Mastergradsoppgave i fiskehelse
30 stp.

In vitro eksponering av torsketarm

Histologiske og bakteriologiske forandringer som faglge av eksponering av
Carnobacterium maltaromaticum og Vibrio anguillarum

av
Lisbeth Lgvmo

4&1&81']8s

£ 5,
L
ZROW°

Institutt for marin bioteknologi

Norges fiskerihggskole
Universitetet i Tromsg
November 2007



Forsidefoto: SEM bilde fra fermenteringskammer hos torsk. Viser bakterier mellom
mikrovillier, tatt av Lisbeth Lovmo



Forord

Denne mastergradsoppgaven i fiskehelse markerer slutten pd min studietilvarelse.
Det har vert lererike og betydningsfulle ar for meg. Det er litt vemodig men samtidig godt &

veere ferdig. Et stort personlig mél er nddd, og jeg ser frem til 4 ta fatt pa nye utfordringer.

Prosjektet er utfort ved institutt for marin bioteknologi (IMAB), Norges fiskerihegskole,
Universitetet i Tromse. Videre er oppgaven utfert i samarbeid med instituttet for anatomi og
cellebiologi, det medisinske fakultetet ved Universitetet i Bergen. Oppgaven ble pabegynt i

januar 2007 og avsluttet i november 2007.

I forbindelse med arbeidet til denne oppgaven vil jeg spesielt takke min hovedveileder,
professor Einar Ringe for utmerket veiledning. Han har veert til stor stette i denne prosessen,
og bidratt med mange gode rad og innspill. Videre vil jeg takke professor Reidar Myklebust
som har veart en stor stette og hjelp for & fi et innblikk 1 den elektronmikroskopiske verden.

Deres engasjement inspirerer!

Laboratoriearbeidet er delvis utfort ved IMAB, Norges fiskerhegskole, og her vil jeg spesielt
takke Sigmund Sperstad for all teoretisk og praktisk hjelp. I tillegg har en del av
laboratoriearbeidet ble utfert ved laboratoriet for elektronmikroskopi ved Universitetet i
Tromse. Takk til Randi og Helga Marie der for all hjelp. Vil ogsa takke personalet (Anne,
Helene og Trygve) ved Institutt for anatomi og cellebiologi, det medisinske fakultetet ved
Universitetet 1 Bergen for trivelig og lererike opphold. Forseket ble kjort ved
Havbruksstasjon 1 Karvika, takk til bdde personalet bade ved Fiskehelselaboratoriet og

Landanlegget.

Men viktigst av alt TUSEN TAKK Joakim, hadde det ikke vaert for deg hadde jeg ikke
kommet sa langt som jeg har i dag. Tusen takk for all stette, og for at du har veert sa tdlmodig

det siste aret.

Lisbeth Lovmo

Tromsg, november 2007






Sammendrag

Formalet med denne oppgaven er 4 underseke om baktarm og fermenteringskammer hos torsk
kan veere infeksjonsvei for Vibrio anguillarum. Videre skal en forsgke a pavise om en
probiotisk bakterie, Carnobacterium maltaromaticum kan begrense eventuelle skader som V.
anguillarum paferer tarmen.

Det er kjort 5. ulike behandlingsregimer med tre fisk 1 hver gruppe. For & redusere antall
forseksdyr er det bruket en in vitro metode. ”The intestinal sack” metoden har tidligere vist &
vaere hensiktsmessig nar en ensker & studere tarmskader forarsaket av patogene bakterier samt
interaksjoner mellom patogene agens og melkesyrebakterier. Oppgaven har en mikrobiologisk
del hvor en ser pa sammensetningen av bakterier i tarmsegmentene etter tre av behandlingene,
med tre fisk i hver av gruppene.

Histologiske endringene som folge av de ulike behandlingene ble visualisert ved hjelp av
lysmikroskopi (LM), transmisjon elektron mikroskopi (TEM) og scanning elektron
mikroskopi (SEM).

Resultatene fra den mikrobiologiske delen av forsgket viser at bakteriene (V. anguillarum og
C. maltaromaticum) som tarmsegmentene er eksponert for har evne til 4 feste seg til tarmen.
Dette kan vare med pa & pavirke sammensetningen av bakterier 1 tarmen.

