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BILAG/VEDLEGG 

 

1. Prosjektbeskrivelse for forprosjekt: 
"Screening av mikrobeflora i vanntilførsler til settefiskanlegg for laks og ørret med fokus 
på Pseudomonas sp." 

 

2. Spørreskjema for innhenting av opplysninger om anleggene hvor vannprøver 
og biofilmprøver er hentet. 
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1 Innledning 

 

Vanlig forekommende vannbakterier i ferskvann har vist seg i enkelte sammenhenger å være et 

problem i settefiskanlegg med til dels stor dødelighet. Bakterier i gruppen Pseudomonas sp. og 

spesielt Pseudomonas fluorescens er omtalt å kunne ha slike egenskaper.  

 

Tidligere har man sett på infeksjoner fra vannbakterier som et spørsmål om dårlig vannmiljø i 

settefiskanlegget. Grunnene til dårlig vannmiljø kan være mange; bl.a. for lavt spesifikt vann-

forbruk med mulig oksygensvikt, akkumulering av metabolitter med særlig vekt på høye verdier 

av CO2, dårlig selvrensing og partikkelopphoping i kar osv. Dårlig vannmiljø påfører fisken 

stress, og den kan dermed være mer mottakelig for sykdom. Siden vanlig forekommende 

vannbakterier normalt ikke anses som primærpatogene, har infeksjoner med slike bakterier oftest 

blitt sett på som et sekundærproblem. Det vil si at fisken "tåler" disse vannbakteriene når 

vannmiljøet generelt er godt, men blir mer utsatt når miljøet er dårlig.  

 

I den senere tid har man kommet til at enkelte varianter av bakterien P. fluorescens også kan ha 

økt virulens og være en direkte fiskepatogen (Fiskehelserapporten 2009, 2010).  

 

Forekomst av utbrudd som rapporteres å være forårsaket av P. fluorescens ses gjerne i sammen-

heng med håndtering av fisk – som oftest ved stikkvaksinering der man får et utbrudd etter 

vaksinasjon. Fisk som gjennomgår vaksinasjon, er utsatt for en del stress, og er således mer 

utsatt for infeksjoner enn elles.  

 

Noen anlegg opplever gjentatte problemer med infeksjoner forårsaket av vannbakterier. Dette 

har gitt mistanke om at bakteriesmitten finnes et sted i anleggene. Siden bakterien sannsynligvis 

kommer inn med vanntilførselen i anleggene, kan det dermed være mistanke om at det kan 

eksistere et reservoar av bakterier et sted i vannsystemet.  Bakteriebelegg i form av biofilm som 

legger seg på innsiden i vannrørene og elles på flater som er i kontakt med inntaksvannet, kan 

være en viktig kilde til slik gjentakende bakteriesmitte.  

 

SINTEF har fra tidligere arbeider etablert spisskompetanse på egenskaper til bakterier innen 

Pseudomonas-gruppen. Dette gjelder blant annet P. aeruginosa som er blitt studert kontinuerlig i 

mer enn 20 år i forbindelse med infeksjons-problematikk hos dypdykkere i Nordsjøen. Bakterien 

fins overalt i vann, og i dag vet man at bakteriearten har flere hundre forskjellige genotyper. Fra 

studier av miljøet for dykkerne i Nordsjøen, har man kunnet dokumentere at det kun er noen 

svært få genotyper av bakterien som er et problem og gir infeksjoner hos dykkerne. Disse 

genotypene har man videre kunnet vise at de er etablert i biofilm i de rommene der dykkerne 

oppholder seg og spesielt i vannsystemene (rør og vannbeholdere) der. I denne biofilmen kan 

Pseudomonas aeruginosa overleve svært lenge til tross for regelmessig rengjøring og 

desinfeksjon. Derfra smitter den miljøet og forårsaker infeksjoner om og om igjen hos dykkerne. 

(Ahlén et al 1998, 2000, 2001 og 2003). De strategier og metoder som etter hvert er blitt utviklet 

for å avdekke sammenhenger ved miljørelaterte infeksjoner er vist å være meget brukbare også 

til andre typer infeksjonsovervåking, for eksempel Legionella.  
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Problemstillingen knyttet til P. fluorescens og forekomst av fiskesykdom ble fra vår side sett på 

som en analog til problematikken med P. aeruginosa og infeksjoner hos dykkere. Dette var 

bakgrunn for initieringen av dette forprosjektet.  

 

Ved SINTEF Materialer og kjemi har man etablert mye kunnskap om bakterien P. fluorescens. 

Den brukes mye som modellorganisme for bl.a. anvendelser innen bioteknologi. Kunnskapen om 

disse to artene av bakterier innen Pseudomonas-gruppen er blitt både større og delt i løpet av de 

siste 4 årene gjennom en konsernsatsing på Systembiologi – Biofilm ved SINTEF (2008-2011) 

med deltakelse fra tre institutt (SINTEF Helse, Materialer og kjemi, Fiskeri og havbruk) og fire 

avdelinger.  

 

Siden det er grunn til å mistenke at bakterien P. fluorescens kan oppholde seg i biofilm et sted i 

vannsystemene i settefiskanleggene, har dette vært bakgrunnen til etableringen av dette 

forprosjektet. Ved å samle inn prøver av vann og biofilm fra så mange anlegg som mulig for så å 

analysere disse mhp bakterier og spesielt fokusere på Pseudomonas fluorescens, har man søkt å 

få en oversikt over forekomst av denne bakterien i vannsystemene til settefiskanleggene. 
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2 Materialer og metoder 

Den prinsipielle oppbyggingen av et settefiskanlegg som var grunnlag for planlegging av 

prøvetaking, er gitt i prosjektbeskrivelsen som er vedlagt denne rapporten (vedlegg 1) og vist ved 

illustrasjon i figur 1.   

