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1. Innledning

Francisellose er pr i daten viktigste sykdommeitorskeoppdretbg kanskje den starste

trussel for neeringerSiden den fgrste gang ble oppdaget i oppdrettsanlegg i Rog2Idd6l

har den gkt i omfang og utbredet8dlere anlegg i Midt Norge og til Nordlandror

oppdretterne har det hatt store gkonomiske konsekvenser, og i Rogaland er torskeoppdrett
nesteravviklet pa grunn afrancisellose For naeringen som helhet er det en stor trussel som
det er viktig & sgke a finne lgsninger pa.

Bakgrunnen for denne rapporten er FKDOs fina
fokuserer pa de helsemessige utfordrimgknyttet til kommersialisering av torsk i oppdrett

og fangsbasert havbruk. Hovedfokuset for prosjektet i 2008 / 2009 vil veere knyttet til
bakteriesykdommen francisellose.

Denne rapporten er ment & gi en oversikt over dagen kunnskapestdencisea

bakteriens og dens innvirkning pa torskeoppdFetymiljgene sorarbeider med
sykdomsproblemer hos torsk er bhdt til & gi en status om pagaende arbeider knyttet til
Francisella hos torsk. tillegg er en del oppdrettere intervjuetn dereserfaringerfra
sykdomsutbrudd i anleggetFHL har i kapittell4 gitt en beskrivelse av naeringens mange
utfordringer nar det gjeller francisellose. Dette er gjort med utgangspunkt i naeringens eget
stasted og ikke fra en vitenskapelig synsvinRelppoten er ikke en helhetlig rapport om
sykdommen, men skal gi en oversikt over dagens status, samtidig som den skal gi nok
bakgrunnsinformasjotil & synliggjare fremtidige FoU behov.

Hvert innlegg er presentert i sin helhet og ikke redigert i ersfei. Innleggene
komplimenterer hverandre til & danne et helhetlig bilde om Francisellose. Det er noe overlapp

nar det gjelder den generelle informasjonen om Francisella, men dette star for forfatternes
egen regning.

Bergen, 7 mai 2009

Frisk Torsk v Grethe Adoff, Brit Hjelthes og Trude Nordli
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2. Immunresponser og effekten av vaksine

Bade ved Universitet i Bergen og Universitet€toamsger det i gang prosjekter som
arbeider med a vurdere immunresponser og effekten av vaksine hosBeggle prosjektene
er presentert i rapportemerje Ellingserfra Universitetet i Tromsgarbeider med en dr.scient
grad og ved UiB har Eirin F. Pettersenfetskeiprosjekt.| tillegg har  Forskningsradets
Norgei India program et prosjekt som ogsébefatter utvikling av immunologisk verktay
blantannetmot Francisella bakterien. Arbeidsbm starter i lgpet av vareer etsamarbeid
mellom Fiskerihggskolen i Tromsg og indiske forsknings miljger og ledet av Roy Dalmo.

2.1. Vannbaren smitte medFrancisella sp. og pafalgende antistoffrespons i
torsk (Gadus morhua L.)

Terje Ellingsen, Norges Fiskerihggskole

Varen 2008 gjennomfarte var gruppe i samarbeid med Veterinzerinstituttet, et forsgk med ip
smitte av torsk me#rancisellasp. for & undersgke antistoffresponser, regulering av
immungener og overfgring av smitte via vann. Forsgket ble utfgrt pa torsk pa 160 g og hadde
en varighet pa 90 dager. Bakterien ble mottatt fra Veterinaerinstituttet.

Antistoffrespons ble sammenlignet hoen usmittet fisk, smittet fisk og fisk immunisert med
inaktiverte bakterier. Overfgring av smitte via vann ble utfgrt ved a la usmittet fisk ga i et kar
med avlgpsvann fra den smittede fisken. Smitte ved bruk av dette karoppsettet er nylig
publisert av Nkkelsen og medarbeidere (200x).

{1 Torsk viste en tydelig spesifikk antistoffrespons f@ncisellasp., demonstrert bade
ved ELISA og western blotting. Hvilken betydning antistoffresponsen har for
overlevelse ble ikke undersgkt.

1 Det ble ogsa pavist &rancisellasp. smitter via vann. Granulomdannelse og bakterier
ble pavist i den friske fisken som mottok vann fra smittet fisk.

2.2. Francisella i torskens immunceller

Eirin Fausa Pettersen, Institutt for biologi, Universitetet i BergeRrosjektet erihansiert
av Norges forskningsrad (20072009)

BakterienFrancisellasp. som forarsaker sykdom hos torsk er en fakultativ intracellulaer
bakterie. Dette betyr at den kan overleve og formere seg inne i vertens celler. Flere typer
immunceller har til oppave & fierne og drepe bakterier og slike celler omtales som
fagocyttiske celler. Disse cellene presenterer ogsa de nedbrutte restene av bakterien til andre
typer immunceller slik at disse blir aktivert og gir en immunrespons. Fagocyttiske celler som
makrofger og ngytrofile granulocytter er derfor sentrale i det uspesifikke forsvaret og viktige
bindeledd til det spesifikke forsvaret. Hos torsk er det spesifikke immunsystemet cedidrB

som produserer antistoffer mindre aktivt enn det vi kjenner fra &erefgel laks, som gir god
spesifikk respons pa vaksinasjon. Flere forhold tyder pa at for torsk er det uspesifikke
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immunforsvaret sveert viktig. Hos torsken har vi for eksempel funnet at den har mange
ngytrofile granulocytter i blod. Disse cellene kommektail et infeksjonssted og er sentrale

I betennelsesreaksjonen. Andre sentrale celler er monocytter i blod. Disse differensieres til
makrofager nar de kommer inn i vev. Det er kjent fra infeksjoner i andre arter, bade med
Francisella sp. og andre intrattaleere bakterier, at de har mekanismer for & omga
fagocyttenes drap og immunfunksjoner. Dette betyr at bakterien ikke fiernes og drepes inne i
disse cellene, men at den derimot kan holde seg i live og formere seg i celler som har til
hovedoppgave a gdelgg den.

