATTAATACCTCATAACACTTTGGAATGGCATCGTT
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TTAAAGTTAAAGATTTATCGGTAGAAGATGACTATGCGTCCTATTAGCTAGATGG
TAAGGTAACGGCTTACCATGGCAACGATAGGTAGGGGTCCTGAGAGGGAGATCC

CCCACACTGGTACTGAGCCAGGATCA

Bekreftet Tenacibaculum maritimum strain NLF-15 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence med 98.76% identitet (238/241).

Nummer 8:

GTCCATTCGGCGGCTACCGTGCAGTCGAGCGGTAACGACACTATTAGTCCTTCGG
AGGATTTAGTGGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCC
TTGATGTGGGGGATAACCATTGTAAACGATGGCTAATACCGCATAATGCCTACGG
GCCACAGAGGGGGATCTTCGGACCTCTCGCGTCCCGATATGCCTAGGTGGGATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAG

GATGATCAGCCACACTGGAACTGACACAAGGTCCAAACTAATAC

Bekreftet Vibrio sp. MOLA 527 partial 16S rRNA gene med 95.53% identitet.

Sekvenser av “husholderingsgener” (delvis sekvens)

Nummer 6:

GATGGGCTGTGCTCAGTAGCTCCATCTCCATATACAGGAAATACTAGTGTACAAA
GAGCTAATATACCTTTAAAGTTGAAGAAAGATATGCAAGTTTATTTAGAAAAAGA
TACCGATATACTGGTGCTTTCTTCAATAAACCATCTCAAAAAAGTCGAGATTATA
GGAATAAATGGGAGAGTAGCTGCATCTTATGATAGGCTAAATGTATATGATATGA
ATATTGATATGTCTAACTATCCAAAAGGAGTGTATATTGTAAGGATATTGGATGA

AAAGAACCAGTTAATAACAGAGAAAGTTCTTAAAATATAAGAATTCAAAAAAA
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Bekreftet Tenacibaculum maritimum isolate med 95.68% identitet.

Nummer 7:

GATCGGCTGTGCGCGGTAGCTCCTCTCCATATACAGGAAATACTAGTGTACAAAG
AGCTAATATACCTTTAAAGTTGAAGAAAGATATGCAAGTTTATTTAGAAAAAGAT
ACCGATATACTGGTGCTTTCTTCAATAAACCATCTCAAAAAAGTCGAGATTATAG
GAATAAATGGGAGAGTAGCTGCATCTTATGATAGGCTAAATGTATATGATATGAA
TATTGATATGTCTAACTATCCAAAAGGAGTGTATATTGTAAGGATATTGGATGAA

AAGAACCAGTTAATAACAGAGAAAGTTCTTAAAATATAAGAATTCA

Bekreftet Tenacibaculum maritimum isolate med 95.33% identitet.

Nummer 8:

GACGATGCAGTCTAGGTATGCTCTTCGCCGCATTCTTCTATCTTCTATGCCGGGTT
GTGCCGTAACAGAAGTTGAAATTGAAGGTGTGCTACACGAATACAGCACTAAAG
AAGGCGTTCAGGAAGATATCCTGGAAATCCTTCTAAACCTTAAAGGTTTAGCTGT
ACGCGTTGCTGAAGGCAAAGATGAAGTGTTTATTACACTGAACAAATCAGGCTCA
GGCCCTGTTGTTGCAGGTGACATCACCCACGATGGTGATGTAGAGATCGCTAACC
CTGAGCACGTAATTTGTCACCTAACGGATGACAATGCTGAGATCGCTATGCGTAT
CAAAGTAGAACGTGGTCGTGGTTACGTTCCAGCTTCAGCTCGTATCCATACTGAA
GAAGATGAGCGTCCTATCGGTCGTCTATTAGTTGACGCTACTTACAGCCCGGTTG
ATAAAATCGCCTATGCTGTAGAAGCGGCACGTGTAGAACAACGTACTGATTTAGA

CAAGCTTGTTATCGATATGGAAACGAGCT

Bekreftet Vibrio splendidus strain BST398 chromosome 1, complete sequence med 99.80%

identitet (511/512).
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DEL 2

Ingen av anleggene hadde aktive utbrudd av Tenacibaculum spp. da spgrreundersgkelse ble

utfart i februar-mars 2019. Det ble derfor benyttet tall fra tidligere utbrudd i 2018 og 2019.

Varighet og antall affiserte merder

Utbruddene varte mellom to og fire uker og ett anlegg hadde fremdeles klinisk syk fisk ut over
fire uker. Fire av fem anlegg hadde utbrudd i samtlige merder. Et anlegg hadde utbrudd i tre av
atte merder, der de tre merdene som hadde syk fisk var lokalisert ut mot apent hav og var derfor
mer eksponert enn andre merder. De tre merdene med utbrudd var i tillegg mindre enheter pa
90-meters ringer, mens de fem uten utbrudd var 130-meters ringer. Utbruddene skjedde i
vinterhalvaret og gjennomgaende for samtlige merder i undersgkelsen var utsett pa fallende

vanntemperatur.