 

 

 
 

Figur 1.  Skjematisk illustrasjon av et settefiskanlegg.  

 

Figuren ovenfor angir hoveddelene av anlegget der det ble tatt ut vannprøver: 

 

1. Vannkilde (elv, innsjø eller grunnvann) 

2. Hovedvannledning fra vannkilde til anlegg 

3. Avdeling for behandling av vann (f.eks. lufting / oppvarming etc.). Dette kan være eget 

hus eller rom i hovedanlegget 

4. Hus for klekkeri og startforing. Mellom vannbehandling og klekkeri/startforing er et 

rørsystem angitt med rød strek. 

5. Uteavdeling for påvekst. Mellom vannbehandlingsavdeling og uteavdeling går et 

rørsystem angitt med rød strek og fordeling til hvert kar. 

 

Hensikten med prøvetakingsopplegget var å se om det på denne måten kunne avdekkes hvor i 

anleggets rørsystem bakterien kunne befinne seg, og/eller om det var noen sammenheng mellom 

rørmaterialet og forekomst av bakterien. Ett av spørsmålene som var stilt ved begynnelsen, var 

om det kunne finnes noen sammenheng mellom typen av plastmaterialet i rørene i anleggene.  I 

denne sammenheng om det kunne være noen sammenheng mellom bruk av PVC-rør og 

forekomst av bakterien P. fluorescens i vannet. Bakterien Pseudomonas fluorescens er 

dokumentert å kunne bruke PVC som karbonkilde ved vekst i biofilm (Aamer et al. 2008). 

 

2.1 Valg av anlegg og innsamling av prøvemateriale 

 

Mht. valg av anlegg for innsamling av prøver, måtte vi sette antall anlegg som kunne inkluderes i 

forhold til de tilgjengelige ressurser i prosjektet. Et viktig kriterium var å få til en relativt god 

geografisk spredning mellom anleggene og at deres totale produksjon av smolt representerte en 

betydelig andel av den smolten som totalt produseres i Norge.  
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På forhånd visste prosjektleder om noen av anleggene som hadde hatt problemer med infeksjoner 

man mener er forårsaket av P. fluorescens. Det understrekes imidlertid at analyselaboratoriet 

ikke hadde denne informasjonen før prøvematerialet ble analysert. Denne ”nøkkelen” ble åpnet 

først når alle analyseresultatene forelå. 

 

Prøver av vann og biofilm fra de ulike delene av rørsystemet som angitt ovenfor, ble samlet inn 

fra i alt 41 settefiskanlegg for laks og ørret. Anleggenes er geografisk plassert i Sør-Norge, Midt-

Norge og i Nord-Norge. Det var flest anlegg fra Sør- og Midt-Norge. 

 

Vannprøver ble fylt på sterile1 liters plastflasker. Biofilm-prøver ble tatt fra samme prøvepunkt 

som vannprøvene og ble tatt ut med bomulls-svabere (Culturettes). I den grad det var mulig, ble 

vannprøver og biofilm-prøver tatt der vannet ikke hadde vært i kontakt med fisk.  

 

Det ble tatt prøver fra følgende 4 hovedpunkt i vanntilførsel til anlegget: 

 

 Direkte i vannkilden (elv eller innsjø) i nærhet av inntaksledning 

 Fra hovedinntaksledning til anlegget (f. eks før lufter) 

 Fra rørfordelingssystemet til klekkeri og/eller startforingsavdeling – gjerne ved innløp til 

et kar 

 Fra rørfordelingssystemet til påvekstkar og/eller ”uteavdeling” – fortrinnsvis direkte fra 

innløpsvannet til et kar 

 

Prøvene av vann og biofilm ble fraktet til Trondheim på raskest mulige måte (”over natten 

leveranser”). Prøvene ble tatt hånd om ved SINTEF Teknologi og Samfunn (TS), Medisinsk 

Teknologi (MT) ved gruppe for Medisinsk mikrobiologi (Med mikro) der materialet ble delt i to 

for analysering hhv. ved mottakslaboratoriet og ved SINTEF Fiskeri og Havbruk. 

2.2 Mikrobiologiske analyser – TS, MT-Med mikro 

 

Filtrering, kultivering og primæravlesing 

Prøvemateriale på 0,5 L ble filtrert (Millipore 0,45µ) for analysering av P. fluorescens. Filteret 

ble delt i to til 2 st Pseudomonas-agar skåler (Cetrimidin) med inkubering ved hhv. Rom-

temperatur (22
o
C) og 37

◦
C. 0,5 ml av prøven ble kultivert på hhv Blod-agar, Mc Conkey-agar og 

TSA-agar. 

 

Ved avlesing (som er gjort av en og samme person) ble det gjort dels en semi-kvantitativ 

bedømmelse av den totale mikrobeveksten (+, ++, +++ og overvekst) for å bedømme antall 

bakterier i prøven. I tillegg gjorde man dels en kvalitativ bedømming der mistenkte kolonier av 

P. fluorescens, andre pseudomonas/aeromonas, coliforme og andre Gram-negative staver som 

enten var i dominans eller som ble bedømt ikke å tilhøre en normal vannflora ble spredd for 

videre uttesting. Samtlige primærkulturer er nedfryst for senere analysering etter behov. 

 

Identifisering /Biotyping  

Til artsidentifisering av hvert enkelt bakterieisolat er biotypingssystemet ID32 GN (bioMerieux) 

benyttet. Dette systemet er velrenommert, og har vært brukt som standard i mange tiår, 
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Genotyping 

Genotyping av bakterier gjøres for å finne mikrober som er "identiske" og er et nødvendig 

verktøy for relevant smittesporing. Ved hjelp av Pulsed Field Gel Electrophorese, PFGE 

genotyping av P. aeruginosa i dypdykkerinfeksjoner har man i dag kunnet identifisere noen 

svært få genotyper som er ansvarlige for samtlige infeksjonsutbrudd blant metningsdykkere i de 

siste 15-20 år. 