Dette skaper to spesielle forhold. Ved at bakterien oppholder seg inne i vertens celler er den
giemt for alle de komponentene i immunsystemet som vil bidra til & hemme eller begrense
infeksjonen. Ved at den oppholder seg inne i immunceller kanefgativt pavirke deres
funksjoner. Disse forholdene har betydning for forlgp og manifestasjon av sykdommen og har
sveert stor betydning for hvilke immunprofylaktiske tiltak som kan eller vil virke eller om det
er mulig & fremskaffe eller indusere beskyteimmunitet.

| forbindelse medFrancisellainfeksjon hos torsk er det derfor viktig & undersgke om

bakterien forekommer inne i fiskens immunceller. For a kunne studere dette ma en ha etablert
en rekke metoder bade i forhold til & dyrke bakterien ogisibi@re og holde torskens

immunceller i live med gode funksjonelle egenskaper i behold etter isolering. | tilegg skal det
etableres metoder for & undersgke torskecellenes ulike drapsmekanismer, om de blir infisert
og for & identifisere sa langt som muliglke celletyper bakterien kan oppholde seg inne i. |
forhold til & studere og forsta torskens immunresponser er sveert lite gjort. Szerlig gjelder dette
immuncellene, som samlet omtales som de hvite blodcellene eller leukocyttene. Vi vet sveert
lite om dissecellene hos torsk og har hittil lite erfaring med a studere deres funksjoner og
responser pa immunstimulering. Uten slik kunnskap ma man i stor grad basere seg pa a
oprRB3ve og feiled, og man blir avsk-ret fra
lzsning$orslagene som testes i forbindelse med immunprofylakse.

| prosjektet er vi godt i gang med studierFrancisellainfeksjon i torskens immunceller,
etablering av egnede metoder for studier av en rekke immunfunksjoner knyttet til fagocyttiske
celler ogderigjennom hvilke strategier bakterien benytter for & overleve inne i vertens
immunceller.

Prosjektets maer & undersgke hvordan de fagocyttiske cellene reagerer pa infeksjon med
Francisellaog kartlegge mekanismer som den benytter for & unnga ellekesvektens
immunsystem. Et langsiktig mal vil da veere a finne hvordan torsken kan stimuleres slik at den
vil svekke eller blokkere de mekanismene bakterien benytter for & overleve og skape
infeksjon.

Immunceller (leukocytter) fra torsk

Sentrale forskningsoppgaver
1 Kunnskap om torskensxmunceller
9 Forekomst a¥rancisellai torskens

immunceller

1 Immuncellenes reaksjon pa infeksjon me

Francisella
9 Immunstimulering i forbindelse med

intracelluleere bakterieinfeksjoner
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Livssyklus til Francisellai humane makrofager

3. Fragmentering av
fagosomkappen egiembranen

2.3. Norge-India prosjekt

Roy A. Dalmo, Fakultet for marin biovitenskap, fiskeri og gkonomi, Universitetet i
Tromsg. Finansiert av Norges forskningsrad.

Ulike nasjonale institusjoner (Universitetet i Tromsg og Bergen, NOFIMA matrin,
Hagskolen i Bodg og Norges veterinaerhggskole)adgineprodusenten Pharmagq
samarbeider med en rekke indiske forskningsmiljg innen vaksineutvikling for fisk. Den
norske delen av prosjektet skal blant annet fokusere pa vaksineutviklirigranotsella

sp hos torsk. | hovedsak skal det utvikles strateget bruk av immunogene og
beskyttende antigener fRaancisellasom skal inngd i ulike vaksineformuleringer.
Parallelt med utviklingen av vaksiner innbefatter ogsa prosjektet studier av
immunresponser bade ved Francisella smitte og etter vaksineriidprSdet ikke
foreligger sentrale redskaper for & studere immunresponser skal det derfor utvikles
relevante immunologiske verktgy som kan gi informasjon om korrelasjon mellom sykdom
og beskyttelse. Sentralt i dette er ogsa etablering av eksperimenttdhsodiell med
Francisella

3. Vaksineutvikling 7 hvor langt er man kommet ?
VaksinesetkapenePharmaq odntervetNorbio arbeider begge med utvikling av en
vaksine mot Francisella, men fremdeles kan det synes langt frem i tid & f en vakisine som
beskyttermot sykdommen. Det fglgende er en presentasjon av aktivitetene hos Intervet
Norbio;
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3.1.Status vaksineutvikling mot francisellose; en oppdatering av aktiviteten
hos Intervet Norbio

Bjorn Krossgy, Intervet Norbio

Brukerstyrt NFR prosjekt 2068008:1 detteprosjektet var en alvovednalsettingene a
utvikle en effektiv vaksine mot francisellose, seitlen 2004 har forarsaket store tap for
norsk torskeoppdrett.denne prosjektperioden har det blitt fokusert pa testing av vaksiner
basert pa inaktivert bakteritormulert i ulike oljeadjuvanser og inaktivert med

forskjellige metoder. Resultatene sa langt viser imidlertid liten effekt av vaksinering i
kontrollerte smitteforsak, bade for testvaksiner som kun innehBtdecisellabakterien

og for kombinasjonsvakser som ogsa inneholdt vibriobakterier. Sett i lys av at det enna
ikke finnes gode vaksiner mot andfeancisellaarter som forarsaker sykdom pa dyr og
mennesker er dette ingen stor overraskelse, og det gjgr det lite realistisk & forvente en
snarlig utviking av effektive vaksiner mot francisellose i torsk.

Av andre resultat fra dette prosjektet kan vi nevne at baktsi@nvi finner pa torsk
Francisella noatunensisble karakterisert og sammenlignet neslektede bakterier som
er sykdomsfremkallende for bade dyr og mennesker. Det ble Vist@tunensibar
klassifiseres som en egen art i slekten Francisella.

Et viktig delmal i prosjektet vangsaa utvikle spesifikke og sensitive metoder for
pavisningav bakterienTo ulike sanntid®CR metoder har blitt utviklet og
kommersialisert, og selges na til kuntéde i Norge og utlandet. Disse verktayene har
blitt brukt til & vise af. noatunensigan pavisesa flere arter villfisk langs norskekysten
sa vé som i mange oppdrettspopulasjotargs kysten. Undersgkelser av
smittemekanismene innen og mellom anlegg ved hjepGiRhar gitt oss god kunnskap
om hvordan sykdommen utvikler seg i et anleggnerelt kan det sies at francisellose
utvikler seg saktanen er bakterien fgrst introdusegtianlegg viprevalensen gradvis
gke inntil vi far et sykdomsutbrudd typisk andre sommesg@aan. Dereneste maten a
unnga store tap for oppdretterne er a forutse slike utbrudd vedhlijelgelmessig testing
og aslakte fisken fgr utbruddet far utvikle seg. Et annet viktig mabémisning av
bakterien i fisk pa et tidlig stadium er muligheten filiddre introduksjon av infisefisk

til nye lokaliteter. Spesielt er det sett pa saktig a hindre introduksjonabakterien til
denordlige delene av kysten som enna ser idt tidere mindre utsatt for denne
sykdommen endet endemiske omradet fra Rogaland til Ma@re og Romsdal.