Sjgsetting og smoltkvalitet

Fire av fem anlegg opplevde utbrudd 2 - 3 uker etter sjgsetting. Et anlegg skilte seg ut med
utbrudd 4 - 5 maneder etter sjgsetting. Dette anlegget hadde sjgsatt 0-aring i oktober og
utbruddet begynte i februar/mars. Videre hadde anlegget utsett av smolt pa 60 - 80 gram. Dette
er noe mindre enn de andre anleggene i undersgkelsen, men stadig innenfor normal
smoltstarrelse ved sjgsetting og smoltkvaliteten var vurdert til normal. De resterende fire
anleggene vurderte ogsa smoltkvaliteten til & vaere normal. Sterrelsen pa smoltet hos disse
anleggene var mellom 80 - 180 gram der et anlegg hadde stor variasjon pa sitt utsett,
henholdsvis mellom 100 - 180 gram ved sjgsetting. Dette anlegget matte sette ut smolten

tidligere enn planlagt grunnet tekniske problemer pa settefiskanlegget.
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Arstid for utbrudd og vanntemperatur

Vanntemperaturen hos anlegg i utbruddsfasen var gjennomgaende under 7 °C. Tre av fem
anlegg opplevde utbrudd i slutten av desember og i lgpet av januar maned, mens de to resterende
anleggene hadde problemer i mars 2018. Disse to anleggene er lokalisert i Troms og historisk
sett sa var det svert kalde vanntemperaturer i Troms i mars og april 2018. Vanntemperaturen
er sjelden under 4 °C pa disse anleggene, men i mars 2018 opplevde begge anlegg

vanntemperaturer pa 4 °C og kaldere.

Mekanisk avlusing og rensefisk

Et anlegg benyttet mekanisk avlusning i form av Thermolicer, to ganger fer utbrudd. Dette
gjaldt for utsettet som hadde utbrudd 4-5 maneder etter sjgsetting. De resterende fire anleggene
hadde ikke lus pa anlegget siden utbruddene skjedde 2-3 uker etter sjgsetting. Kun et anlegg
hadde rensefisk i merdene under utbrudd, herunder 10 % rensefisk og utbruddet skjedde 2-3
uker etter sjgsetting.

Tabell 2.2. Systematisering av relevant informasjon fra anleggene.

Sj@setting Utbrudd Vanntemperatur | Smoltstarrelse | Avlusing
| ]
Anlegg 1 | Tidlig i desember  Sent i | Sjesatt pa fallende | 110 - 130 gram. | 10 %
2018 desember, 2-3 temperatur rensefisk
uker etter
| sjasetting
Anlegg 2 | Oktober 2017 Februar-mars | Sjgsatt pa fallende | 60-80 gram, | 2 X
2018, temperatur normal smolt | Thermolicer

4-5 maneder
etter sjgsetting

Anlegg 3 |Sent i desember  Januar 2019, 3,3 °C. Sjgsatt pa 80 gram pa de

2018 3 uker etter | fallende som ble syke,
sj@setting temperatur stor variasjon i
starrelse
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L
Anlegg 4 | Januar 2019 Sent i januar Ca4 °C. Sjgsatt pa | 100 gram

2019, fallende
2 uker etter temperatur
| sjasetting
Anlegg 5 |Tidlig mars 2018 Sent i mars Rundt4°C. Sjgsatt | 100-180 gram,
2019, pa fallende | stor variasjon i
2-3 uker etter | temperatur. stragrrelse
sjgsetting grunnet teknisk
feil pa
settefiskanleg-
get.

Salinitet og oksygenniva

Salinitet og oksygenniva i merdene er valgt bort fra undersgkelsen da fa anlegg har konkrete
tall pa dette. Anleggene opplyste om stabile verdier og ingen spesielle utfordringer med hensyn
pa oksygen. Hos de to anleggene med konkrete oksygenmalinger var verdiene 8,62 mg/L og
9,11 mg/L under utbrudd. Videre malte tre anlegg salinitet som under utbrudd var 32%o, 32,7%o

09 32,5 %o. Ingen spesielle utfordringer knyttet til saliniteten.

Handtering, skadedyr og foring

Det hadde ikke blitt utfart noen annen form for handtering enn transport fra settefiskanlegg til
matfiskanlegg hos samtlige anlegg. Mekanisk avlusing tas ikke med i denne sammenheng. Et
anlegg opplevde skarv i anlegget i forbindelse med utbrudd, men det er usikkert om skarven
dukket opp fer utbrudd eller underveis i utbruddet. Et annet anlegg opplevde mye skarv rundt
matfiskanlegget etter klinisk utbrudd. Nar antallet svimere og dedfisk gkte s kom skarven. Det
var ingen spesielle hendelser i driften til noen av anleggene i forkant og under utbrudd, for
eksempel ombygging, ekstremveer, teknisk svikt eller lignende. Det var ingen endringer i foring

hos noen av anleggene.
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Andre sykdommer pa anleggene

Et anlegg hadde HSS (hemoraggisk smoltsyndrom) rett i forkant av tenacibaculose utbruddet.
Et annet anlegg opplevde vintersar etter utbrudd med tenacibaculose, og hadde i noen uker en
kombinasjon av begge sykdommene. Et tredje anlegg opplevde utbrudd med CMS
(Kardiomyopatisyndrom). Dette er en alvorlig hjertelidelse som typisk oppstar 14 - 18 maneder
etter utsett i sj@. Det er narliggende 4 tro at anlegget derfor ikke hadde problemer med CMS i
forkant av tenacibaculose siden snutesarene pa laksen oppstod 2-3 uker etter sjgsetting og tas
derfor ikke videre med i diskusjon om risikofaktorer. Nar det gjelder vaksinering, opplyser 4
av 5 anlegg at de vaksinerer mot vintersar. Det siste anlegget hadde ikke konkret informasjon

om fiskens vaksinestatus, da vaksinene gis pa settefiskanlegget far utsett.