Fra mikroskopi delen ser en resultater som er noe ulikt fra det man har pavist hos laks. Blant
annet finner man ikke igjen de store gdeleggelsene av epitelcellene hos torsk. Resultatene kan
tyde pa at V. anguillarum ikke har tarm som hovedinfeksjonsrute. Ut fra resultatene er det
vanskelig & entydig kunne si noe om den probiotiske bakterien har effekt eller ikke. Siden den
patogene bakterien ikke viser & ha forarsaket entydige skader.

Det som imidlertid er pafallende for baktarmen hos torsk, er den store mengdene med goblet
celler som en observerer. Fermenteringskammeret hos torsk har vist seg & vare noe
annerledes oppbygd enn resten av tarmen, med lengre mikrovilli og mindre avgrenset terminal

web.

Nokkelord: Torskens fordeyelsesorgan, elektron mikroskopi, Vibrio anguillarum, probiotika,

Carnobacterium maltaromaticum.
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1. Innledning

1.1. Bakgrunn for valg av oppgaven

Oppdrett av Atlantisk torsk (Gadus morhua L.) har i lepet av de senere ar fatt fornyet
interesse 1 Norge (Karlsen & Adoff 2003; Kjenhaug 2006) og omfanget vil trolig vokse i tiden
fremover (Karlsen & Adoff 2003; Kjenhaug 2006). Oppdretterne i Norge har lang erfaring
med oppdrett av laks, men fordi torsk er bade fysiologisk, ekologisk (Pethon 1998) og ikke
minst immunologisk (Schrader et al. 1998; 2006; Solem & Stensvik 2006) svart ulik laks,
kan en ikke uten videre overfore kunnskap om teknologi og fiskehelse fra lakseoppdrett til
torekeoppdrett.

Torsk som lever hele livet i saltvann vil kunne bli eksponert for ulike patogene bakterier, for
eksempel Vibrio anguillarum, helt fra den blir klekket. De vaksinene som benyttes i dag er
uten adjuvans og synes imidlertid ikke a gi fullgod effekt (Lillehaug & Skrudland 2006).
Forsek med oljeholdig injeksjonsvaksiner har gitt lovende resultater men disse er ikke
aktuelle til s& sma fisk (Lillehaug & Skrudland 2006).

V. anguillarum forarsaker klassisk vibriose og har i tilegg til deformiteter skapt de storste
helseproblemene hos torsk i oppdrett de siste arene. Det er registrert flere utbrudd av klassisk
vibriose forarsaket av V. anguillarum serotype O2b (Hellberg & Colquhoun 2005).
Utbruddene er oftest registrert i de serlige delene av Norge, noe som trolig skyldes de relativt
hoye sjovannstemperaturer sammenlignet med sjovannstemperaturen lengre nord 1 landet
(Hellberg 2006). I Norge er vibriose den viktigste bakterieinfeksjonen ved produksjon av
torskeyngel, og de fleste reseptene som forskriver antibiotika til oppdrettsfisk er rettet mot
slike sykdommer. Symptomene er ofte sar og hudbledninger, sarlig i hoderegionen, samt ved
finnebasis. I kroniske tilfeller kan man ogsa se blodige utstiende gyne (Larsen & Pedersen
1999; Hellberg 2006). I histologiske snitt fra torsk kan V. anguillarum, betennelsesceller og
nekroser pavises i vev fra finner, hud, muskel og tarm mukosa, og indreorganer som milt,
hjerte, nyre og i pylorusblindsekkene (Jones et al. 2000).

Helt siden Plehn 1 1911 antydet at tarmen kunne vare en infeksjonsvei for Aeromonas
salmonicida spp. salmonicida (furunkulose bakterien) hos fisk har det vaert diskutert
forskjellige infeksjonsruter for de ulike patogene bakteriene. Det er i dag allment akseptert at
bade skinn, gjeller og tarm kan vare infeksjonsveier for patogene bakterier (for oversikt se,
Birkbeck & Ringe 2005; Ringe et al. 2007a).