Vaksineutvikling; veien fremover:

De negative resultatene sa langt til tross har vi dikeopp! Fremover vil vi fokusere pa
identifisering og karakterisering av bakterielle antigener som kan indusere en beskyttende
immunitet etter vaksinering. Dette arbeidet vil bli utfgrt i nsert samarbeid med flere
forskningsgrupper tilknyttet Universtet i Bergen med spesialfelt innen

molekylzerbiologi og databehandling. Det er vanskelig & angi en tidsplan for nar en
eventuell vaksine kan komme pa& markedet basert pa resultat fra dette
samarbeidsprosjektet, men det vil hgyst sannsynlig veere urealisttskmkortere

tidshorisont enn-% ar.

Det utviklingsarbeidet vi na star foran er bade kunnskapsintensivt og kostnadskrevende, og Vi
ser pa det som avgjgrende at bade naeringen selv og myndighetene er med pa a stille kapital til
radighet for utviklingsps s j ekt som retter seg mot det i da

7



Francisella status rapport 2009

vaksinemarkedet som torsken representerer. Uten en slik felles innsats vil det veere vanskelig
a rettferdiggjere den nadvendige resursbruken sammenlignet med andre viktige prosjekt rettet
mot stgre marked.

3.2.Utvikling av Francisella-smittemodell for genetisk resistens og
vaksinetesting pa Atlantisk torsk (Gadus morhua).

Claudia Maira og Marianne Bordevik, PHARMAQ AS
Olaf Skjeervik, VESO Vikan

| november 2006 startet PHARMAQ og VESO Vikan opp et samarbeid for & etablere en
forutsigbar smittemodell for testing av vaksiner mncisellaog til bruk i avisarbeid pa
torsk.

Utviklingsarbeidet inkluderte vurderingen av ulike parametre for modeitan,
smittemateriale, smittedoser, temperaturer ved smitte, smitteveier, smitteforlgp,
sykdomsforlgp etter smitte, diagnostikk og vaksinetesting.

Fem forsgk er blitt gjennomfart i forbindelse med utviklingsarbeidet. En kort oversikt over
forsgkene gis nezhfor.

Forsgk 1

Bad og ipsmitte pa 70 grams uvaksinert og vaksinert torsk i 12 °C sjavann.

Det ble brukt et smitteisolat fra VESO.

Kun sporadisk dagdelighet ble oppnadd.

Fisken ble forsgkt stresset ved nedtapping av vannet 49 dager etter smitte.
Tempeatur ble gkt til ca 15 °C 62 dager etter smitte.

Ingen ytre tegn pa sykdom i fiskegruppene.

Begge smittene (bad og ip) pagikk i 120 dager. All fisk avlivet og obdusert.
Tydelige franciselloselesjoner ved avslutning pa vaksinegruppe og kontrollgruppe.
Fisken utsatt for badsmitten hadde mer granulomer i milt og hodenyre enn fisken som
ble stikksmittet ved avslutning.

Too T T To To To o I

Forsgk 2
Bad og ipsmitte pa 16 grams uvaksinert torsk i 15 °C sjgvann.

Det ble brukt et smitteisolat fra PHARMAQ.

4 ulike smittedoseirstikksmitten (ip) + usmittet fisk (kohabitant) i samme kar.

To ulike doser i badsmitten.

Registrering av dadelighet forarsaketraancisellabakterien bade etter baog
stikksmitte.

Det var en tydelig doseespons i stikksmitten i forhold tilgdeligheten etter smitte.
Dgdeligheten stoppet ca dag 25 etter smitte med laveste doser.

Registrering av dagdelighet forarsaketrancisellai kohabiterende fisk fra dag 25.
Ip smitte pagikk ca 40 dager og badesmitte i 58 dager. All dgd og overldisinde
ble obdusert.

Ved obduksjon ble granulomer i milt og hodenyre pavist i dade og overlevende fisk
fra bade ip og badsmitte, samt i kohabitant fisk.

o oo Do Dooode
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A Francisellable reisolert p& CHAB skél fra en stor andel av de dgde fiskene.
A IFAT ble positiv til Francisella
Dose - rasponse; ip amitte Dose- response; badsmitte
100
%0
= £ am
'E. —s—Kahabitart g 70
E == 1107 E &0
g mxm"":‘ g 50 = Hay dose
% Tlrl:.- g i :
= = 104 E a0 == Bedum dose
2 £
10
o
o s an ! 16 19 18 21 26 31 36 41 46 51 56
Dager etter smitte Dager etter smifte
Forsgk 3

Bad og ipsmitte pa 54,4 grams uvaksinert torsk i 15 °C sjgvann.

Kumulativ dedelighet %
nBHBABBEEERB

oo o DoDe Do DoDoTode

Gjentakelse av forsgk 2, samme isolat, samme fiskebatch.
Tre doser i ipsmitten + usmittet fisk (kohabitant).
En dose i badsmitten.
Registrering av dadelighet forarsaketraancisellabakterien bade etter baog
stikksmitte.
Det var en tydelig doseespons i stikksmitten i forhold til dgdeligheten etter smitte.
Dgdeligheten stoppet ca dag 25 etter smitte med laveste doser.
Registreing av dadelighet forarsaket &vancisellai kohabiterende fisk fra dag 25.
Ip smitte pagikk ca 45 dager og badesmitte i 58 dager. All dad og overlevende fisk
obdusert.
Ved obduksjon ble granulomer i milt og hodenyre pavist i dade og overlevende fisk
fra bade ip og badsmitte, samt i kohabitant fisk..
Francisella ble résolert pA CHAB skal fra en stor andel av de dgde fiskene.
IFAT ble positiv til Francisella
Dose - respons; ip smitte
Badsmitte, hoy dose L
§ e
e E *
<
& 5 10 18 3 2™ 30 38 40 48 Dager efter smitte

Dager etter smitte
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Forsgk 4 og 5
To vaksineforsgk har veert giennomfgrt ved bruk av de utviklede smittemodelierkesinert

og vaksinert torsk pa 16 og 25 gram bledg badsmittet ved 15 °C i sjgvann etter 6 og 12
ukers immuniseringstid. Vaksinene som er benyttet har veert polyvalentersyyalente

Ip smitte etter 6 uker . Ip smite etter 12 uker Badsimitte etter 12 uker

E
822

=

B8 =28
Humulativ dodelighet %

Kumulativ dedelighjet %
=R wasgEs

EE-

Dager atter smitte Dager etter smitie

Dager etter smitte

produkter som inkluderer inaktiveftancisellamed ulike inaktiveringsprosedyrer og ulike
type formuleringer. Effekten av vaksinene er vurdert ved & sammenligne forskjellen i
dadeligheten og dannelse av granulomer etter smitte mellom uvaksinert ksknogsella
vaksinert fisk. . | ett av forsgkelde det ogsa brukt en vibriosevaksine som kontroll.
Observasjonstid for ggmitter var mellom 19 25 dager og badsmitter 3660 dager etter
respektive smitter.