 

PFGE-metoden er målfokus i den nå aktuelle forstudien av P. fluorescens hos settefisk. 

 

Som referansestamme i søket etter potensielle infeksjonsgenotyper av P. fluorescens i 

settefiskanlegg, fikk vi tilsendt en relevant ”sykdomsstamme” fra Veterinærinstituttet etter 

skriftlig avtale med anlegget hvor stammen kom fra. Denne sykdomsstammen av bakterien er i 

følge Veterinærinstituttet vist å kunne medføre utbrudd av sykdom ved smitteforsøk. 

 

2.3 Mikrobiologiske analyser – SINTEF F&H 

 

Prøver på 100 µl fra de 159 innsamlede vannprøvene ble strøket ut til to ulike agarskåler, 

Pseudomonas med CFC-supplement og TSA (Tryptic soya agar) i tre ulike fortynninger og 

inkubert ved 10 C° i 20 dager. Ulike kolonier ble plukket enkeltvis fra skålene, ca. 15 kolonier 

fra TSA og 5 fra Pseudomonas agar, og dyrket over natt i TSB (Tryptic soy broth) i 96-brønners 

Nuncbrett, med risting ved 10 C°. Dagen etter ble brettene tilsatt glycerol (20 %) og fryst ned 

ved -80 C°. Totalt ble det isolert 1200 kolonier fordelt på 19 brett.  

 

2.4 Spørreskjema 

 

I sammenheng med innsamling av vannprøver og svaber-prøver av biofilm ble anleggene også 

bedt om å svare på en del enkle spørsmål om vannkvalitet og om rørsystemet som forsyner 

anleggene med vann. Vi fokuserte i denne sammenheng på hvilket materiale rørsystemene var 

laget av (f. eks. PVC, PE e l). Samtidig ble det spurt om vaskeprosedyrer for røranleggene, og 

når slike rutiner sist ble gjennomført i anleggene. Spørreskjemaet som ble benyttet ved 

prøveinnsamling, er vedlagt (vedlegg 2). 
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3 Resultater 

3.1 Forekomst av P. fluorescens i de undersøkte anleggene 

 

I tabell 1 vises resultatene gjeldende forekomst av P. fluorescens ut fra biotyping med ID32GN i 

de undersøkte settefiskanleggene. Biotypingssystemet ID32GN er den biotypemetode som i dag 

er mest brukt til slekts- og artsidentifisering av bakterier. P fluorescens med identifiseringsnivå 

"excellent", "very good ", "good" og "acceptable" ble påvist i prøver fra 18 av de 41 anleggene 

(40 %).  

 

I tillegg til P. fluorescens er det i tabellen også gitt informasjon om forekomst av andre bakterie-

slekter som vil kunne være relevante for problemstillingen, samt et estimat på den totale 

mikrobemengden i vannet i anlegget gitt som semi-kvantitative tall.  

 

3.2 Opplysninger fra spørreskjema 

 

Spørsmålene i spørreskjemaet var utformet med tanke på å innhente eventuell støtteinformasjon 

til de resultatene man fikk ved analyser av bakterier i vannprøvene. Slik hypotesen ble formulert 

i prosjektdefinisjonen, var bruk av PVC-rør i settefiskanlegg omtalt som mistenkt årsak til at 

Pseudomonas fluorescens var et gjentakende problem i anleggene. Bruk av PVC-rør i anleggene 

ble derfor fokusert i spørsmålstillingen. 

 

Denne formen for datainnsamling må vi anta kan gi noe unøyaktige resultater, og konklusjonene 

vi kan trekke må forstås ut fra det. 

 

3.2.1 Vanninntak 

 

Inntak fra elv:     28 % 

Inntak fra innsjø:     64 % 

Flere inntak (elv/innsjø/grunnvann):  8 % 

 

De fleste hadde som ventet inntak av vann fra innsjø, mens ca. 1/3 av anleggene tok enten fra elv 

alene (28 %) eller både fra elv og innsjø, evt. elv og grunnvann (8%). Inntaksdyp for dem som 

tok vannet fra innsjø, varierte avhengig av årstid og lå mellom 1 – 3 m om sommeren og ned til 

20 – 40 m om vinteren.  

 

Inntakets avstand fra settefiskanlegget varierte fra ca. 50m og opp til 3,5 km på det lengste. Det 

var i varierende grad annen aktivitet i nedslagsfeltet for anleggene så som bebyggelse/hytter samt 

jordbruk /skogbruk. For dem som oppga noe her, var det jordbruk som ble fokusert. 
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Tabell 1.  Forekomst av Pseudomonas fluorescens i settefiskanlegg påvist vha. ID32GN, vår 

2011 (se merknader til tabell øverst på neste side) 

 

Anlegg nr 

Antall Prøver 

/Semi kvantitativ 

bedømmelse 

P. fluorescens 

1 eller 2 

Excellent, Very Good, 

Good identification 

P. fluorescens? 

Low discrepancy,  

Doubtful, Unacceptable 

identification 

 

Andre bakterietyper 

(se merknader) 

