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Ny analysemetode opnar for meir

malretta forebygging
av vintersar

| motsetnad til andre bakteri-
elle agens som inngar i multi-
valente registrerte lakse-
fiskvaksiner, sa har ikkje
vaksinering loyst problemet
med vintersar forarsaka av
Moritella viscosa. Kva er
arsaka til denne ufullstendige
vaksinebeskyttingen mot
denne bakterien? | denne
artikkelen kommer forfattaren
med ei klar anbefaling

om i sterre grad a bruke
variantspesifikk vaksinering.
Det betyr at isolat av M.
viscosa innsamla fra feltutbrot
lokalt og regionalt blir nytta
som vaksineagens for fisk som
setjast ut pa same lokalitetar
neste gang.

Qyvind Vagnes, leiar for Diagnostikk, Blue
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Innledning

Vintersar er ein sjukdom og ein
miljorelatert skade som forer til
betydelege dyrevelferdsmessige problem
og skonomiske tap for havbruksnaeringa.

Vintersar representerer ogsa eit aukande
omdgmemessig problem for neeringa
med stadig fleire negative presseoppslag
relatert til denne tilstanden. Moritella
viscosa er bakterien som er rekna som
hovudagens for vintersar pad laksefisk
i oppdrett. | arets Fiskehelserapport
er M. viscosa klassifisert som tredje
viktigaste helseproblem. M. viscosa har
inngatt som komponent i multivalente
oljeadjuvansvaksiner  sidan  slutten
av 1990-talet. | motsetnad til andre
bakterielleagenssominngérimultivalente
registrerte laksefiskvaksiner, sa har ikkje
vaksinering layst sjukdomsproblemet. Eit
viktig sparsmal blir da; kva er arsaka til
ufullstendig vaksinebeskytting mot denne
bakterien?

Moritell viscosa er meir kompleks enn
tidlegare antatt

Moritella viscosa var i utgangspunktet
sett pd som ein homogen bakterie.
Forsking har over tid avdekka at dette
ikkje er tilfelle. Grove et al. (2010) viste at
M. viscosa kunne delast inn i to grupper
ved bruk av gensekvensen til gyrase B
(gyrB). Denne inndelinga blei bekrefta av
Karlsen et al. (2014). Bruken av begrepa
«typisk» og «variant» blei tatt i bruk
for & kunne gruppere M. viscosa som
sjukdomsagens. Typisk M. viscosa blei
farst brukt om laksespesifikke variantar av
bakterien. Variant blei brukt om stammer
isolert fra andre artar som regnbogeaure.
Kompleksiteten til M. viscosa blei vidare

avdekka med arbeidet til Karlsen et
al. (2017). | dette arbeidet blei heile
arvestoffet til eit mindre antal M. viscosa
sekvensert (fullgenomsekvensering) og
brukt til & avdekke variasjon mellom dei
undersgkte bakteriestammene. Resultata
deiraviste ein hggare grad avkompleksitet
enn det som tidlegare var kjent med fire
ulike bakteriegrupper eller clader (figur 1).
Laksespesifikke M. viscosa blei delt inn
i tre grupper og bakteriar fra andre artar
plassert i ei eiga gruppe.

Dette arbeidet viste variasjon ogsa for
laksespesifikke M. viscosa, som tidlegare
hadde framstatt som ei homogen gruppe.
Fullgenomsekvensering med péfelgande
dataprosessering er ein arbeidsintensiv
og kostbar arbeidsmate.

Ein alternativ metode som har statt
fram som hensiktsmessig for typing av
slektskapsmessig neerstdande bakteriar
er MLVA (Multi Lokus V(variable number of
tandem repeats) Analyse).

Sergard et al. publiserte i 2023 eit arbeid
der MLVA blei brukt til & type eit stort antal
M. viscosa stammer. Her blir begrepet
klonalkompleks innfgrt. Dei fleste
laksevariantar av M. viscosa fell innanfor
tre klonalkompleks der «typiske» isolat
blir gruppert som klonalkompleks 1
(KK1) (Figur 2). Arbeidet viste ogsa at kva
klonalkompleks som har dominert som
sjukdomsagens for laks har variert over
tid.