Resultatene viser at ettergmitte sa er dgdeligheten pa fiskegruppene vaksinert med
Francisella lavere enn i begge kontrollgrupper. Dette ble registrert bade 6 og 12 uker etter
immunisering. Imidlertid, etter badsmitte ble hgy dadelighet registrert i alle gruppene. Etter
ip-smitte og badesmitte, ble granulomdannelse i milt og hodenyre paslsfriaf bade
vaksinerte og kontrollgrupper.

Vaksinering mot francisellose er en viktig del av tiltakene for & kontrollere sykdommen.
Videreutvikling og optimalisering akrancisellazaksiner er ngdvendig. Imidlertid, en del av

den utviklingsprosessen inlderer testing av mulige vaksinekandidater under feltbetingelser
for & kunne vurdere korrelasjon av effektresultater mellom felt og laboratorieforhold.
Erfaringene med andre intracelluleere bakterier tilsier at det er vanskelig & reprodusere
onaturéfigriomided under kontrollert betingel se
intracellulzere bakterier har ofte vist seg a vaere vanskelig mot andre sykdommer i pattedyr.
Det er derfor ikke overraskende at utvikling av effektive vaksiner mot francisellosena
ressurskrevende.

Det foreligger pdd. en patent sgknad vedrgrende bruk Bvagcisella noatunensigaksine

til fisk. Det at markedstilgangen for en slik vaksine kan bli begrenset til den som eier patentet
vil kunne ha innvirkning pa hvor intensiahdre kommersielle aktgrer arbeider med a
optimalisere en slik vaksine.

Konklusjoner fra forsgkene:
A Dadelighet forarsaket dvrancisellabakterien registreres bade etterag badsmitte.
A Etter ip smitte avhenger total dgdelighetsavittedose injisert.
A Dgdelighet ser ut & vaere temperaturavhenging (om smitte gjennomfgres ved 12 °C
eller 15 °C).

10
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Too o o To To Po o

Tydelige lesjoner forarsaket &rancisella-bakterie (granulomdannelse) registreres

bade etter ipog badsmitte.

Bakterien har vannbaremmitte og kan brukes i en kohabitantmodell.

Francisellabakterier kan résoleres med hay frekvens fra smittet fisk p4 CHAB skal.

Etter smitte blifFrancisellabakterier pavist fra bade lever og milt ved hjelp av IFAT.
Resultatene fra ypog badsmitteblg j ent att med hRBy og oOoforut
Videreutvikling og optimalisering av vaksiner mot francisellose er ngdvendig.

Vurdering av korrelasjon mellom laboratorieresultater og resultater fra felt er viktig

for videreutvikling av francisellose vaksme
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4. Metode for a ta ut smittebaerende fisk i villfisk populasjonen
Stamfisk kontroll - Nyrebiopsi

@yvind J. Brevik, Trond E. Isaksenh, Paul J. Midtlyndf, Synngve Hellandj Are Nylund

YUniversitetet i Bergen, Institutt for BiologE-post:oyvind.brevik@bio.uib.no
*VESO, Oslo
*Nofima Marin Sunndalsgra

Med den gkende torskeyngelproduksjon i Norge er det behov for kunnskap og kontroll
vedrgrende utbredelse av sykdomsframkallende organismer (patagenghos stamfisk.

Det finnes en rekket@mfiskprodusenter spredt i Norge, aplspulasjonene hos disse har i

stor grad bestatt av villfanget kysttorsk og skrei.

Det er i dag ogsa gjeldende praksis & supplere villfanget fisk til avispopulasjonen forut gyting
for & gke den genetisk bredden ogd gke antall regulzere gytere. Dette medfarer at
stamfisken i stor grad er villfisk. Det er i dag en rekke kjente torskesykdommer som en finner
bade i villfisk og oppdrett. francisellosdforarsaket a¥rancisella piscicidaer den

alvorligste, men ogsiéral nervas ekrose(noda virug er sykdommeisom farer til tap i

oppdrett. Sykdomskontroll av stamfisk bestar i dag av en karantene hvor nyfanget villfisk far
ga i separate kar far de benyttes som stamfisk. Fisk som viser kliniske sykdomstegn i denne
pelioden forkastes. Dette er en darlig tiinaermingsmate da mange agemsgtee som
beerertilstand, dvat patogenetrtilstede i fisken men$ma mengdeog uten at debppstar
syneligesykdomstegn. Sykdosatbrudd innebaer@fte oppblomstring av agensgopptrer

ofte som erkonsekvensv nedsatt immunapparat hos eeyf.eks. i gyteperioden eller i

tidlige stadier som larvefasen (littviklet av immunforsvar).

En oppblomstring amgens gyteperioden vil gkepredningspotensialér vertikal

ovelfgrbae agengsmitte fra foreldre til avkom)Agens vil da kunne veere tilstede i hgyere
antall og i flere egg, noe som er en god spredingsstrafegantengraksiservil medfgreen

reel kontamineringsfare for avispopulasjon, anlegg ogoeygn tar baeretiland i

betraktning Konsekvensen adlagens praksisan veerespredning av agens via stamfisk og
smittede egg, noe sokan fabade gkonomiske og gkologiske konsekverBSesempelvis vil
enpopulasjon hvor beerere av agens er tilstede fra klekking kontra sisjigifase gi vidt
forskjellige sykdomforlgp. Det fgrste senarioet vil fare til starre tap og hgyere sannsynlighet
for en gjennomsmittet populasjon far produksjonssyklusen er ferdig. Resultatet kan veere at
oppdrettere pafgres ungdvendige tap veskaffdse av smittet settefisk.