1 12 / +  Doubt  S, A 

2 7 / +   P, Y(4), S(2), A 

3 5 / ++ Pfl 1 (prøve 4)   P, A,E 

4 8 / +(+) Pfl 2 (prøve 5)  Y, A, E 

5 5 / +++ Pfl 2 (prøve 2)  A 

6 9 / ++ Pfl 2 (prøve 2)  P, S, A 

7 5 / ++ Pfl 2 (prøve 4)  Y(2), S, A, E 

8 8 / ++ Pfl 1,2 (prøve 3,6) + Low disc + Unaccept Y, A, 

9 8 / + Pfl 1,2 (prøve 5,7,8) + Low disc + Unaccept  

10 4 / + Pfl 1 (prøve 1)  Y, A, C, 

11 6 / +  Unaccept Y, M, K 

12 8 / + Pfl 2 (prøve 1,4)  P, Y, S, A 

13 8 / (+)   P, S 

14 10 / ++   E 

15 8 / +   Y, S, A 

16 8 / ++   Y, S, A 

17 8 / + Pfl 1 (prøve 3)  P, S, A 

18 8 / ++  Doubt  

19 8 / ++   Y, S, A 

20 8 / ++   P, Y, S, Ec, A 

21 8 / ++   A 

22 7 / ++ Pfl 1,2 (prøve 2,5)  P, S, E, 

23 8 / +++ Pfl 1,2 (prøve 1,4) + Doubt P, S, A 

24 8 / ++ Pfl 2 (prøve 1)  S 

25 8 / (+)   P 

26 8 / ++  Pfl 1,2 (prøve 2,5,8)   

27* 8 / ++   Y, S 

28* 8 / ++   P, S, A 

29* 8 / +   S 

30* 8 / ++  Doubt P, S 

31* 8 / +   P, A 

32* 8 / +   Y, S, Ec 

33* 8 / +   S 

34* 8 / ++ Pfl 1 (prøve 1) + Doubt S, C 

35* 8 / (+) Pfl 2 (prøve 2)  S, E 

36* 8 +++ Pfl 2 (prøve 1) + Low disc P 

37* 8 / +++ Pfl 1,2 (prøve 1)  Y, S, A, E 

38* 7 / ++(+)   P, Y, A, E 

39* 8 / ++   P, S, E 

40* 8 / (+)   S 

41* 8 / ++   P, S, E 
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Merknader til tabell 1. 

Pfl = Funn av Pseudomonas fluorescens, (excellent/very good/good identification) 

P. fluorescens? = Low discrimination/doubtful/unaccepteable identification 

P fl 1= Pseudomonas fluorescens type 1; P fl 2: Pseudomonas fluorescens type 2 

Prøvenr 1-4 = vann; Prøvenr 5-8 = svab 

Andre bakterietyper: Y: Yersinia; P: Pseudomonas; S: Serratia; A: Aeromonas; E: Enterobacter; Ec: Ecoli; 

M:Morganella, K: Klebsiella; C: Citrobacter; 

Semi-kvantitativ bedømmelse: (+) = Kun normalflora; + = beskjeden forekomst; ++ = moderat forekomst; +++ = 

rikelig forekomst  

*: Prøver tatt 20-27. juni er ikke full-analysert grunnet sent innkommet prøvemateriale. 

3.2.2 Vannkvalitet for inntaksvann 

 

Dataene for vannkvalitet viste en pH – variasjon mellom 5,2 og 7,2 med hovedvekt på området 

mellom 6,3 og 6,8. En pH-verdi ned mot 5,2 er meget lavt, og antas å representere ytterpunkter 

som oppstå i kun spesielle situasjoner (f. eks ved snøsmelting/ekstremregn). Alkaliteten på 

råvannet lå mest mellom 0,05 og 0,1 mmol/L med noen få høyere verdier (0,15 – 2).  

 

Det var kun halvparten av anleggene som besvarte spørsmålet om farge på inntaksvannet. Mange 

anga "varierer", "lite" eller "noe". Vi kan anta at dette er uttrykk for at verdiene for fargetall ikke 

er målt i særlig stor grad.  

3.2.3 Inntaksledninger og rørsystem internt i anlegget 

 

Vi spurte her etter materialtype for rørledningene som forsynte anlegget med vann samt alder på 

dette rørsystemet. Den vanligste typen av inntaksledning var polyetylen (PE) mens noen også 

hadde PVC i hovedinntaksrøret for vann. Fordelingen for materiale i hovedledninger til 

anleggene var slik: 

 

 PE (polyetylen)  72 % 

 PVC   17 % 

 PVC/PE/glassfiber  11 % 

 

Alderen på hovedinntaksledningen(e) varierte mellom 3 år og 35 år. De fleste av settefisk-

anleggene ble bygget i perioden 1980 – 85, og det er da naturlig at hovedtyngden av hovedvann-

forsyningen også har en alder i området 25 – 30 år. Det aller meste av det opprinnelige vann-

forsyningssystemet er fortsatt i bruk. I den grad det har vært fornyinger av vanninntakene, har 

dette vært for å øke kapasitet. I slike sammenhenger har ny vannledning blitt lagt parallelt med 

den gamle rørledningen. 

3.2.4 Vannfordelingsrør i anleggene 

 

I settefiskanleggene er det gjerne et separat rørsystem internt på anleggene mellom et luftetårn 

ved hovedinntaket og ut til de ulike delene i anleggene (klekkeri/startfôring/påvekst). 

Rørmaterialet mellom luftetårn og karavdelinger fordelte seg slik: 
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 PE (polyetylen)  45 % 

 PVC   32 % 

 PVC og PE   23 % 

 

Det er altså betydelig flere som har PVC-rør i fordelingssystemet for vann i anlegget 

sammenlignet med det man har i hovedvannforsyningen. Over halvparten har PVC i det interne 

rørnettet enten alene eller det finnes en blanding av PE og PVC. Den delen av rørnettet som 

består av PVC, er gjerne dent som ble installert først, og som dermed er den eldste delen av 

vannforsyningssystemet. 

 

3.2.5 Rutiner for rengjøring av rørsystemene. 

 

Vi spurte i denne sammenheng om hvile rutiner de hadde for rengjøring av rørnettet og evt om 

dette ble gjennomført etter et visst mønster. De aller fleste anleggene hadde ingen rutiner for 

spyling og rengjøring av vannforsyningssystemet.  Kun 6 % av anleggene hadde spylt eller 

rengjort inntaksledningene for vann til anlegget. Vi har i denne sammenheng ikke tatt med dem 

som brakklegger hele eller deler av vannforsyningssystemet over vinteren fordi det ikke er i bruk 

i denne perioden.  