Diagnostikk og behandling

Samtlige anlegg stilte diagnosen tenacibaculose pa bakgrunn av bakteriell undersgkelse etter
klinisk mistanke. Bakteriologisk dyrkning og pavisning bekreftet Tenacibaculum spp. hos alle
anlegg. Hos et anlegg var det artsbestemt til Tenacibaculum finnmarkense.

Fire av fem anlegg intensiverer plukking av dedfisk og svimere under utbrudd. Videre forsgkes
forebyggende behandling ved & unngd handtering og stress av fisken pa fallende

vanntemperaturer. Et anlegg har benyttet seg av antibiotikabehandling med florfenikol.

Vaksine mot snutesar
Fire av fem anlegg ville benyttet en vaksine mot tenacibaculose dersom det var tilgjengelig.
Det siste anlegget var ikke interessert i en vaksine, da de hovedsakelig hadde problemer i 14

dager i lgpet av sesongen.
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Vurdering av problem
Et anlegg anser snutesar som et minimalt problem, et annet opplever det som et stort problem,
mens to anlegg synes det er et moderat problem. Det siste anlegget har ikke svart pa hvor stort

problem de anser tenacibaculose for  veere.

Diskusjon

Karakterisering av Tenacibaculum spp.

| denne fordypningsoppgaven har det blitt utfart et utvalg av biokjemiske tester og molekylaere
metoder for & karakterisere Tenacibaculum spp. Tenacibaculum er et relativt nyoppdaget
bakteriegenus og det gjenstar mye forskning for & karakterisere bakterien fullstendig. Forelgpig
er det Tenacibaculum maritimum som er den mest studerte bakterien i slekten. Et generelt
problem ved flere av testene i denne studien har veaert manglende bakterievekst, og dette har
gjort det utfordrende & karakterisere bakteriene. Den manglende veksten kan skyldes at
bakteriene ikke taler enkelte stoffer tilsatt i mediene, at testene som ble benyttet ikke er tilpasset
marine bakterier som vokser ved 15 °C, eller at ytre forhold ikke har vert optimale for
bakteriens vekst, eksempelvis fuktighet, temperatur, saltinnhold og lignende. Likevel har vi
kunnet innhente en del resultater gjennom studiene i laboratoriet og mange av resultatene fra
de biokjemiske testene bekrefter funn fra en tidligere studie gjort i 2015 (12), felgelig at
Tenacibaculum spp. er Gram-negative stavbakterier som er oksidase positive og indol negative.
Resultatene skiller seg derimot fra samme studie nar det gjelder katalasetesten og vekst pa
blodagar. Vare resultater viste at Tenacibaculum finnmarkense er katalase negativ og vokser pa
blodagar, mens nevnte studie konkluderte med at bakterien er svakt katalase positiv og ikke
vokser pa blodagar. Mulige arsaker til at disse testene avviker fra hverandre kan vere at testene
er ulikt utfart og avlest. Studien fra 2015 har et svakt positivt resultat pa katalsetesten mens vi

har konkludert med at testen er negativ. Det vil alltid veere en viss forskjell pa hva som vurderes
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som positivt og hva som vurderes som negativt ved svake reaksjoner. Til blodagartesten kan
det ha blitt brukt ulik type agar som kan ha pavirket resultatet eller det har veert benyttet fullblod

fra annen art enn det vi benyttet (fra sau).

Vi har observert en stor forskjell mellom Tenacibaculum finnmarkense og Tenacibaculum
maritimum nar det gjelder bakterienes morfologi. Tenacibaculum finnmarkense vokser i
tydelige sennepsgule kolonier og har en viskgs og slimete konsistens. Tenacibaculum
maritimum vokser derimot i pin-point kolonier som er blekere i fargen og har en betydelig mer
klebrig konsistens. Sammenlignet med T. finnmarkense var det spesielt vanskelig a plukke T.
maritimum-kolonier til de ulike biokjemiske testene og det kunne virke som om koloniene
vokste ned i agaren. Det var ingen store forskjeller mellom T. finnmarkense og T. maritimum
pa de biokjemiske testene, bortsett fra katalasetesten.

Videre vil vi kommentere resultatene fra antibiotikaresistenstesten, der samtlige
Tenacibaculum bakterier var resistente for de syv typene antibiotika det ble testet for. Dette kan
tyde pa at det tidligere har veert et lite beerekraftig antibiotikaforbruk som har fart til en resistens
hos bakterien og som en konsekvens kan ikke disse antibiotikaene benyttes som behandling.
Det er grunn for a tro at bakterien ogsa har resistens mot andre antibiotika enn de syv som det
er testet for. Antibiotikaresistens deles inn i naturlig og ervervet resistens. Naturlig resistens
innebaerer resistens som normalt forekommer hos bakterien eksempelvis dersom bakterien
mangler angrepsmalet for antibiotikumet. Dette er egenskaper som overfares vertikalt mellom
bakterier. Ervervet resistens er bakterier som tidligere har veert sensitive og som har utviklet
en resistens som fglge av forandringer i bakteriens genom via horisontal overfgring eller
giennom mutasjoner. Antibiotikaresistens oppstar normalt ikke via mutasjoner i DNA-traden,
men ved horisontal overfgring av plasmider som innholder gener som koder for resistens (16).