Av gkologiske konsekvenser er spredning av sykdomsagens til naive omrader den stgrste
trusselenHer vil patogenet kunne smitié oppdrettisk innadi samme anleggller fra

oppdrett til villfisk. | dag er det starsingel og settefiskproduksjonav torskpd vestlandet,

men nye av denne fiske transporteres nordover til Nordland og Troms. Transport av levende
organismer over store geografiske omrader kan i verste fall medfare introduksjon av nye
smittestoffer til dematurlige populasjonen omrader som i utgangspunktet er naive for slike
smittestoffer Det finnes noen data pa utbredelsd-apiscisida og er nevnt rapportertil

Trond E. Isaksen ("Utbreiing a@wancisellasmitte hos villtorsk i Noreg ")

En avispopudsjon fri for agens bar veeea malsetning for & hindre spredning av
sykdomsagensScreening av stamfisk for viktige potensielle vertikalt overfarbare

smittestoffer er et viktig verktgy som bgr bli innfgrt som en rutinemessig kontroll. Dette

gjgres i gkede grad pa stamfisk hos laks, hvor befruktet rogn og obduksjonsprgver av
stamfisk anvendes ved screeningen rettet mot potensielt vertikalt overfarbare agens. Analyse
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metoden som benyttes er sanntidsiRIR, og er i dag var mest sensitive metode for
pavisnng av sykdomsagens. Sanntids-RTR tester kan detektere arvestoff fra bakterier og
virus, og kan benyttes som--ller kvantitativt deteksjon. Resultatet sier om agens er tilstede,
men ikke noe om sykdom (dvs. det er ikke en fullverdig diagnostisk mefdele er i bruk

hos en rekke kommersielle aktgrer innen genteknologiske analysgkdamsagens hos fisk,

i tillegg til forskningsinstitusjone(PatoGen, ldvbruksinstitutet{niversitetet i Bergen og
VeterineerinstituttetlObduksjonsprgver av nyeev ha torsk er standard i dag fslike

analyser, og det er vist at det er mulig & pavise svaert sma mengder av patogéher som
piscicida betanodavirus og VHS virus med bruk av sanntids RT BGke nyrevev prgver

blir ikke tatt av stamfisk far etter gyting, og en god stamfisk gnsker man heller ikke & avlive
Torsk gyter flere ganger overl15mnd og samme stamfisk benyttes i flere sesonger. Sa
hvordan detektere potensielle vertikalt overfgebsmittestoffer hos stamfisk? Egg er det
beste vevet tilgjengelig for ikke letale analyser. Men sykdomsagens i egg er tilstede i sma
mengder, detreheller ikke homogent fordelbette vanskeliggjar pavisning av
sykdomsagens i eggpartieage som igjen kafare tilfalske negative resultat.

Universitetet i Bergen har i samarbeid med VESO OslINafgna Marin Sunndalsgra

utviklet og testet ut en metode foyrebiopsi av torsk for pavisning av francisellose ved bruk

av sanntids RIPCR.Formalet med forsgkeart var & utvikle en metode for & ta ut nyey

av levende stamfisk uten at denne ble skadet.

Det ble brukt engangssprayte / kanyle eller biopsinal. Stikkpunktet var bak gjellelokket
anteriort for skulderbuen, gverste daligra cleithrunn. Fisk utsatt for prgvetakning var
tilsynelatendekke pavirket. Metoden er testet to ganger i starre skala, hvor det ved en
anledning gav noe dgdelighet. Demtmlelighetekunneimidlertid tilskrives handtering pa

land samt darlig bedavelse rutiner. Kvetitanalyser av pravene viste at biopsiprgvene hadde

lik kvalitet som standarbbduksjon)nyrepragver med tanke pa pavisning av sykdomsagens.
Dette er ny metode som muliggjar nyre prgvetakning uten & skade torsken, noe som kan ha
stor anvendelighet bade iam forskning og naering. Vi har vist at den fungerer, og det er

relativt enkét & gjennomfare denne pravetagningen for ansatte i neeringen. Metoden krever
ikke kostbart utstyr. Slike pr@ver som nyrebiopsi muliggjar identifisering av individer i
stamfiskpopudsjonen med beerertilstander av sykdomsagens. Smittebaerende fisk kan tas ut av
anlegget og man kan i stgrre grad avle frem smittefri yngel. Forvaltningsmessig er dette et
probl em: skal man sl akte ut alt elslkeor fkiusrk de
ogsa hasmittestoffer i seg som ikkkanpavises selv med den mest sensitive metoden
tilgjengelig.

Oppsummering

{1 Stamfisk som brukes i torskeyngelproduksjonen bestar i hovedsak av villfisk

1 Screening av stamfisken er i dag mangelfull

1 Ved abenytte stamfisk med vertikalt overfgrbare sykdomsagens vil en kunne spre
patogener til naive omradetillegg til a pafere oppdretter ungdvendige tap.

1 Nyrebiopsi av torsk kan pavise beerertilstaralevertikalt overfarbare agens uten
a skade fisken

13



Francisella status rapport 2009

Metoden er enkel og rimelig & benytte og sveert sensitiv

Denne metoden kan benyttamalet om & fa en sykdomsfri stamfisk populasjon
Forvaltningsmessig vil det a kunne drive individ diagnostikk veere problematisk da
fisk i dag diagnostiseres som en populasjon.

1 Auvlsfisk anlegg vil veere motvillige til screening om de palegges a slakte ut all fisk
i tilfeller der et individ av 100 er positiv fat vertikalt overfgrbart agens

= =4 =
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6. Spredning av smittestoff mellom anlegg
Lars Asplin & Anne D. SandvikHavforskningsinstituttet

Smittespredning mellom lokaliteter i et fiordomrade kan veere avhengig av smittedosen som
spres (horisontal spredning). Denne smittedosen er igjen en funksjon av effektiviteten til
smittestoffet (f.eks. bestemt av alder og omgestemperatur) og spredningsveier. Nar det
gjelder spredningsveier i et fijordsystem ma en kjenne vannbevegelsen.

Havforskningsinstituttet har en stor aktivitet i forhold til bl.a. miljgvirkninger av havbruk og
fjordgkologi, hvor vannbevegelse og temperfattnoldene i vannet er viktige faktorer. Derfor
har vi gjennom flere ar bygget opp metodikk for & skaffe ngdvendig informasjon om
fiordmiljget. For a kvantifisere spredningen av vann omkring i fiordene trenger vi et relativt
komplisert system bestaendel#@de sentrale observasjoner og ikke minst et numerisk
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modellapparat. Sentralt i det numeriske modellapparatet som opereres ved
Havforskningsinstituttet er en modell for strem og hydrografiske forhold i et fiordomrade. Vi
har dessuten separate modellersjpredning av sporstoff og for partikler (f.eks. lakselus).
Videre opererer vi ogsa egne modeller for drivkrefter (bl.a. vind) og randbetingelser (hav
kystmodell). | prinsippet kan vi implementere modellapparatet for ethvert fiordomrade, og i
dag er moddtr for Lysefjorden, Hardangerfjorden, Sognefjorden, Folda, Altafjorden og
Porsangerfjorden operative.

Vannbevegelsene i fjorder og kyststrgk er av natur sammenlignbart med atmosfeerebevegelsen
og det vi kjienner som veeret. Altsa er det snakk om et kamgisike forutsigbart system

dersom vi snakker om tidsperioder lenger enn et par dager. Siden alt utvikler seg saktere i
vann enn i lufta er det noe enklere & beregne hva som skjer og har skjedd, men det er uansett
et komplisert arbeid.