 

Når det gjaldt rengjøring av det interne rørnettet i anleggene var det flere som hadde gjennomført 

dette (26 %), men bare 10 % av anleggene gjennomførte dette regelmessig eller hadde gjort det 

mer enn 1 gang. Ca ¾ av anleggene hadde altså aldri spylt eller rengjort det interne rørsystemet 

siden anlegget ble bygget. 

3.2.6 Forekomst av infeksjoner/dødelighet av fisk forårsaket av vannbakterier 

 

Vi spurte om hvorvidt man i det hele tatt hadde påvist infeksjoner og dødelighet av fisk i 

anlegget som kunne vært forårsaket av vannbakterier. Det viste seg at 10 (ca 25 %) av de 

undersøkte anleggene hadde hatt påvisninger og problemer av varierende karakter knyttet til 

vannbakterier. I noen tilfeller var årsakssammenhengene noe uklare, men vannbakterier ble 

angitt som mest sannsynlige årsak til problemene.  

 

I 8 av anleggene var problemene gjentagende dvs. at de hadde opplevd fenomenet flere ganger. 

Problemene kom i forbindelse med håndtering av fisk og gjerne i forbindelse med vaksinering. 

Også markante temperaturdropp ble angitt som sammenfallende med påvist infeksjon.  I 5 av de 

41 anleggene ble det rapportert at Pseudomonas sp. hadde forårsaket til dels betydelig fiskedød, 

og at dette hadde gjentatt seg flere ganger.  

 

Det var 4 anlegg som oppga spesifikt at Pseudomonas fluorescens var diagnostisert som direkte 

årsak til problemene. Det vil i praksis si at 10 % av anleggene som er med i denne studien, har 

hatt eller har til dels gjentatte infeksjoner på fisk der denne bakterien er hovedmistenkt.  
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4 Sammenligning av P. fluorescens fra prøvematerialet med sykdomsisolat fra VI 

 

Et isolat av en sykdomsfremkallende P. fluorescens (Fnr 6965 2009-09-352 L1) ble oversendt 

SINTEF fra Veterinærinstituttet. Dette skjedde etter avtale med det aktuelle oppdrettsselskapet 

som har hatt gjentatte infeksjoner med denne bakterien i sitt anlegg og hvor sykdomsbakterien er 

hentet fra. Den gjeldende bakterien er testet i laboratoriet hos Veterinærinstituttet, og det er 

verifisert at bakterien er sykdomsfremkallende hos laks i ferskvannstadiet. Opplysninger om 

smitteforsøk er delvis beskrevet på internett (www.vetinst.no/pseudomonas1), men er ennå ikke 

publisert. I beskrivelsen gitt på web omtales bakterien som aggressiv, og at den virker atypisk i 

forhold til andre isolat av P. fluorescens som er studert. 

 

I forbindelse med genotyping blir samtlige isolat retestet på biotyping (ID32 GN); så også 

isolatet Fnr 6965 fra Veterinærinstituttet. Dessverre viste den seg ikke å kunne identifiseres som 

P. fluorescens men kom ut som P. fluorescens "unacceptable profile". I likhet med beskrivelsen 

fra Veterinærinstituttet fant vi den atypisk også i forhold til våre P. fluorescens-isolat og kjente 

referansestammer av bakterien.  

 

Fra analysene av det innsamlede materialet fins som angitt i tabell 1, i tillegg til P. fluorescens 

”excellent", "very good" , "good" og "acceptable" også  P. fluorescens  "low discrimination”, 

”doubtful” og ”unacceptable". Hvorvidt den kjente sykdomsfremkallende bakterien er tilstede i 

materialet fra settefiskanleggene kan derfor ikke evalueres slik resultatene foreligger nå.  

 

En helt ny generasjon analyseutstyr for bakterieidentifisering - Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization (MALDI)-TOF (Time of  flight ) - er fra høsten 2011 under etablering ved 

St. Olavs Hospital sin mikrobiologiske avdeling. Vi fikk anledning å analysere noen meget få 

isolat på dette nye utstyret, og valgte da å teste den tilsendte P. fluorescens stammen (Fnr 6965 

2009-09-352 L1).  Denne analysen kom ut med Pseudomonas antarctica som første valg. 

Hvorvidt denne inngår i ”P. fluorescens group” er foreløpig uklart. 

 

 

  

http://www.vetinst.no/pseudomonas1
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5 Genotyping 

 

PFGE-metoden som med stor fremgang er blitt brukt for å separere infeksjonsstammer av P. 

aeruginosa i dypdykkermiljø er vist å være meget egnet også for å skille mellom ulike P. 

fluorescens fra settefiskanlegg.  I figur 2 nedenfor er genotyping av P. fluorescens stammer 

(excellent id) fra settefiskanlegg vha. PFGE eksemplifisert og visualisert.  

 

På bakgrunn av de så langt mangelfulle biotypingsresultatene som ble sett fra ID32GN, vil det 

ikke ha noen hensikt å foreta genotyping av totalmaterialet fra denne screeningen på det 

nåværende tidspunkt. Det er dog verdt å nevne at den foretatte genotypingen indikerer at det kan 

være en viss anleggsdominans av enkelte genotyper; dvs. flere prøver fra samme anlegg viser 

samme genotype.  