Videre studier bar inkludere en analyse av plasmid-eller genom-assosiert resistens.
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I motsetning til Tenacibaculum spp. har den ukjente bakterien vokst godt i samtlige medier og
har derfor vaert en enklere bakterie & jobbe med pé laboratoriet. Ved hjelp av biokjemiske tester
ble det konkludert med at den ukjente bakterien er en gram negativ stav som er oksidase- og
katalase positiv. Dermed rettet mistanken seg mot en vibrio-bakterie, nermere bestemt Vibrio

splendidus.

De molekylaere metodene har veert enklere a utfgre enn de biokjemiske metodene. Primerne
som ble designet til utfgrelse av PCR er sakalte housekeeping gener. Dette er stabile

gensekvenser som koder for grunnleggende funksjoner og uttrykkes til en hver tid.

Pa bakgrunn av sekvenseringsresultater fra Eurofins Genomics samt resultater fra PCR fikk vi
bekreftet de ulike bakterieartene, bortsett fra bakterie nummer 1 der vi av usikker arsak ikke
mottok resultater. Selv om bakteriene ikke er bekreftet med 100% sikkerhet, anser vi
sikkerheten som hgy nok til at vi kan konkludere med at dette er gjeldene bakterier. Dette viser

at arbeidet vart med molekylaere metoder har vert vellykket.

Vurdering av risikofaktorer for utvikling av tenacibaculose

Pa bakgrunn av sparreundersgkelsen ser vi en stor ssmmenheng mellom utsett av smolt pa lave
og fallende vanntemperaturer og utvikling av tenacibaculose. Samtlige anlegg hadde utsett pa
fallende vanntemperaturer der temperaturen ved utsett hovedsakelig var rundt 4 grader.
Historisk sett var det sveert kalde vanntemperaturer i Troms varen 2018 som kan ha veert en
medvirkende arsak til at anleggene med beliggenhet i Troms opplevde sa kraftige utbrudd i
forhold til tidligere. Var oppfatning at utsett pa kalde og fallende vanntemperaturer er en

risikofaktor for utbrudd av tenacibaculose, bekreftes ogsa fra tidligere studier (5, 17)
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Utbruddene forekommer hovedsakelig 2 -3 uker etter utsett. Fisken har et nedsatt immunforsvar
etter utsett grunnet nylig transport til matfiskanlegg, et hgyere stressniva og dermed ogsa
nedsatt appetitt. Ved transport oppstar det ofte mekaniske skader i hudbarrieren til fisken som
folge av pumping og trenging som kan vaere en inngangsport for Tenacibaculum
spp. Smoltifiseringsprosessen og overgang fra ferskvann til saltvann er ogsa et stressende
moment for fisken og bidrar til at sjesetting er en sarbar periode.

Det ble ikke utfart noen annen form for handtering far utbrudd hos de fleste anlegg i studien
som falgelig er hensiktsmessig da handtering er stressende for fisken. Smoltifiseringsprosessen
er en ngdvendighet for laksen og transport fra settefiskanlegg er uunngaelig. Det er derfor viktig
a bidra til at laksen har et best mulig utgangspunkt i forbindelse med sjgutsett og handtering de

farste ukene etter utsett bar derfor unngas.

Med hensyn pa mekanisk lusebehandling var det kun et anlegg som hadde rensefisk tilstede
under utbrudd. Som nevnt innledningsvis kan leppefisk, rognkjeks og berggylt infiseres med
Tenacibaculum spp, men det er ingen klare studier som viser at det kan smitte over til laks.
Vitenskapskommiteen for mat og miljg, VKM utfarte en risikovurdering i 2017 for vurdering
av smitte fra rensefisk til oppdrettslaks. Tenacibaculum spp. ble vurdert til og muligens kunne
smitte fra rensefisk, men i sveert liten grad og mindre sannsynlig at rensefisk er et reservoar.
VKM sin generelle anbefaling er fullstendig brakklegging mellom innsett og videre at kun en

liten andel av rensefisken gjenbrukes(18).

Vedrgrende andre mekaniske avlusingsmetoder etter sjgsetting var det falgelig ikke lus pa de
fleste anlegg ved tenacibaculose-utbrudd da utbruddet hovedsakelig skjedde 2-3 uker etter

sjgsetting. Etter kun noen fa uker i sjg er det normalt sett ikke lus pa laksen og dermed ikke
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behov for lusebehandling. Et anlegg benyttet seg av thermolicer som mekanisk avlusing fer
utbrudd av tenacibaculose. Dette var anlegget som hadde utbrudd 4 - 5 maneder etter sjgsetting.
Det kommer ikke frem fra sparreundersgkelsen nar mekanisk avlusing ble gjennomfert i
forhold til utbrudd det er derfor vanskelig & si om det var en sammenheng mellom sar etter
Thermolicer og utbrudd av tenacibaculose. Det er bade fordeler og ulemper med mekanisk
avlusning der en av ulempene er at handteringen kan fare til skader i hudbarrieren og dermed

veere en inngangsport for Tenacibaculum spp.