Malinger avstrgmmen fra fjorder viser at bevegelsen er satt sammen av svingninger med
mange skalaer. Fra Hardangerfjorden finner vi at vanntransporten domineres av episoder med
noen timer til dagers varighet (Figur 1). Disse malingene -enib0ttersverdier fra 11 rdyp

av stramkomponeneten langs fjordaksen, slik at positive verdier er strgm inn fjorden og
negative er ut. Malingene er gjort med en observasjonsbgye plassert utenfor Rosendal i
posisjon N 59,99E 5,92 (http://data.nodc.no/observasjonsboye). Obsernasie er fra en

drgy to ukers periode i manedsskiftet noverdesember 2008. Her starter det med en uke

der giennomsnittlig stramhastighet ut fjorden er ca. 0,2 .nRent teoretisk vil det vannet

som passerer strgmmaleren kunne forflytte seg 120 kmrdesmonet opprettholder denne
stramhastigheten videre utover fjorden (noe som riktignok ikke er sannsynlig). Denne
episoden med utstramning avlgses av en kraftig episode med innstrgmning, skapt av en sterk
sgnnavind den 27. november (dag 331). Her nar stieami 11 m dyp en hastighet pa 0,6 m s

! og over en periode p&2.dager strammer det gjennomsnittlig inn fiorden med ca. 03 m s
Dette skulle indikere at vannet i omradet forflytter seg fler¢all® kilometer i forbindelse

med denne episoden. Vi vagsa at stramhastighetene drevet av vind gker betydelig fra 11 m
dyp mot overflaten, og hastighetene helt i overflaten vil sannsynligvis v&gager

sterkere enn i 11 m. Observasjonene illustrerer uansett dynamikken som kan forekomme i de
store oppdrésfiordene, og samtidig hvilket potensiale strammen har til raskt & flytte vann
mellom oppdrettsanlegg.

Strgm langs fjorden i 11 m dyp ved Hardangerfjord @st observasjonsbgye
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Figur 1. Stramkomponent langs fjordaksen i 11 m dyp fra en observasjonsbgye utenfor
Rosendal i Hardangerfjorden (posisjon N 59,89,92 ). Positive verdier er stram inn
fjorden.

En illustrasjon pa spredning av et smittestoff fra en bestemt kilde er resultater fra et
modelleksperiment i Hardangerfjorden med spredning av et passivt sporstoff fra et
kontinuerlig utslipp i perioden 15. aptil 20. mai 2007. Kilden er like nord for Varaldsgy og
den 20. mai er sporstoffet i overflaten tilstede i ulik konsentrasjon i omtrent hele fjorden
(Figur 2). Fortynningen gker naturlig nok jo lenger vekk fra utslippspunktet en kommer, og i
de ytre og daller innerste delene av Hardangerfjorden er konsentrasjonen av sporstoffet
under 2%.

60°N

45'

30

Figur 2. Modellert spredning av et passivt sporstoff i overflaten fra en kilde nord for
Varaldsgy (markert med rgd sirkel) den 20. mai 2007 etter et kontinuesligputra 15. april
2007. Verdiene angir konsentrasjon i forhold til 1.

Modellresultater viser at horisontal spredning av smittestoff innen en tidsramrv ¢hdgh

er relativt stor, minst 20km. For lengre tider, ca. en uke, vil i prinsippet hele Harfjartgsn

kunne bli bergrt av patogener langveisfra. Modellresultatene vil kunne gi infomasjon om alder
pa smittestoffet i ulike omrader samt hvilken omgivelsestemperatur det har opplevd.

/. Patogenese

Duncan J. Colquhoun Veterineerinstituttet

Siden ddgarste tilfellene av Francisellose i 2004 har det veert en intensiv forskningsinnsatts
med fokus pa deteksjon og karakterisering av bakterien. Sa langt vet vi faktisk forholdsvis lite
angaende patogenese i Francisellose. Noe av det vi vet er:

Temperatur/sesong svingningerFrancisellose kan bli pavist aret rundt, men hgyest
dgdelighet er observert etter lengre perioder med varmt vann pa sein sommer/hgst. Til dags
dato er det bare to smitteforsgk, utfgrt under kontrollerte forhold, som ergutjl#is utfart

16



Francisella status rapport 2009

ved 12°C (Mikalsen efal. in press) og en ved £C (Nylund et al. 2006). Disse rapporterer
betydelige forskjeller i utfall (dgdelighet). Videre eksisterer det en delpkkésert resultater

pa effekten av temperatur pa utviklingen avrieisellose. Temperatur betraktes som det mest
relevant faktor i utvikling av sykdommen i en infisert populasjon, og hovedsaklig rapporteres
det en direkte forhold mellom utvikling av sykdommen (og evt. dgdelighet) og
vanntemperatur. Arbeid utfart ved VESkan viser til null dgdelighet i smitteforsgk (i.p.)
utfgrte ved 12C mens en reprodusbar dose respons kan oppnaes ved i.p. smitte utfart ved 15
°C. Arbeid utfert ved UiB viser temperaturavhengig dgdelighet med maksimal dgdelighet pa
51 % ved 18C (hgyestemperatur testet). Erfaringer fra pregvetaking under vintersesongen
viser at sykdommen forsvinner ikke med synkende vanntemperaturen men nedre
temperaturgrense for overfagring av sykdommen er ikke kjent. Selv om forhgyet dgdeligheten
ofte ikke er registm i felttilfeller viser arbeid utfart av Mikalsen et al (in press) og Nylund et
al. (2006) at sykdommen sprer seg raskt i en smittet populasjon.

Horisontal smitte: Den minste infeksigse dosen for Francisellose er ikke kjent, men det har
blitt demonstrarat sykdommen er lett overfgrbar horisontalt. | kontrollerte smitteforsgk har
en smitteoverfaring til kohabitanter veert tilneermet 100 % og horisontal smitte er ikke
avhengig av kontakt mellom infiserte fisker. Ett arbeid utfgrt ved NFH har vist at agt@psv
fra ett kar med Francisella infisert torsk har, med en hgy grad av effektivitet, overfart
infeksjonen til torsk i mottakskaret.

Vertikal smitte?: Francisellaer pavist i rogn (UiB), men om sann vertikaloverfaring (dvs,
bakterier intracelluleert i seadler egg) awFrancisellaskjer er, sa vidt vi vet, ikke paviehna.

Vertspesifisitet og nsjer utenfor torsk: Bare ett publisert arbeid har sett pa tilstedeveerelse
av bakterien utenfor syke torsk. Ottem et al. (2008) undersgkte en del fiskearkge|l s
krabbe for tilstedeveerelse Bvancisellavha PCR. Med unntakelse av en oppdrettslaks (blant
32 testet) ble det bare pavist hgye Ct verdier (dvs fa kopieramcisellaDNA) i andre fisk
arter, krabbe og blaskiell.