 

 

 

 

Figur 2. Separasjon av genotyper av P. fluorescens ("excellent id") vha. PFGE 
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6 Diskusjon 

 

Prøvetaking 

Hensikten med prøvetakingsopplegget var å se om det på denne måten kunne avdekkes hvor i 

anleggets rørsystem de potensielt problematiske bakteriene kunne befinne seg, og/eller om det 

var noen sammenheng mellom rørmaterialet og forekomst av bakterier. Siden prøvene måtte 

sendes til laboratoriet i Trondheim kunne mikrobene fortsette å vokse i ulik grad inntil videre 

bearbeiding, og materialet gir derfor ikke grunnlag for en sikker kvantitativ analyse. 

 

Det var ikke mulig å ta prøver av rennende vann direkte fra rør i alle anlegg, da mange har et 

dykket innløp i fiskekarene og det var komplisert å demontere dette. I noen tilfeller ble vann-

prøver og prøver av biofilm derfor tatt direkte i karvannet i nærheten av innløpet til karet. I 

anlegg med resirkulering av vann var det mindre viktig hvor man tok ut vannprøvene, men de 

planlagte punktene for prøvetaking ble likevel fulgt i størst mulig grad. 

 

Mikrobiologiske analyser- P. fluorescens 

P. fluorescens var målmikroben i dette forprosjektet, og bakterien ble med sikkerhet påvist fra 

18/41 anlegg (44 %). Tilførselen av bakterien kunne for 8 av de 18 anleggene vises å være 

relatert til vanninntaket. Bakterien er påvist i både vannprøver og svabprøver (biofilm).  

Påvisning var i dette prosjektet basert på biotyping med ID32 GN som verktøy der man i tillegg 

til identitet også får skilt mellom P. fluorescens type 1 og type 2. Som ses i resultattabellen er det 

variasjon mellom anleggene hvilken type av bakterien som er representert. Noen anlegg har kun 

den ene typen, mens det var kun én type i noen anlegg.  

 

Hovedformålet med dette forprosjektet var via genotyping av P fluorescens-isolat fra settefisk-

anleggene om mulig å kunne identifisere og skille hyppige infeksjonsgenotyper fra ikke-

infeksjonsgenotyper. Dette falt bokstavelig talt "i fisk" da den eneste sykdomsstammen (tilsendt 

fra VI) og som skulle være referanse for genotypingen, ikke kunne biotypes til P. fluorescens i 

vårt analysesystem. Videre analysering av VI-stammen vha. MALDI-Tof foreslår at stammen er 

en Pseudomonas antartica, en relativt nylig beskrevet art identifisert vha. nye molekylær-

mikrobiologiske metoder. MALDI-Tof separerer utfra proteinmønstre. 

 

Tilleggsanalyser – andre tilstedeværende bakterieslekter 

De foretatte analysene har i tillegg til prosjektfokus P. fluorescens avdekket forekomst av en 

rekke andre bakterieslekter av hvilke noen er kjente som potensielt sykdomsfremkallende (for 

eksempel Yersinia). Samtlige isolat fra dyrking av bakterier på skåler er tatt vare på og 

nedfrosset for mulige videre analyser. Etablering av det nye verktøyet MALDI-Tof – som er 

betydelig mindre ressurs- og kostnadskrevende enn det gamle biotypingssystemet (ID32 GN), vil 

gjøre det mulig med større kartlegginger av de faktisk forekommende slekter og arter i de 

forskjellige anleggene, og dermed gi føringer og ny kunnskap om forekomsten av spesifikke 

infeksjonsarter også i dette materialet. 

 

Spørreskjema 

 

Fra de opplysningene vi har innhentet, kan det se ut til at mer enn 10 % av anleggene enten har et 

betydelig problem, eller i det minste er kjent med problemet fra eget anlegg. Hvis man inkluderer 
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alle dem som har meddelt at de visste om eller trodde de hadde et problem med vannbakterier 

(ulike arter), kan man hevde at så mye som 1 av 4 anlegg kan ha problem av denne typen. Dette 

tyder på at problemomfanget kan være stort, og det burde derfor vært gjennomført en screening 

av alle anlegg i Norge for om mulig å avdekke det totale omfanget. Forutsetningen for en slik 

screening vil dog være at man har en optimal analysemetode mht. å kunne separere de ulike 

bakterieartene. 

 

Til sist - siden vi ikke vet med sikkerhet hvorvidt den antatt fiskepatogene varianten av P. 

fluorescens finnes i det materialet vi samlet inn, kan vi på dette tidspunktet heller ikke si noe om 

materialkvalitet i rørsystemene har noen innvirkning på forekomst av vannbakterien i sette-

fiskanleggene. Hypotesen om at PVC som rørmateriale kan fungere som "næring" og dermed 

bidra til at bakterien lett kan etablere seg og overleve i biofilm i rørsystemet, kan derfor på det 

nåværende tidspunkt ikke vurderes. 
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7 Foreløpige konklusjoner 

 

 Det er foretatt en mikrobiologisk screening med biotyping for å påvise forekomst av 

Pseudomonas fluorescens i vannprøver og biofilmprøver hentet fra 41 settefiskanlegg for 

laks og ørret 

 P. fluorescens (excellent/very good/good/accepteable identification) er påvist i 18 av 41 

anlegg 

o I tillegg ser vi flere anlegg med P. fluorescens med usikker identifisering, 

herunder ”low discrimination", "doubtful" og ”unacceptable” 

 Det sykdomsfremkallende P. fluorescens-isolatet supplert fra Veterinærinstituttet 

kommer ut som "unacceptable" i vårt testsystem  

o Analyse med et helt nytt analyseverktøy - MALDI-Tof - gir P. antarctica 

 Et viktig formål med dette forprosjektet var om mulig å genotype P fluorescens-isolat fra 

settefiskanleggene for å se om man kunne skille hyppige infeksjonsgenotyper fra ikke-

infeksjonsgenotyper. På bakgrunn av at det anvendte biotypingsverktøyet ID32 GN har 

vist mangelfull evne til å identifisere hvilken art den infeksiøse bakterien er, har dette 

ikke vært mulig. Om vi har den infeksiøse varianten av mikroben i det innsamlede 

materialet, kan vi derfor heller ikke si. 