Angaende annen sykdom var det ett anlegg som hadde en mistanke om relasjon mellom annen
sykdom til utbrudd av tenacibaculose. Dette anlegget opplevde hemorragisk smoltsyndrom,
HSS, rundt sjgsetting og deretter tenacibaculose utbrudd noen fa dager senere. Smoltkvaliteten
ved dette anlegget var opplevd som god ved sjgutsett. Det kommer ikke frem fra svar gitt i
sparreundersgkelsen hvem som vurderte smoltkvaliten til a veere normal og hva som ble utfert
av undersgkelser. Det er verdifullt med en fullstendig undersgkelse og obduksjon av smolt far
utsett, men siden HSS ikke regnes som smittsomt virker det til & vaere enkeltindividets
immunstatus og smoltifiseringsgrad som har en innvirkning for utvikling av HSS. HSS farer
som regel ikke til serlig hay dadelighet og skal forsvinne etter noen fa uker i saltvann, men det

kan veere en risikofaktor for sekundzre patologi som eksempelvis tenacibaculose (19).

Det et klart flertall som ville benyttet seg av en vaksine dersom det var tilgjengelig. Et anlegg
gnsket ikke & benytte seg av en vaksine siden sykdommen hovedsakelig kun varte i to uker.
Forfatterne mener at dersom en vaksine blir tilgjengelig ber samtlige anlegg utsatt for
tenacibaculose vaksinere laksen for & hindre sarutvikling, minske stress og smerte som falge av

sykdom og etterstrebe en god fiskevelferd.
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Det er tidligere utfart vaksineforsgk mot Tenacibaculum finnmarkense der antistoffresponsen
var god, men vaksinen hadde likevel darlig effekt mot utvikling av tenacibaculose gjennom
badesmitte. Flere ulike arsaker er diskutert der det konkluderes med at det viktigste er a finne
riktig beskyttende antigen for vaksine. Det er videre diskutert i studien at det trolig ikke er
Tenacibaculum finnmarkense som forarsaker sykdom, men derimot Tenacibaculum maritimum
(7). Det er fortsatt mye vi ikke vet om Tenacibaculum spp. og det gjenstar mye forskning for a
fullstendig forsta patogenesen og hvorvidt det er Tenacibaculum maritimum som faktisk

forarsaker sykdom eller andre Tenacibaculum spp.

Profylakse alltid bedre enn behandling og med hensyn pa forebygging er det ulike tiltak som
kan iverksettes. Det bar sikres god smoltkvalitet pa settefiskanlegget fer utsett. Kontroll av
dette bgr utfgres av veterinaer eller fiskehelsebiolog med fullstendig undersgkelse og
obduksjon. Transport til matfiskanlegg er naturlig nok stressende for fisken og det kan oppsta
skader i hudbarrieren under pumpingen og selve transporten. Det er derfor hensiktsmessig a
unnga lang transporttid for fisken for a redusere stressnivaet far sjgsetting. Et svert viktig tiltak
er a unnga utsett av smolt pa lave og fallende temperaturer. Dette er i noen tilfeller uunngaelig
med utsett pa disse temperaturene, men dersom det kan unngas vil det vaere hensiktsmessig som
et profylaktisk tiltak. Videre er vaksine et naturlig valg for & unngd og begrense

sykdomsutvikling og en god profylaktisk behandling.

Begrensninger og generaliserbarhet

Den viktigste begrensende faktoren for laboratoriedelen av studien er manglende bakterievekst.
Manglende vekst gjorde at vi ikke fikk resultater pa enkelte av testene, i tillegg til at de
resultatene vi fikk ble mer usikre. Et annet usikkerhetsmoment er at mange av de biokjemiske
testene som ble utfart er tester som er tilpasset bakterier som vokser ved 37 °C og passer dermed

ikke like godt til kaldtvannsbakterier. Dermed kan man ikke veere sikker pa at prosedyrene og
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avlesningen av resultater er den samme for disse bakteriene. Grunnet sveert langsom
bakterievekst var det antydning til innterking av mediene i API 20E kitet. Dette kan ha fart til
feil resultat. Underveis i arbeidet har vi mattet endre pa enkelte av metodene siden bakteriene
ikke har vokst. Eksempelvis utfarte vi forst antibiotikaresistens-testen pa Mueller Hinton agar,
men pa grunn av manglende vekst matte testen utfgres pa nytt pa marin agar. Et annet eksempel
er testene for indol, Hugh-Leifson og MRVP der vi underveis i forsgket matte overfare bakterier
og medium til starre reagensglass for mer bevegelse i glassene og dermed bedre vekstvilkar.

Dette hjalp til en viss grad.