In vitro” forsek med laksetarm er tidligere utfort for & pavise histologiske forandringer ved

eksponering av patogene bakterier (Ringe et al. 2004; 2007b; Salinas et al. 2007). Ringe et al.



(2004) viste at det er forskjell mellom fram- og baktarm hos laks, der framtarm hadde
kraftigere edeleggelser av entrocyttene (tarmceller) enn baktarm nar segmentene ble
eksponert for A. salmonicida ssp. salmonicida. I et senere arbeid viste Ringe et al. (2007b) at
den probiotiske bakterien, Carnobacterium divergens, opprinnelig isolert fra fremtarm til
Arktisk raye (Salvelinus alpinus L.) kan veere med pa & begrense skadene i fremtarmen hos
Atlantisk laks etter eksponering av A. salmonicida ssp. salmonicida.

Salinas et al. (2007) viser at melkesyrebakteirene Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis er i
stand til & feste seg i tarmen, og at bakterien er delvis 1 stand til 4 begrense skadene av A.
salmonicida ssp. salmonicida.

Begrepet probiotika ”growth ptomoting factors produced by microorganisms” ble forste gang
beskrevet av Lilly & Stillwel (1965). Ordet stammet fra & kombinere det latinske ordet pro
(for) med det greske ordet bios (for live) (Zivkovic 1999). I perioden fra 1970 og frem til i
dag har det vaert fremsatt forskjellige definisjoner pd probiotika, men fa av disse har vaert
rettet mot fisk. I en nylig publisert review artikkel av Gram & Ringe (2005) definerer
probiotika som levende mikrobielt preparat som det som gis til fisk, skalldyr eller mollusker

(larver, yngel, ung eller gamle dyr) som har en positiv virkning pa helsen til verten.

1.2. Atlantisk torsk

Atlantisk torsk tilherer torskefamilien (Gadidae). Torskens kjennetegn er skjeggtraden,
bukfinnene plassert foran brystfinnene, og den langstrakte tykkmagete kroppen. Den er
utbredt 1 hele den nordlige delen av Atlanterhavet, fra Barentshavet til Biscaya pé ostsiden, pd
begge sider av det serlige Gronnland, og langs estkysten av Nord- Amerika til ”North-
Carolina”. Torsk er inndelt i flere stammer, og i norske farvann er det to stammer som er mest
betydningsfull, den stasjonere kysttorsken, og den pelagiske norsk-arktiske stammen som har
gytevandringer fra Barentshavet til norskekysten, fra Finmark til Stadt (Pethon 1998; Moen &
Svensen 2000).

Oppdrett av torsk har en lang historie og startet tidlig 1 1880-4rene da en rekke forsgk ble
utfort ved Forskningsstasjonen Fladevigen i Arendal, men det var forst pa slutten av 1970-
tallet og begynnelsen av 1980- tallet at torskeoppdrett ble videreutviklet. Pa 1980- tallet var
det en del selskaper som drev med kommersiell torskeoppdrett, men inntressen for oppdrett av
torsk sank 1 begynnelsen av 1990- tallet for sé & ta seg opp igjen pa slutten av 1990- arene

(Kvenseth & Bothen 2002).



For noen ar tilbake var etablering av en stabil yngelproduksjon i storskala med hoy
overlevelses prosent den storste flaskehalsen. Denne utfordringen er nd overvunnet, og 1 2005
ble det produsert totalt ca 7,5- 8 millioner yngel mot totalt 1,6 millioner i 2002 (Karlsen 2004;
Kjenshaug 2006). I fremtiden vil de sterste utfordringene knyttet til torskeoppdrett vaere a
styre kjennsmodningen, forbedre foret og fa en tidligere terrfortilvenning, bedre fiskehelse,
og okt forstéelse for kommende & ndvarende sykdomsproblemer (Johansen 2004; Mortensen

& Fjalestad 2004; Kristoffersen et al. 2006).