 All identifisering av mikrobearter vil i videre arbeid bli utført med MALDI-Tof teknikk 

som i tillegg til sikrere analyser også er raskere og rimeligere enn tidligere metodikker.   
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8 Forslag til videre arbeider 

 

Pseudomonas fluorescens ble i januar 2011 meldt om å være årsak til massedød hos settefisk. 

Problematikken med vannrelaterte infeksjonsutbrudd har vært kontinuerlig arbeidet med i over 

tjue år gjennom de hyppige utbruddene av hud- og øreinfeksjoner forårsaket av P. aeruginosa 

som dypdykkere offshore har vært og fortsatt er plaget med. I dag vet man at det kun er noen 

svært få genotyper av bakterien som gir infeksjoner om og om igjen til tross for regelmessig 

rengjøring og desinfeksjon og at disse vil kunne overleve over tiår i mikrobiologiske samfunn, 

kalt biofilm, i vannsystem. Biofilm-problematikk henger nøye sammen med materialbruk der 

noen materialer fremmer dannelse av biofilm mens andre kan motvirke dannelse.  

 

Hovedformålet med dette forprosjektet var – analogt med dykkerproblematikken - å se hvorvidt 

man kunne identifisere genotyper av P. fluorescens som forekom oftere i infeksjonssammenheng 

for deretter å se på relasjon mellom slike genotyper og materialbruk. Som det fremgår av de 

rapporterte resultatene, vil det på det nåværende tidspunktet ikke være verken relevant eller 

hensiktsmessig å genotype den populasjon av P. fluorescens som man hittil har kunnet fått 

identifisert som sikker identifikasjon. Dette all den stund det eneste sykdomsisolatet som er 

biotypet i vårt system, kommer ut som "unacceptable id" og derfor faller utenfor.  

 

Samtidig med undersøkelsene av forekomst av P. fluorescens ble det også sett litt på forekomst 

av andre bakterier som vi ut fra vår erfaring vil kunne spille en rolle i en sykdomsrelatert 

tematikk. Representative prøver fra hvert anlegg ble videre undersøkt mhp. 

florasammensetningen og som vises i Tabell 1 er det relativt mange Gram-negative 

bakterieslekter som er representert; Pseudomonas, Yersinia, Serratia, Aeromonas samt i noen 

tilfeller en coliform flora med Enterobacter, E. coli, Morganella, Klebsiella og Proteus. 

 

Vi har i et lite utvalg av prøver også sett på artssammensetningen hos de ulike slektene som er i 

materialet, noe som også eksemplifiserer kompleksiteten: 

  

Pseudomonas: P aeruginosa, P putida, P alcaligenes, P stutzeri 

Stenotrophomonas: S maltophila (fd Pseudomonas) 

Yersinia: Y kristensenii, Y intermediae, Y ruckeri, Y frederiksenii, Y enterocolitica 

Serratia: S fonticola, S marcescens, S liquefaciens 

Aeromonas: A hydrophila 

E. coli og coliform flora:  

Enterobacter: E cloacae, E gergoviae  

Morganella: M morganii   

Klebsiella: K oxytoca, K pneumonia  

Proteus: P.vulgari   

Citrobacter: C. freundii  

Hafnia:H. alvei. 

 

Som for Pseudomonas aeruginosa, som er dokumentert som patogen i dykkermiljøer, vil det helt 

sikkert være enkelte genotyper hos de fleste mikroorganismer som oftere opptrer i infeksjoner og 

dette gjelder særlig i infeksjonsutbrudd. Videre vil noen mikrober kunne "hjelpe andre" med 
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ulike substanser/komponenter/metabolitter som kan gjøre dem mere sykdomsfremkallende og 

dette skjer som oftest når de blir sammenført i en biofilm; for eks. i rørsystemer, tanker etc.   

 

Med den nye identifiseringsteknikken som nå er tilgjengelig (MALDI-Tof) vil man få helt nye 

muligheter å gjøre mer presise identifiseringer på større prøvematerialer og det på kortere tid og 

til lavere pris per prøve enn med det gamle identifiseringssystemet. Vi vil derfor foreslå 

oppfølgingsstudier på det materiale som allerede er innhentet, og som er oppspart både som 

enkeltisolat og som primærkultur der hele floraen fortsatt fins tilgjengelig.  

 

Smoltproduksjon av laks foregår vanligvis ved temperaturer rundt 8-12°C og mikrofloraen i 

miljøet som omgir fisken, er tilpasset denne temperaturen. For å ta vare på bakterier med 

preferanse for denne temperaturen, og som kanskje ikke vokser ved 22 og 37°C, ble det ved 

SINTEF Fiskeri & Havbruk derfor isolert bakterier fra de samme vannprøvene ved å inkubere 

agarskålene med prøvene ved 10°C. Skålene ble dessuten inkubert i 20 dager for å ikke utelukke 

de saktevoksende artene i prøvene, før kolonier ble isolert. Kolonier ble isolert fra både 

Pseudomonas agar og Tryptic Soy agar, og det finnes nå en samling på 1200 isolater fra 10°C 

inkubering. Dette materialet er foreløpig ikke videre karakterisert, men siden samlingen 

representerer et økologisk riktig bilde av bakteriefloraen i smoltanleggene, kan det være av stor 

verdi å identifisere bakteriene for å avdekke hvorvidt det er forekomst av patogene bakterier eller 

andre problembakterier i anleggene. 

 

I oppfølgingsstudiet foreslås det å kjøre en identifisering av disse 1200 isolatene. Dette 

forutsetter en high-through-put metode, og MALDI-TOF kan være et egnet verktøy til dette.  