Nar det gjelder sparreundersgkelsen ser vi i ettertid at vi kunne lagt til noen spgrsmal,
eksempelvis utbruddets varighet, hyppighet av utbrudd og mer fokus pa smoltkvaliteten ved
utsett. Videre hadde det veert interessant & vite mer om transport fra settefiskanlegg, herunder
antall timer i transport og hvilken type transport for en ytterligere vurdering av risikofaktorer.
En pilotundersgkelse ble utfart i forkant for a forebygge informasjonsfeil ved a sikre at
spgrsmalene var tydelig formulert. Var generelle oppfattelse er at telefonintervjuer ga mer

utfyllende svar og sikret mulighet for oppfalgingsspgrsmal dersom noe var uklart.

Det var sveert utfordrende a kartlegge aktuelle anlegg med utbrudd eller som har hatt tidligere
utbrudd av tenacibaculose. | tillegg var svarprosenten for aktuelle anlegg lav. Utvalgets
starrelse (n=5) er ikke ngdvendigvis representativt for var studiepopulasjon, atlantisk laks i
Norge. Optimalt sett skulle vi hatt flere anlegg for en mer realistisk vurdering av risikofaktorer.
Geografisk sett har anleggene beliggenhet i Troms og Nordland og var refereansepopulasjon er
folgelig ikke ngdvendigvis representativ for studiepopulasjonen. Den eksterne validiteten anses
dermed & vaere sveert begrenset. Imidlertid sa samsvarer vare funn med hva andre studier har

funnet som kan diskuteres om det styrker den eksterne validiteten i var studie.
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Prosedyrer for innsamling av data, analysering og tolkning ble ngye diskutert i forkant og
underveis i studien for & unnga systematiske feil som klassifikasjonsfeil, seleksjonsfeil og
tolkningsfeil. Ved & beskrive prosedyrer i forkant styrket dette validiteten og minimerte

feilkilder. Den interne validiteten anses som god.

Konklusjon

Malene med oppgaven var a karakterisere Tenacibaculum spp og vurdere risikofaktorer for
utvikling av tenacibaculose. Vi har utfert en stgrre andel biokjemiske tester og molekylere

metoder for & beskrive Tenacibaculum maritimum og Tenacibaculum finnmarkense best mulig.

Tenacibaculum spp. er en gram negativ stav, oksidasepositiv, indol negativ og vokser pa
blodagar. Bakterien er resistent mot alle syv testede antibiotika, inkludert kanamycin og
tetracyclin. | var studie skiller T. finnmarkense seg fra T. maritimum ved at T. finnmarkense
hadde en slimete, viskgs konsistens og vokste hovedsakelig i sterre kolonier, mens T.
maritimum var svert klebrig og vokste utelukkende i pin point kolonier. Videre var T.

maritimum katalase positiv, mens T. finnmarkense var katalase negativ.

Det er en pafallende sammenheng mellom utsett av smolt pa lave og fallende vanntemperaturer
og utvikling av tenacibaculose. De fleste anlegg i studiet opplevde i tillegg utbrudd 2- 3 uker
etter sjosetting. Som forebyggende tiltak mot tenacibaculose anbefales a sikre god smoltkvalitet
for utsett og unnga utsett av smolt pa lave og fallende vanntemperaturer. Videre kan det vaere
fornuftig a redusere transporttid hos fisken fra settefiskanlegg til matfiskanlegg samt handtering
av fisken de farste ukene etter sjgsetting. Vaksineforsgk er igangsatt og dersom en aktuell
vaksine blir utviklet vil det veere naturlig & nytte seg av denne som en effektiv profylaktisk

behandling.
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Tenacibaculosis has become an important cause of oral erosions in the upper and lower jaw in
Atlantic salmon. The disease is caused by Tenacibaculum spp which is a relatively newly

discovered bacterial group. The bacterial virulence and pathogenesis are still not fully known,
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and requires further extensive research to map out. VVarious research projects have been initiated
to acquire further knowledge of the bacterium as it has had an increasingly high impact on fish

plant communities in the northern hemisphere.

The purpose of the study is to characterize the bacterium through laboratory work, as well as to
investigate possible factors prior to disease through a questionnaire sheet. To learn more about
the characteristics of the bacteria, we have performed various biochemical and molecular tests
with Tenacibaculum finnmarkense and Tenacibaculum maritimum. The tests showed that
Tenacibaculum spp. grows in circular colonies, are gram negative rods, oxidase positive and
are indole negative. The bacteria have a widespread antibiotic resistance, a factor which is

important to take into account ahead of initiation of any antibiotic treatment.

In order to identify possible risk factors prior to the disease, a questionnaire was sent out to fish
farms that previously had outbreaks of Tenacibaculosis in the farm. Through analysis of the
feedback it is concluded that the most important risk factor is exposure to cold and falling water
temperatures, and as the disease often occurs in the weeks right after exposure to sea water, it

is important to avoid factors that can cause stress in the fish during this period.
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Vedlegg

Falgeskjema til spgrreundersgkelse:

NMBU Veterinzerhggskolen
Oslo, 29 januar 2019
Til aktuell aktar innen oppdrett av atlantisk laks

Sperreundersgkelse 1 forbindelse med fordypningsoppgave om
snutesar/tenacibaculum- infeksjon.

Vi er to veterinarstudenter pa 6. aret, som har fordyping innenfor akvamedisin og som skriver
fordypningsoppgave om snutesar pa atlantisk laks. Formalet med spgrreundersgkelsen er a
fa informasjon om mulige faktorer som er typisk forutgaende for snutesar.