Pa tross at en veldige naeregset bakterie, trolig et medlem av samme Brtphilomiragia
subspnoatunensig har blitt identifisert i forbindelse med dgdelighet i oppdrett av atlantisk
laks i Chile (Birkbeck et al. 2007), har det ikke blitt pavist sykdom pga Francisella infeksjon
oppdrettslaks i Norge, selv i populasjoner av laks i merd i neerheten til infisert torsk anlegg.

Smitteforsgk ved UiB indikerer &rancisella philomiragiasubspnoatunensistammen fra
Chile gir en klinisk forskjellig sykdom i Norsk oppdrettstorskieten Norske stamme av
bakterien. At to stammer av den samme bakterie art viser forskjellige vertstropisme er ikke
ukjent.Vibrio anguillarumserotypene O2a og O2b, er genetisk identiske i MLSA
(husholdning gen analyse), men viser vertstropisme for henhsltbrsk/laksefisk og torsk.

Ved Veterineerinstituttet har vi i tillegg bekreftet at en sykdom som tidligere ble omtalt som
omykobakt er i os e OFranciselloske. Priove matdialet stakniner fsalsydlege
omrader av Nordsjgen og ble samleshaten av 1980 tallet. | perioden 1980 ble denne
sykdommen registrert med forholdsvis hgy prevalens i torsk, men ikke iamdkresgkte

arter. Denne epidemiologiske informasjon indikerdf.gghilomiragiasubspnoatunensisF.
piscicidai Norgeviser en forholdsvis hgy grad av vertsspesifisitet

Overlevelse utenfor fisken Det er forelgpig ikke kjent hvor leng@ancisellaspp. kan leve
utenfor fiskeverten. Studier d&rancisellaoverlevelse i mikrokosmos er underveis pa
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Veterineerinstituttet. Disdear gi en indikasjon pa fare for direkte smitte mellom anlegg og
overlevelse av bakterien i miljger hvor mottakelig fisk er ikke tilstede. AlRdrecisella

bakterier er kjent for & overleve i vektorer som flatt, mygg osv. for sa a invadere og gi sykdom
i en hgyere organisme. Det er mulig at fiske patogeaecisellassp kan bruke andre
mikroorganismer f.eks amoebae som vektor. Selv om vektorer er hgyst sannsynlig ikke
nadvendige for horisontal smitte (se over om horisontal smitte) ma rollen av vektorer i
forbindelse med persistens av bakterien utenfor fisken og evt. gkning i virulens av bakterien
(en fenomen kjent i andre intracellulzere patogener) forskes pa.

Smittemekanismer/virulensmekaismer

Alle bakterier som gir systemiske infeksjon ma kunne adhmradere og multiplisere i

verten far spredning kan skje. Hvordan Francisella kommer gjgr dette er fortiden ikke kjent.
Store mengder av dyrkbar bakterie i tarmen ble identifisert under smitteforsgk (Mikalsen et al.
2008) og kan tyde pa utskilling av batéefra tarm som en viktige smitteév&vne til &

overleve og repligre innen vertens medfager er mest sannsynhgktige virulensegenskaper

som alleFrancisellapatogener har til felles.

8. Utbreiing av Francisella smitte hos villtorsk i Noreg

Trond E. Isaksert, Karl F. Ottent, Egil Karlsbak, Linda Andersen, Are Nylund'

! Institutt for biologi, Universitetet i Bergen
2Havforskningsinstituttet i Bergen

Stamfisken som brukast i torskeyngelproduksjonen er i stor grad villfanga. Villtorsk kan vera
berar av potensielle patogen som bakterfenancisella noatunensissyn Francisella
piscicidg og betanodavirus (nervgs nekrose virus, NNV). Desse patogename kén gi
sjukdom hos fisk), og seerldgrancisellabakterien, er vist & kunne gje sjukdom hja torsk i
oppdrett med pafylgjande tap. Vertikal overfgring av smitte fra stamfisk til torskeyngel
representerar seers stor fare for yngelproduksjonen. | tillegigteein risiko for horisontal
smitte mellom villfisk og fisk i merd.

Fiskesjukdomsgruppa ved institutt for biologi, Universitetet i Bergen, har delteke i pfosjekt
vedrgrande kartlegging av den naturlige fgrekomsten av patogenar hos torsk langs
norskekysten. Ein av malsetningane for desse prosjekta har vore a klarlegge forekomsten hos
villtorsk av Francisellabakteriar. Denne rapporten viser resultaFaancisellasmitte pavist

hos vill fanga torsk langs norskekysten.

| perioden 2006i 2007 vart det tekne prgvar av villfanga torsk frd ulike stader langs
norskekysten (Fig. 1). Desse fiskane vart fanga av lokale fiskarar, og lagra levande i merd
inntil prevetakinga fan stad. Opphaldstida i slike merdar var maksimalt to veker. Kort
opphaldstid var viktig for & unnga eventuell smitte mellom fiskane.

Alle fiskane vart undersgkt og dissekert nyleg avliva ved den lokaliteten dei vart fanga.
Vevsprgvar blei lagra pa terrisg flytende nitrogen for seinare analyse ved Institutt for
biologi (BIO), Universitetet i Bergen. Totalt er det testa 467 fiskHmancisella smitte i
perioden april 2006i april 2007 (Tab. 1). Fiskens storleik og kjgnn, samt grad av
kjgnnsmodning bleiwrdert.

'!d9Kartlegging Fanciselaspe k oms nodavi r us i Hordal ando finan
Fyl kes kommu nieB)a,k gor WondhPsantihv = av patogener hos villtorsk:
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Fiskesjukdomsgruppa (BIO) har utvikla ein rekke ulike sanntids PCR testar (assay) for ein
rekke kjende fiskesjukdom agens i Noreg, blant anna salmonide alfavirus (Pancreas Disease
virus), ILA virus, IPN virus m.fl. | villtorsk prosjekta er sanrgi®CR ogsa blitt optimalisert

for deteksjon avFrancisella bakterien. Dette er eit viktig og helt ngdvendig arbeid i
utviklinga av sensitive og presise verktay for pavisning av patogen i ulike typar vev, og for
biopsiprevetaking. Metoder med bruk av sasstPCR (real time PCR) er blitt optimalisert
med tanke pa a detektere farekomsFeancisellabakteriar i utvalte vevsprgvar. Vevsprgvar

som er undersgkt i denfeancisellascreeningen er fra nyre (fremre del).

For deteksjon a¥rancisella smitte i villtorsk kan det brukast ulike sanntids PCR testar. |
screening av villtorsk er det brukt to assay (testar, analyser); EF1A og Fc50 (Ottem et al.
2008).