Ny analysemetode avdekkjer ulike
variantar av Moritella viscosahurtigare

MLVA som metode bygger pa eikartlegging
av spesielle delar av bakterie DNA. Dette
er delar som ikkje kodar for spesielle gen,



men som inneheld korte repeterande
sekvensar som vist i Figur 3. Denne
typen DNA omrader blir gjerne kalla
VNTR der VNTR stér for Variable Number
of Tandem Repeats. Kombinasjonen av
ikkje-kodande omrader og repeterande
element gjer at ein VNTR endrar seg
raskare  enn  arvestoffet  generelt.
Undersgking av VNTR egnar seg difor
for kartlegging av slektskap mellom
naerstdande artar. Endring i VNTR skjer i
form av endring av antalet repeterande
element. Om fleire VNTR blir undersgkt
og kombinert i ei slektskapsundersaking,
far vi eit verktay med heg opplaysing for
bakterietyping

Typing med fullgenomsekvensering vil
vere ein «gullstandard». Samanliknar ein
MLVA resultata til Sgrgaard med resultata
for fullgenomtypinga til Karlsen sa viser
desse metodane samanfallande resultat.
KK1 tilsvarer «typiske» M. viscosa, KK2
tilsvarer clade 2 og KK3 tilsvarer clade
1. Stammene som blir gruppert som
clade 3 av Karlsen et al. fell utanfor dei
tre klonalkompleksa og blir klassifisert
som «andre» i arbeidet til Sergaard.
Fordelen med MLVA samanlikna med
fullgenomsekvensering er at den som
metode er langt mindre ressurskrevjande
bade arbeidsmessig og kostnadsmessig,
og opnar for rutinemessig typing av M.
viscosa stammer.

Ufullstendig  vaksinebeskytting i
registrerte vaksiner?

MLVA resultata til Sergaard et al
viste altsd at M. viscosa relatert til
sjukdom pa laks er ei heterogen gruppe
(Figur2). Kva klonalkompleks som
har dominert som sjukdomsagens
har vore skiftande over tid. M. viscosa
varianten brukt i registrerte vaksiner har
imidlertid vore den same, og har for alle
vaksineprodusentar vore KK1 isolat fra
tidleg 1990-tal. Ny kunnskap indikerer
manglande kryssbeskytting mellom ulike
klonalkompleks av M. viscosa. Dette kan
vere ei forklaring pad ei tilsynelatande
ufullstendig vaksinebeskytting, til tross
for gjennomvaksinering av oppdrettslaks
med multivalente vaksiner som har M.
viscosa som antigen. Gjennomgang av
historisk materiale viste at fram til 2002
var lakserelaterte M. viscosa dominert
av KK1. Frd 2002 til 2012 er det eit stort
innslag av KK2. Frd 2014-2020 er KK3

Fullgenomsekvensering med pafelgande dataprosessering er ein arbeidsintensiv og kostbar
arbeidsmate. Ein alternativ metode som har statt fram som hensiktsmessig for typing av
slektskapsmessig nzerstdande bakteriar er MLVA (Multi Lokus V(variable number of tandem repeats)
Analyse). Fordelen med MLVA samanlikna med fullgenomsekvensering er at den som metode er langt
mindre ressurskrevjande bade arbeidsmessig og kostnadsmessig, og opnar for rutinemessig typing av
M. viscosa stammer. Foto. Blue Analytics
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Figur 1: Figuren er henta frd Karlsen et al 2017 og viser gruppering av M. viscosa basert pd fullgenom
sekvensering. Resultatet viser fire grupper eller clader.
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Figur 1: er henta frd Sergaard et al. 2023 og viser gruppering av M. viscosa basert pd MLVA typing. A «Minimum spanning» tre som viser slektskap mellom
stammer som inngdr i arbeidet. Samlinga av stammer kalt klonalkompleks (KK)1, 2 og 3 er avmerka. B Relativ andel av laksestammer som inngdr i dei ulike
klonalkompleksa. C Relativ prosentvis andel av dei ulike klonalkompleksa for kvart dr (venstre x-akse) og antalet isolat undersakt (hagre x-akse).

Selskapet Blue Analytics har kontor og laboratorier pa Marineholmen | Bergen. Her har dei opparbeid seg ein betydelig kompetanse pa sekvensering av bl.a
Moritella viscosa. Foto: Ole Andreas Drgnen.
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den dominerande varianten. Frd 2020
er det igjen KK1 som er stadig meir
dominerande. KK1 ser imidlertid no ut til
& ha endra seg, og er i stadig starre grad
ikkje-viskas (ikkje- tradtrekkande).