1.3. Vibrio anguillarum

Vibriose er trolig de vanligste systemiske bakterieinfeksjonene hos oppdrettsfisk pa
verdensbasis (Lillehaug & Skrudland 2006). Vibrio anguillarum er som andre bakterier innen
genus Vibrio, karakterisert ved at de er Gram negative, rette eller bayde staver med en
tykkelse pd 0,3- 1,3 um og en lengde pa 1,4 — 5 um. Bevegelsen skjer ved hjelp av en eller
flere polare flageller som er innkapslet i en kjede (Larsen & Pedersen 1999). Vibrio er
fakultativ anaerobe og kjemoorganotrofe bakterier med bade oksidativ og fermentativ
metabolisme, mens de fleste er oksidase positiv og er falsom for Vibrio statikumet 0/129
(Holt et al. 1994). Vibrio har G + C forhold av DNA pa 38-51 % (Larsen & Pedersen 1999).
Det kreves 1- 3 % Na' for & stimulere til optimal vekst. Temperaturpreferansene varierer fra
0- 37 °C, de humanpatogene Vibrio bakteriene krever 37 °C for optimal vekst, mens marine
arter vokser best fra 25 °C og lavere. pH ligger optimalt pa 6-8 (Larsen 1984). Pa bakgrunn av
sammenligning av DNA (RNA) sekvensanalyse av 5S rRNA har MacDonell og Colwell
(1985) foreslatt at V. anguillarum flyttes til slekten Listonella, oppkalt etter mikrobiologen
John Liston. 16S rRNA studier har derimot vist at Listonella er en heterogen slekt, og dermed
kan det veere korrekt at blant annet V. anguillarum blir i slekten Vibrio (Katia- Tsukamoto et
al. 1993). Begge navnene blir brukt i litraturen, men i denne oppgaven vil bakterien bli

referert til som V. anguillarum.

V. anguillarum er i dag delt inn i 23 serotyper, basert pa strukturforskjeller i O-antigenet. O-
antigenet er en repeterende enhet 1 lipopolysakkarid (LPS) som er en del av yttermembranen
hos Gram negative bakterier. Det var Serensen og Larsen som i 1986 fremla et nytt system for
serotyping basert pa O-antigenet, og V. anguillarum ble fordelt i seks grupper, O1-06. I
tillegg ble det nye systemet koordinert i forhold til allerede eksisterende systemer bade 1 Japan

og Amerika. I 1995 ble systemet utvidet med seks serotyper (Grisez & Ollevier 1995).



Pedersen og med forfattere presenterte i 1999 dagens omfattende system som omfatter O1-
023. I tillegg blir det isolert stammer av V. anguillarum som serologisk ikke tilherer noen av
disse serotypene, men de fleste av disse er miljoisolater (Pedersen et al. 1999). Ut 1 fra dagens
situasjon er det tilstrekkelig med 23 serotyper, men i fremtiden kan det bli utvidelse dersom
det blir gkning av isolater fra fisk som ikke kan types i forhold til det eksisterende systemet
(Pedersen et al. 1999).

Ved vibriose pa torsk i Norge isoleres utelukkende V. anguillarum serotype O26 og O28 og
den sistnevnte dominerer (Lillehaug & Skrudland 2006). I Norge er vibriose den viktigste
bakterieinfeksjonen ved produksjon av torskeyngel, og de fleste reseptene som forskriver

antibiotika til oppdrettsfisk, er rettet mot slike sykdomstilfeller.

1.4. Carnobacterium maltaromaticum

Genus Carnobacterium ble forste gang beskrevet av Collins et al. (1987), og carnobakteriene
er rette spinkle staver 0,5-0,7 x 1,0 -2,0 um, forekommer enkeltvis og i par, enkelte ganger i
korte kjeder. Cellene er Gram positive og de fleste er ikke bevegelige, med et unntak
Carnobacterium mobile. De er ikke sporedannende kjemoorganotrofe, hetrofermentative og
produserer 1 hovedsak L(+)- melkesyre fra glukose. De vokser ved 10 °C men ikke over 45 °C,
og optimum er 30 °C. Carnobacterium er katalase- og oksidase negativ og reduserer ikke
nitrat. Carnobakterie er pavist i matprodukter og i magetarmsystemet hos fisk (Holt et al.
1994; Ringe & Gatesoupe 1998; Ringg et al. 2004).