Referanse genar er heilt naudsynte som interne kontrollar i sanntids PCR for & vurdere RNA,
mengde og kvitet. Genet for elongeringsfaktor lalfa fra torsk, (EF1A) har vist seg a vera
egna som referanse gen for sanntids PCR analyser. Genet er alltid aktivt, ettersom det koder
for eit protein som spelar ei viktig rolle i elongeringsfasen under proteinsyntesdierie
(proteinet katalyserer acylbindinga mellom den innkommene aminosyren og peptidkjeden).
Referansegen er dessutan heilt essensielle for & kunne kvantifiserekgpresjon. For a
kunne seie noko om kor mykje bakteriar det er til stades i ei vexs@w kjent storleik og
gjeven type (e.g. nyre) kan EF1A og Fc50 signala verta samheldne. | pavisfiraneigella

smitte hos villtorsk, vart EF1A assayet brukt i sanntids PCR pa RNA for a teste kvaliteten til
prgvematerialet, dd mRNA er labilt. | sanistiPCR reaksjonane er det DNA som blir nytta
som templat for sjglve reaksjonen med prim@mabe. Dette betyr at RNA ma omskrivast til
DNA. Dette blir gjort i ein cDNA (komplementer DNA) syntese. istegs sanntids PCR
metoden ma slik cDNA tilverkast fardor testen, medan i-dtegs sanntids PCR er denne
cDNA syntesen integrert som ein del av prosessen.

For deteksjon a¥rancisella bakteriar i vevsprgven er Fc50 assayet brukt, med RNA som
templat. Dette pavisar 16S rRNA til bakteriénnoatunensigsjaOttem et al. 2008).

Det er ikkje utfart ein reel kvantitativ analyse av prgvematerialet (eksakt mengde bakterie i
vevsprgven). Testane som er presentert i denne rapporten er kvalitative og viser
tilstedeveerelse av smittestoffet. Sanntids PCR resultateef@ier) indikerer om det er mye

eller lite avFrancisellabakteriar i prgven. Sanntids PCR testane ble vurdert som positive for
Franciselladersom kontroll testane var tilfredstillande og\Ce r di ane (o0cycl e th
Fc50 var reproduserbare.

Ct vadiar i korleis skal desse tolkast?

Ct verdiar st=-r for oOcycle threshold values:
preve overstig mengde bakgrunnsfluorescens i ein sanntids PCR reaksjon. Denne verdien er
direkte korrerlerbar med mengda sRENA og dermed startmateriale i preven (dvs. mengda
patogen; bakteriar, virus). Dersom det er pategjeNA til stades som assayet er laga for, vil
dette DNAOGet kopierast for kvar sykl us. Dess
dess lagare Cterdi. Her er det dessutan mange fallgruver man bar vera klar over; Ct
verdiane varierer med mengde utgangs RNA og RNA kvalitet. Ein generell regel; dess lagare
Ct-verdi, dess meir patogen tilstades. Fisk kan bera pa smitte &varttisellanoatunensis

utan at det utviklast merkbar sjukdom (symptomfri). Det er uklart om frisk fisk som er berarar

av F. noatunensivakterien (hgge Gterdiar for bakterien i nyreprgvar) kan smitte anna fisk,

men sa lenge dei har smitten i seg kan det utviklast sjukdom @y smittefare. | denne

rapporten vil fisk som testar svakt positiv (Ct verdi starre enn 3@.fooatunensiseknast a

ha slik berarstatus. Det er viktig & vera klar over at ein observerar ulike Ct verdiar nar ein
testar same templat med ulike sanntiddRKZ; ulike produsentar av kit lgysningar, samt 2
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stegs RT PCR versussteg RT PCR kit. Ct verdiar er med andre ord ikkjenadleiningeller
ein eksakt verdi, den viser berre nar ein reaksjon finn stad.

| resultata som blir presentert i denne rappoetedet berre Ct verdiar som kan reproduserast

vurdert. Dette vil seie at prgven regnast som positiv berre defsantisellatesten (Fc50

assay) gir

verdiar).

ein

Ct ver di

som er i

nnanfor

Det er brukt RNAsom templat iFrancisellatestane. Det er fordi Fc50 er optimalisert for

RNA og fordi det er meir RNA arvestoff enn DNA i ein levande celle. RNA templat kan i
tillegg brukast for testing av ulike typar virus. Det finnes ulike metodar og protokoller for

ei |

ekstrahering av RNA fra vevspravar. | vare undersgkingar er det pregvd ut to ulike metodar
(EZNA Total RNA Purification Kit I, Omega BIOTEK elléfRIreagentSigmaAldrich). Det
er ikkje blitt pavist forskjell i desse RNgkstrasjons metodane med tankeFpancisella

analysane.

Tabell 1 Prgvar av villtorsk fra norskekysten. Totalt 467 fisk fra 7 fylker vart samla inn og tekne prgvar av i
perioden april 2006 april 2007. Fiskens vekt og lengde (ministetarste) med gjennomsnitteiii parentes.

KjBnnsfordeling er gitt som forholdst al (1 ) .
rogn) fisk er gjeven i prosent.
Aust- Vest- Sogn-o More- o
Rogaland Hordaland _. d 9 d Nordland
Agder Agder Fjordane Romsdal
. Apr. 2006- Mai 2006-
Periode Feb. 2007 Feb. 2007 Feb. 2007 Fob. 2007 Feb. 2007 Mar. 9007 Aar, 2007
Antall fisk 53 B0 30 86 53 100 80
457-8905  240-5596  GBO0-GE37  173-3225 718-3242 95-12396  1210-B100
Vekt (gram) (2468) (1431) (2456) (1403) (1432) (3288) (2863)
37 -92 30-82 40- 87 27 - 76 42-72 22-118 53-95
Lengde (cm
gde(em) g s) 60) 53) ) ©5) 1)
o . 2 18 0B 1 1 16 17 1
F . J v ' L '
Gytende, 2 32 50 7 12 45 31

gyteklar (%)
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Figur 1 Lokalitetar for innsamling av villtorsk. Totalt 467 wiksk frA Agder fylka i sgr til Nordland og
Vesteralen i nord har blitt undersgkt ferancisellabakteriar i perioden 20062008. Kartskisse: Ottem et al.
2008.

Figur 2 Prevalens av villtorsk med pavistancisellabakteriar. Totalt 467 fisk undersgkt frd Agder fylka i sgr
til Vesteralen i Nordland i perioden 200@007. Antall fisk undersgkt (N) er gitt for kvart fylke. Ingen villtorsk
medFrancisellasmitte ble pavist i uttaket frd Rogaland eller Sogm Fjordane.
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