Var oppgaveveileder er professor @ystein Evensen ved institutt for basalfag og akvamedisin
(BasAm), NMBU Veterinaerhggskolen. Institutt for basalfag og akvamedisin er ansvarlig
institutt for oppgaven, og statter sparreundersgkelsen.

Dersom anlegget ikke har utbrudd av snutesar/tenacibaculum pa naveerende utsett
gjelder spgrsmalene for det siste utsettet som hadde problemer.

Trykk pd «<FYLL UT SKIEMAET», sa kan man skrive svarene rett inn i skjemaet. Den tekniske
utfyllingen foregar ved a sette kryss i rutene, eller skrive kommentar der det er aktuelt. Det er
satt av plass til kommentarer alle steder der det er relevant. Kommentarer er gnsket, og vi er
interessert i all informasjon som kan ha med forekomsten av snutesar a gjare. Trykk «<SEND»
nar skjemaet er ferdig utfylt.

Data vil bli lagret med passordbeskyttelse pa vare datamaskiner, og med sikkerhetskopi pa
Veterinarhggskolens servere. Uvedkommende far ikke adgang til data. Ved publisering vil
data veere anonymisert slik at informasjon om den enkelte praksis ikke kan identifiseres.
Farste spersmal som gjelder navn pa anlegg og lokalisasjon er kun for vare registrering av
anlegg som har deltatt pa undersgkelsen.

Deltakende anlegg far fordypningsoppgaven tilsendt om gnskelig.
Dersom du har sparsmal til skjemaet sa ta kontakt med oss direkte eller via epost eller mobil.
Vi tar kontakt igjen om to uker dersom vi ikke har mottatt sperreskjema innen da. Om du

foretrekker det kan vi registrere data gjennom intervju pa telefonen.
Vi setter veldig stor pris pa at du tar deg tid til & delta pa spgrreundersgkelsen var.
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Vennlig hilsen

Maren Fagerheim Linn Beate P. Onsrud
Mob: 46370135 Mob: 94884729
Epost: maren.fagerheim@nmbu.no Epost: linn.beate.petersen.onsrud@nmbu.no
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Sparreundersgkelse:

Sparreundersgkelse i forbindelse med fordypningsoppgave om
snutesar/tenacibaculum-infeksjon

Dersom anlegget ikke har utbrudd av snutesar/tenacibaculum per dags dato, gjelder
sparsmalene for det siste utsettet som hadde problemer.

Navn pa anlegg og lokalisasjon: (dette er kun for egne registreringer av anlegg som har

deltatt pa undersgkelsen).

Har anlegget utbrudd av snutesar/tenacibaculum infeksjon na? Dersom ikke, hvor lenge

er det siden dere hadde det?

Oppstod sykdommen i alle merdene pa anlegget, eller kun i enkelte?

Dersom kun enkelte merder ble angrepet; hva kan veere mulig arsak til det?

Nar pa aret ble fisken sjgsatt og hvor lenge etter sjgsetting oppstod utbruddet?

Hvor mye veide fisken ved utsett? Og hvordan var smoltkvaliteten?

Hva er vanntemperaturen i dag og hvordan har temperaturtrenden veert etter utsett?

(stigende, fallende, jevn)? Hva er hgyeste og laveste malte temperatur?

Hva er oksygennivaet i merdene og hvordan har oksygentrenden vert etter utsett?

(stigende, fallende, jevn)
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Hva er saliniteten i vannet?

Endrer saliniteten seg gjennom aret? Hva er hgyeste og laveste malte salinitet?

Er det utfert mekanisk avlusning pa fisken? Hvis ja, hvilken metode?
Barsting

Spyling

Thermolicer

Hydrolicer

Annen

Nei, har ikke gjennomgatt mekanisk avlusning

I TS T T B

Hvor mange ganger har infisert utsett blitt mekanisk lusebehandlet?

Ble rensefisk benyttet under utbrudd? Huvis ja, hvor stor prosentandel?

Hva var lusetallet pa anlegget under utbruddet?

Har det veert annen handtering, transportering eller sortering av fisken etter utsett? (Sett

bort i fra evt. avlusning). Hvis ja, hva har blitt gjort? (eks notvask)

Har det veert endringer i foringen etter utsett?

Har det veert skadedyr(oter, rovfisk osv) pa anlegget etter utsett?

Har det veert utbrudd/ekt dgdelighet av annen sykdom enn snutesar pa anlegget etter

utsett? Hvis ja, hvilken?
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Har dere hatt forekomst/problemer med vintersar?

Vaksinerer dere mot vintersar?
C Ja

 Nei

" Vet ikke

Har denne fisken blitt behandlet med antibiotika? Huvis ja, i hvilken sammenheng?

Pa en skala fra 0-4: anser dere snutesar/tenacibaculuminfeksjon som et problem pa
anlegget.

1. Anser det ikke som et problem
2. Minimalt problem

3. Moderat problem

¢ 4, Stort problem

Hvordan ble diagnosen snutesar stilt?

Ble det foretatt bakteriologiske undersgkelser av fisken, og i sa fall, ble bakterier pavist

0g typebestemt?