Bakterien som er brukt 1 denne oppgaven er omtalt som torskeisolat 1 av Seppola et al.
(2006). Denne bakterien er isolert fra fermeteringskammer hos torsk fra Austervoll, foret med
et kommersielt for. Isolatet hemmer vekst av Listeria monocytogenes isolert fra bade
mennesker og farseprodukter og Enterococcus faecalis (Ringg, personlig meddelelse). 16S
rRNA analyse basert pa 613 nukleotider har vist at torskeisolat 1 er 100 % lik
Carnobacterium maltaromaticum (GenBank accession no. EF204311). Denne bakterien ble
forste gang beskrevet av Zacharov & Halpern (upiblisert data, National Center for
Biotechnology Information (NCBI), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), og da isolert fra ramelk.

Imidlertid skal man ut fra en 16S rRNA sekvensering vaere forsiktig med & si noe sikkert med
hensyn til hvilken art de forskjellige isolatene herer til.

I denne oppgaven vil torskeisolat 1 ogsa omtales som Carnobacterium maltaromaticum.



1.5. Fordgyelsessystemet

Fordeyelsessystemet hos torsk kan naturlig deles inn i flere regioner og starter med munnhule
og gjellehule. Neste avsnitt inkluderer oesophagus (spisergret) og ventrikkelen (magesekken)
(Kryvi 1992). Ventrikkelen ender 1 et snevert parti, pylorus, som er starten pa fremtarmen.

Det siste avsnittet er baktarmen, som ganske uskarpt er skilt fra fremtarmen. Baktarmen ender

i fermenteringskammeret rett for analapningen.

Figur 1.1. Venstre buklapp er fjernet og tarmsystemet er dratt utover, viser at torsken har en
ganske lang tarm i forhold til relativ kroppslengde. BS- blindsekker; F- fremtarm; M-
midttarm; B- baktarm; FK- fermenteringskammer.

Tarmen er et komplekst organ med mange funksjoner. I tillegg til & fordeye og absorbere
maten er tarmen kritisk for vann og elektrolytt balansen, endokrin regulering av fordeyelse og
metabolisme og immunitet (Ringe et al. 2003). Tarmen har ogsé store variasjon i lengde og
form (Suyehiro 1942; Fange & Grove 1978) og det er store strukturelle forandringer i fisk i
forhold til det som er funnet i andre vertebrater.

Fremtarmen kan vere ganske rett (for eksempel hos laksefisk), men hos mange andre fiske-
arter er utformingen mer komplisert. Relativ lengde (tarmens lengde/ kroppslengde) og antall
slynger varierer fra art til art. Fremtarmen er lengst hos detritusspisere (for eksempel multe og
enkelte karpe arter) og andre arter som har spist mye tungt fordeyelig plantemateriale, for
eksempel enkelte tilapia arter. Hos disse artene er det ikke unaturlig at tarmen kan bli opp til
20 ganger kroppslengden (Kryvi & Totland 1997; Olsen & Ringe 1997). Tarmen er som regel

kortest hos karnivore fisk. Grovt sett er forholdet mellom tarmens lengde og kroppslengde



mer enn 2 hos herbivore fisk, mellom 0,8 og 5 hos omnivore og mindre enn 2,5 hos karnivore
fisk (Olsen & Ringe 1997). Torsk er 1 hovedsak karnivor, men de er ikke spesialister pa en
type mat/for, og vil varierer med sesong, sterrelse og individ (Bishop & Odense 1966). Den
fremre delen av fremtarmen kan ha pylorusblindsekker (pylorus, gr.= dervokter). Disse
munner ut ved begynnelsen av fremtarmen, og det er ikke klaffer eller spesielle ringmuskler
ved innmunningsstedet. Blindsekkene er relativt tykkvegget og er 1 prinsippet bygd opp pa
samme méite som tarmen. Antall blindsekker varierer fra en til flere tusen (Suyehiro 1942).
Flyndrefisk har en eller noen f4 blindsekker, laks har ca. 70 og enkelte torskefisk har flere
hundre (Kryvi & Totland 1997; Olsen & Ringe 1997). Det store antallet blindsekker oppstar
ved rike forgreininger, og er vanligvis bare noen fa apninger inn i tarmen. I regnbueorret og
torsk har man beregnet at den totale overflaten 1 blindsekkene utgjor 70 % av arealet av

tarmen (Bergot et al. 1975; Buddington & Diamon 1987).