 

Den opplagte oppfølgingsstudien å starte med synes å være: 

 

o Oppfølgingsstudie I - Kartlegge hvilke infeksjonsmikrober som har forårsaket 

infeksjonsutbrudd så langt 

o Identifisering til artsnivå vha. Maldi-Tof av potensielle P. fluorescens i materialet fra 

sykdomsutbrudd i settefiskanlegg som er oppspart ved Veterinærinstituttet. 

Prosjektsamarbeid SINTEF og Veterinærinstituttet. 

o Genotyping PFGE av samtlige fellesarter fra infeksjonsmaterialet 
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Forekomst av bakterien Pseudomonas fluorescens i settefiskanlegg. 

 

Innsamling av vannprøver og opplysninger om vannkilde og vannforsyningssystem i 

settefiskanlegg. 

NB! Alle opplysninger som gis i denne sammenheng skal behandles konfidensielt. Data fra 

undersøkelsen skal anonymiseres i sammenheng med rapportering.  

 

Bakgrunn. 
 

SINTEF har fått midler fra Fiskeri og havbruksnæringens Forskningsfond (FHF) til å undersøke 

forekomst av Pseudomonas‐bakterier i vann som brukes i settefiskanlegg. En kort beskrivelse av 

prosjektet kan dere finne på FHFs hjemmesider (www.fiskerifond.no ). 

 

Bakterien Pseudomonas fluorescens er en vanlig forekommende vannbakterie som vi antar 

finnes i de aller fleste vannkilder til settefiskanlegg i Norge. Normalt anses bakterien som 

ufarlig, og den skaper ikke noen problemer for drift av anleggene, men det finnes unntak. 

 

Bakterien kan i enkelte settefiskanlegg skape gjentatte infeksjoner på yngel og smolt med 

påfølgende stor dødelighet. Dette kan man bl. a. lese om i nyhetsoppslaget på www.kyst.no 

den 25. januar i år (http://www.kyst.no/index.php?page_id=54&article_id=90409). Det er 

sannsynligvis bare enkelte varianter av bakterien som er forbundet med slike problemer. Det 

nye i situasjonen er at bakterien nå kan mistenkes å være en større plage enn hva man tidligere 

har antatt.  

 

Gjennom et prosjekt der vi ønsker å registrere forekomst av denne bakterien i norske 

settefiskanlegg, vil vi samle inn vannprøver fra anleggene og analysere disse for innhold av 

bakterien.  Det er den potensielt farlige varianten av bakterien Pseudomonas fluorescens vi er 

på leting etter. 

 

Ved anlegg som har hatt erfaring med den farlige varianten av bakterien, har man gjerne 

gjennomført spesifikke tiltak for å forhindre at det oppstår lignende problemer senere. Dette 

kan bestå i ekstra vask og desinfeksjon av rørsystemer samt kar og avløp. Ved mange anlegg har 

man imidlertid aldri spylt vannforsyningssystemene; simpelthen fordi man ikke ser behovet ‐ 

eller kanskje verre – fordi man ikke kjenner behovet. Ved gjennomføring av en slik registrering 

av denne bakterien i vannprøver fra anlegg, kan vi bedre få en pekepinn om bakterien 

representerer en risiko og eventuelt hvilke tiltak man kan sette inn. 
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Spørsmål i sammenheng med screeningen: 
 

Anleggets navn: _______________________________________________________________  

Konsesjonsnr.: ________________________ 

Kontaktperson i anlegget: __________________________________ Mob.nr: _____________ 

 

A. Type vannkilde som forsyner anlegget med vann. 

a. Innsjø, elv, grunnvann, annet (hvis annet, hva_____________) 

b. Inntaksdybde __________ meter 

c. Vannkildens nærhet til sjø (ca meter) ____________ 

d. Virksomhet i vassdragets nedslagsfelt (jordbruk, industri, bebyggelse, annet 

______) 

B. Vannkvalitet i vannkilden 

a. pH _____________ 

b. humusfarge(evt TOC) __________________ 

c.  alkalitet (der man har målt det) ______________ 

C. Hovedvannledning til anlegget 

a. Type rør (polyetylen (PE), polypropylen (PP), PVC, annet (hva?______________) 

b. Er vannledningen noen gang rengjort eller spylt ___________ 

c. Alder på vannledningen _____________ 

d. Evt spyling/vasking av hovedrørene (når ble det foretatt sist) ____________ 

D.  Vannbehandlingsrom 

a. Er det luftebasseng i eget vannbehandlingsrom? _________ 

b. Evt hvilke avdelinger i anlegget får vann fra et slikt vannbehandlingsrom? 

____________________________________________________________ 

E. Vannfordelingsrør i anlegget (fra evt vannbehandlingrom til de ulike avdelingene) 

a. Type rør (polyetylen (PE), polypropylen (PP), PVC, annet (hva?______________) 

b. Alder på rør ____________ 

c. Er det gjennomført spyling/vasking av rørsystemet? _________________ 

F. Oppdrettskar og avløp 

a. Materiale i kar ______________ 

b. Materiale i avløpsrør __________________ 

G. Forekomst av infeksjoner som kan være forårsaket av vannbakterier 

a. Pseudomonas, Flavobacterium, andre? _______________________________ 

b. I hvilken sammenheng oppstår problemene? __________________________ 

c. Har problemet oppstått flere ganger? ___________________________ 

d. I hvilken del av året oppstår (vanligvis) problemet? _______________________ 

e. Eventuelle tiltak som er gjennomført ? ___________________________ 
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H. Er anlegget ett av flere innenfor samme selskap (konsern)? (Ja/Nei) 

I. Hvor kommer rognen fra? 

J. Hvilken fôrleverandør brukes? 

 

Angi evt. andre opplysninger som dere mener kan ha interesse her: 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

 