Hvilke tiltak iverksettes ved eventuelle utbrudd av Tenacibaculum? (Eks

antibiotikabehandling, avlivning av enkeltindivider, stamping out osv.)

Ville anlegget ha benyttet seg av en vaksine dersom det var tilgjengelig? Hvis ikke;
hvorfor?

Har det veert hendelser eller endringer i driften etter utsett? Hvis ja, hvilke?

Andre kommentarer?
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475840 - GB - 2002114

WASTE DISPOSAL

It is the responsibility of each laboratory to handle waste
and effluents produced according to their type and degree

WARRANTY

bioMérieux disclaims all warranties, express or implied,
including any implied warranties of MERCHANTABILITY

AND FITNESS FOR A PARTICULAR USE. bioMérieys
shall not be liable for any incidental or conseguential
damages. IN NO EVENT SHALL BIOMERIEUX'S
LIABLITY TO CUSTOMER UNDER ANY CLAIM
EXCEED A REFUND OF THE AMOUNT PAID TO
BIOMERIEUX FOR THE PRODUCT OR SERVICE
WHICH IS THE SUBJECT OF THE CLAIM.

READING TABLE

of hazardousness and to treat and dispose of them [or
have them treated and disposed of) in accordance with
any applicable regulations.

ary RESULTS
TESTS | ACTIVE INGREDIENTS fmgleup.} REACTIONS/IENZYMES
gieup HEGATIVE POSITIVE
. AT L-galactosidase
ONPG g Inm'::uphanyl BIE: 0.223 | (Ortho MitraPhenyl-R0- colorlegs yellaw (1)
Aeiactopyranagcs Galactopyranosidasa)

ADH L-arginine 1.9 Arglning DiHydralase yellaw red | arange (2)

LOG L-lysine 1.9 Lysine DeCarboxylase yallow red | arangs (2)

[s]a]H L-oenithine 1.9 Urnithine DeCarboxylase yellow red / arange ()

ciT trisodium clirate 0.756 | CiTrate utilization pale green | yellow blue-green § blue [3)

H2S sodium thesulfate 0.075 | HzS production coloriess | greylsh tlack deposit f thin line

URE ures 0.76 | UREase yellow red § arange {2}

TDA / immediata
TOA L-trypiophane a.ag | Tryptophane DeAminase vl | reddish brown
JAMES J immediate
colerless
IND L-tryptophane o4a | INDole production pike Giaan ! yalw | pink
WP A+ VP2 10 min

acetsin producton

WP aodium pyruvate 1.9 {Vogss Proskausr) colerless pink f red {5)

GEL Galstn 0.6 GELatinase no diffusion diffusion of black pigmant

{bovine arlgin)

fermentation / oxdation

GLu D-plucose 1.9 (GLUcoss) (4) lue [ blus-green wallow | greyish yallow
fermentation / oxdation

MAN DO-rannitel 1.9 (MAN ol (4] blue [ blus-green wallow
fermentation / oxidation

IND inoaitol 14 (INGsitai) (4) blue [ blua-green wellow
fermentation / oxidation

S50R D-soroitol 1.9 (SORbitol) (4) bilue | blue-green wellow
fermentation / oxidation

RHA L-rhamnose 1.9 (RHAmnose] (4) blue [ blue-grean wetlow
fermentation / oxidation

SAC D-sucrose 1.9 (SACcharose) (4) lue [ blue-green wellow
fermentation / oxidation

MEL D-meliblose 1.4 (MELibiosa) {4) blue / blue-green yellow
fermentation / oxidation

AMY amygdalin 057 (AMYgdakn} (4) blue [ blue-green wellow
fermentation / oxidaton

ARS L-arabinose 1.9 (ARADinose) (4) blue [ blus-green wellow

0x {ses oxidase test package insert) | cytochrome-OXidase (3e& oxidase test package insert)

(1) & very pake yellow should also ba conslderad positive.

(2) &n orange coler after 38-48 hours Incubation must be considered negative.

(3) Reading made in the cupule (asrablc).

(4) Fermentation begins In the lower portion of the tubes, oxdation beglne in the cupube.

(5) & slightly pink calor after 10 minutes should be considered negative.

= The guantities indicated may be adjusted depending on the titer of the raw materials used.
= Certain cupules contain products of animal erigin, notably peptones.

bioMérieux® s English - 4
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api® 20 E O75E4D - GB - 2002110
SUPPLEMENTARY TESTS
RESULTS
TESTS | ACTIVE INGREDIENTS aTty REACTIONS/ENZYMES
NEGATIVE FOSITIVE
{mgleup.)
Hitrate MIT 1+ WIT 2/ 2-5 min
radicto NO:z production yellow | red
potaggum nitrate 0.078
GLU tube Zn /5 min
reductian to Nz gas arange-rad yelow
MGB ::I’clrrachiiilum er otility non-rotile maotlle
Mei MacCankey medium rowth abgence presenas
OF-F ermentation : under areen yetlow
plucose (AP OF Meadium) ineralon
OF-a xadation @ exposed to the graen yeliow
ir
PROCEDURE p. |
IDENTIFICATIOMN TABLE p. Il
LITERATURE REFEREMCES p. IV
INDEX OF SYMBOLS p. v

EIDMI—:|I=.|I—:|_|><
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