1.5.1. Tarmstrukturen

Allerede i 1890 beskrev Thesen torsketarmens struktur. Tarmveggen er bygd opp av flere lag.
Slimhinnen, mucosa, som vender inn mot hulrommet, lumen som bestér av et enlaget epitel
med sylinderformede celler, og et lost underliggende bindevev, lamina propria (lamina, lat.=
lag; proprius, lat. = nermest) (Kryvi & Totland 1997). Cellelaget inneholder mange typer
celler, epitelceller/ entreocytter, slimceller (goblet celler), og flere ulike typer av endokrine
celler (Kryvi & Totland 1997; Krogdahl 2001). Cellene i mucosa bindes sammen til et
kontinuerlig lag av sakalte tight junctions”. ”Tight junctions” binder entrocyttene til
hverandre for & hindre bakterier og toksiner & komme til (Krogdahl 2001).

Mucosa og lamina propria danner folder som gir tarmen en stor overflate. Enterocyttene er
sylinderformet. Den delen av cellemembranen som vender ut mot tarmlumen kalles
apicalmembranen, mens den membranen som alle epitelcellene hviler pa og skiller de fra
lamina propria kalles basalmembranen. Sidene i de sylindriske cellene kalles
lateralmembranen (Krogdahl 2001). Apicalmembranen er bygget opp med mikrovilli, ogsa
kalt berstesem, som gir cellene en meget stor overflate. Mikrovilli er normalt dekket av et
slimlag, ofte kalt unstirred water layer”. Mucosa i fisketarmen danner store folder som kan
ha forgreininger, sekunderfolder. Dette til forskjell fra pattedyr der mucosa danner totter

(Krogdahl 2001).
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Figur 1.2. Skjematisk tegning av en del av tarmveggen, som deles inn i fire lag: mucosa, som
bestér avsylinderepitel og lamina propria; submucosa, muscularis og serosa (etter Kryvi &
Totland 1997).

Mucosa (lamina propria + epitel) er et dynamisk vev, og komponenter i for og tarmsekreter
har stor innvirkning pa vekst og egenskaper i mucosa. Epitelcellene fornyes meget raskt,
raskere enn andre vev i et dyr, men cellefornyingen skjer langsommere hos fisk enn hos
pattedyr (Krogdahl 2001). Celledeling av stamceller skjer langsommere i fisk sammenlignet
med pattedyr, selv om temperaturen blir tatt 1 betraktning. Dette kan vare et resultat av en
saktere DNA- syntese (Danguy et al. 1988). Som et resultat vil celleutskiftningen vare mye
langsommere og entrocyttene kan bli vaerende pd villiene i uker. Dette er i kontrast til
entrocyttene hos pattedyr som har en levetid pa bare noen fa dager (Mayhew 1990).

Under mucosa ligger submucosa (sub, lat. =under), som er lgst bindevev. S4 ligger stratum
compactum (stratum, gr.= lag), et kompaktbindevevslag i form av collagene fiber. P4 begge
sider ligger det rikelig med granulare celler som blant annet inneholder lysozymer, og som
sannsynligvis er viktig for tarmens forsvar mot bakterier og parasitter. Selve muskulaturen
(muscularis) bestar av glatt muskulatur i to lag, et indre sirkulaert og et ytre langsgaende lag.
Mellom de to muskellagene ligger ganglieceller fra det autonome nervesystemet
(postganglionzre cellelegemer fra n.vagus).