Med bakgrunn i resultata presentert
i arbeidet til Sgrgaard et al., har Blue
Analytics tatt i bruk MLVA analyser for
typing av M. viscosa og tilbyr no dette som
ein avvare tenester. Resultat frd materialet
vi har typa sa lang viser at bruk av gyrB
sekvensering for typing av M. viscosa gjev
ein sveert ufullstendig informasjon om
bakterietypen. Tabell 1 viser eksempel pa
typing av M. viscosa isolat fra eiinnsending
av lakseisolat. Isolata er alle undersgkt
med gyrB sekvensering og typa som
«variant». Ved bruk av MLVA typing ser vi
at det her dreier seg om fire forskjellege
variantar av M. viscosa og ikkje berre ein
variant som ein kan fa inntrykk av med
gyrB tilnaerminga. Sparsmalet blir da kva
dette betyr i praksis.

Ved & bruke ein annan laboratorieteknikk
far vi ein indikasjon pad at det er ein
samanheng  mellom  ulike  MLVA
relaterte M. viscosa grupperingar og
immungjenkjenning.  Immunblot  er
ein teknikk der ein brukar antistoff til &
gjenkjenne protein. Vi har brukt antiserum
fr& kanin som er immunisert med ein M.
viscosa KK1 stamme og testa dette mot
ei gruppe av M. viscosa mottatt for MLVA
analyse. MLVA typinga er vist i tabell 2.
Alle isolat er henta fra laks med vintersar.
Resultatet forimmunblot er vist i figur 4.

Det er her forskjell i immungjenkjenninga
for dei ulike M. viscosa variantane. Ein
kan ikkje utan vidare overfgre dette
resultatet til grad av vaksinebeskytting.
Resultatet viser likevel at det er forskjell
pa immungjenkjenning av dei ulike M.
viscosa variantane.

Kryssbeskytting mellom vaksine- og
feltisolat bor kartleggast

Ein publikasjon av Furevik et al. (2023)
viser at det er manglande kryssbeskytting
mellom det dei kallar «klassisk» M. viscosa
og «variant» M. viscosa. | dette arbeidet er
det brukt gyrB sekvensering for a gruppere
bakterievariantane og «klassisk» M. viscosa
er KK1. Arbeidet viser at det er mang-
lande kryssbeskytting mellom «klassisk»
M. viscosa og «variant». Som vi har vist
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Figur 4: Immunblot med kanin anti KK1 serum mot lakseisolat av M. viscosa typa med MLVA (tabell 2).
Resultatet viser klonalkompleksavhengig immunologisk gjenkjenning av M. viscosa

Figur 3: Variable Number of Tandem Repeats (VNTR). Figuren viser fire av VNTR som inngdr i M. viscosa
MLVA undersgkinga. Ved G telle antal repeterande element i kvar VNTR kan dette brukast til G kartlegge
slektskapen mellom ulike M.viscosa stammer.
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Tabell 1: M. viscosa lakseisolat mottatt for MLVA typing. Alle isolat var gyrB typa som "variant". MLVA

resultata viste fire forskjellege variantar.

Lakseisolat
1

2

gyrB-typing
Variant
Variant
Variant
Variant
Variant
Variant

Variant

MLVA-typing

Andre 1

Tabell 2: Lakseisolat av M. viscosa mottatt for MLVA typing. Isolata var typa med gyrB sekvensering.

Isolata blei vidareundersgkt med immunblot.

Lakseisolat

gyrB-typing

MLVA-typing

Variant

9

10

11

12

13

14

15

16
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Variant

Variant

Variant

Andre

Andre

Andre
KK1

KK1

er «variant» ei heterogen gruppe. Dette
gjenspeglarsegogsaidenimmunologiske
gjenkjenninga av denne gruppa som vist
i figur 4. Resultat frd laboratoriearbeid
kombinert med erfaring fré& felt indikerer
at graden av kryssbeskytting mellom
ulike M. viscosa variantar er usikker og ber
kartleggast. Det er ogsa usikkert om dei
gamle KK1 variantane gjev tilstrekkeleg
vaksinebeskytting mot nye KK1 variantar.

MLVA resultata vi har viser ei drift i nyare
KK1 M. viscosa samanlikna med eldre KK1
brukt i registrerte vaksineprodukt.

Inntil kryssbeskytting mellom ulike M.
viscosa i vaksine er kartlagt anbefaler vi
difor i sterre grad @ bruke variantspesifikk
vaksinering.

Det betyr at isolat av M. viscosa innsamla
fra feltutbrot lokalt og regionalt blir nytta
som vaksineagens for fisk som setjast ut
pa same lokalitetar neste gang e
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