Slimhinnen i fremtarmen har flere strukturelle tilpasninger som eker overflatearealet. Den
danner tversgaende folder som kan strekke seg over halvparten av tarmens omkrets. I tillegg
danner slimhinnen smafingerlignende utbuktninger. Cellene i epitelet er enlaget sylindrisk

med velutviklet berstesom. Dette vil si at cellene ut mot lumen har tynne, sylinderformede



utposninger som ender blindt (mikrovilli). Denne spesialiseringen gker overflaten omkring ti
ganger. Epitelet inneholder ogsa endokrine celler som temmer sitt innhold 1 blodet, og
sekretoriske celler som temmer sitt innhold i1 tarmlumen (Kryvi & Totland 1997). Histologisk
skiller baktarmen seg i liten grad fra fremtarmen. Antall goblet celler gker en del bakover 1
tarmen, noe som letter passasjen av avforing etter hvert som den blir terrere. Epitelet
forandres fra eénlaget sylindrisk til flerlaget plateepitel ofte et godt stykke innenfor selve
analapningen (Kryvi & Totland 1997; Krogdhal 2001). Fermenteringskammeret,
tarmsegmentet rett for anus hos torsk ser ut til & skille seg fra baktarm ved at mikrovilli i

fermenteringskammeret er mye lengre enn i resten av tarmen (Ringe et al. 2006).

1.6. Fiskens beskyttelse mot bakterie infeksjoner.
Fisk har en naturlig flora av bakterier i tarmkanalen, slik som andre dyr, og denne

mikrobiotaen bestdr av aerobe, fakultativt anaerobe og obligate anaerobe bakterier (Cahil
1990; Ringg et al. 1995; Ringe & Birkbeck 1999). Sammensetningen varierer med alder, type
ernering og vannmilje, og antall bakterier gker generelt bakover i tarmen (Cahil 1990; Ringe
et al. 1995; Ringe & Birkbeck 1999; Einen et al. 2006). Tarmmikrobiota hos fisk er sensitiv
ovenfor stress, antibiotika og forets sammensetning (Cahil 1990; Ringe et al. 1995; Olsen et
al. 2003). Det er vist at ulike fettsyrer og ulike protein mel pavirker og endrer tarmfloraen hos
fisk (Ringe et al. 1998; 2006). Lav stabilitet i mikrofloraen kan ha konsekvenser for fiskens
motstandskraft mot sykdom, da det kan medfere vekst av patogene bakterier som skader
tarmepitelet pa bekostning av neytrale og/eller gunstige bakterier (for eksempel
melkesyrebakterier) (Einen et al. 2006).

Patogener kan ogsa tas opp gjennom tarmslimhinnen ved endocytose, som vist i laksefisk ved
elektronmikroskopi (Bakken 2002). Dette antyder at tarmkanalen er en av hovedrutene for
infeksjon hos fisk. Patogenitet kan bli delt inn i fire ulike faser: 1) den forste fasen der
patogene entrer vertens miljo, inkluderer fordeyelsessystemet, 2) den eksponentielle fasen
hvor patogene fester seg og koloniserer slimoverflaten, reproduserer seg til at de er i stand til
a trenge inn 1 vertens entrocytter, 3) stasjonere fasen, der patogene reproduserer inni verten
og lurer vertens forsvarssystem, 1 denne fasen er fisken deende, og kan gé fort inni neste fase
4) som er deds fase (Birkbeck & Ringa 2005).

For & hindre mikrobiologisk invasjon har fisk utviklet mange og ulike beskyttelses
mekanismer. Eksempler pa dette kan vere slimproduksjon ved goblet celler, surt miljo 1

tarmepitelet, celle fornying, magesyre, lysosomer, og antibakteriell aktivitet av epidermal



mucus. Mucus er vertens forste barriere mot bakterier, og den som hurtigst reguleres. Slim
blir skilt ut fra spesialiserte goblet celler som er lokalisert mellom tarmens epitelceller, mucus
er en neadvendig barriere mot bakteriene i tarm hos béde fisk og endotermiske dyr (Florey
1962; Westerdahl et al. 1991). Tarmens mucus har tre hovedfunksjoner, 1) beskytter det
underliggende tarmepitelet mot kjemiske og fysiske skader, 2) smoring av tarmen, og 3) lager
en barriere for de patogene bakteriene (Birkbeck & Ringg 2005). Ved a gke slim/ mucus

produksjon vil det bli vanskeligere for bakteriene & feste seg til tarmveggen.

1.7. Problemstilling og avgrensning av oppgaven

Helt siden forrige arhundre er det gjennomfort flere vitenskaplige arbeid rundt torsken. Blant
annet skrev Thesen 1 1890 om torsketarmens oppbygging. Videre publiserte Odense og
Bishop 1 1966 et studie pa torsk, der de presenterte de forste TEM bildene av torsketarm.

I dette studiet har jeg til hensikt & se naermere pa om baktarm og fermenteringskammer hos
oppdrettstorsk kan vare infeksjonsvei for V. anguillarum. Arbeidet er en videreforing av
prosjektoppgaven (Levmo 2007), der det ble studert om fremtarm kunne vere en

infeksjonsvei for V. anguillarum.

Videre i1 denne oppgaven ensker man & se nermere pa hvilke effekter en probiotisk bakterie
har pa samme deler av tarmen (baktarm og fermenteringskammer). Prosjektoppgaven
(Levmo 2007) viste ikke noen enstydig resultat pa om C. divergens hadde en positiv virkning
pa torsk, slik det er pdvist hos laks (Ringg et al. 2007b). Med bakgrunn 1 det, har man derfor 1
denne oppgaven valgt & benytte en melkesyrebakterie, C. maltaromaticum, isolert fra
fermenteringskammer hos torsk (Seppola et al. 2006).

For a kvalitetssikre studiet samt og for & undersegke de ulike bakterienes evne til a feste seg til
baktarm og fermenteringskammeret, har man studert tarmmikrobiota for og etter eksponering
av bakterier C. maltaromaticum og V. anguillarum. Gjennom dette ensker en & avdekke om
sammensetningen i tarmmikrobiota blir forandret nar fisken blir eksponert for de ulike

bakteriene.



2. Material og metoder

2.1. Fisk

25 uvaksinerte torsk (Gadus morhua L.), produsert av Sagafjord Seafarm AS generasjon
2005, ble tatt inn til havbruksstasjonen i Karvika, Universitetet i Tromse i februar 2006 som 5
grams yngel. Fra dette stadiet ble fisken utelukkende foret med for fra Dana Feed AS, ("Dan-
Ex-1562”). Pelletens storrelse ble kontinuerlig tilpasset etter til fiskens storrelse gjennom
vekstperioden. Fisken ble holdt pé naturlig temperatur og lys. Ved uttak i mai 2007, var

temperaturen 11 °C og fisken var ca. 600 gram.

2.2. Bakterier

I dette arbeidet ble det benyttet Carnobacterium maltaromaticum opprinnelig isolert fra
fermenteringskammer hos torsk fra Austervoll (Seppola et al. 2006) og en Va 4299 Vibrio
anguillarum serotype O2b isolert fra hodenyre hos vill torsk i 2001 (Vetrinarinstituttet, Oslo).

Bakterier Gitt av:

Va 4299 V.anguillarum serotype O2b, isolert fra Helene Mikkelsen,

hodenyre hos torsk. Fiskeriforskning

Torske isolat 1 (Carnobacterium maltaromaticum) Elin Sandaker, Fiskeriforskning

2.3. Dyrking og vekststudier

Stoffer som er benyttet, med deres produsenter osv. samt oppskriftene til de ulike

vekstmediene som er brukt i oppgaven er beskrevet 1 appendiks, se side 51.

2.3.1. Dyrking og vekststudier av bakterier

Til dyrking av V. anguillarum ble det benyttet et Marin Broth (MB); vekstmedium. V.
anguillarum ble stroket ut pa blodagar skéaler med 2 % NaCl. Skélene ble deretter innkubert
ved 12 °C 1 3 degn. Forkulturen ble laget ved & inokulere flere rene bakteriekolonier i 10 ml
MB- medium i 50 ml vingekolber. Deretter ble forkulturen innkubert med risting ved 12 °C i
et dogn. Forkulturen ble overfort til mediet (Marin Broth) 1 forholdet 1:100 1 en vingekolbe
(250 ml), og innkubert under risting ved 12 °C i et dogn.

For dyrking av C. maltaromaticum ble det benyttet et tryptic soya broth vekstmedium tilsatt 5

% glukose og 1 % salt (TSBgs), mens et tryptic soya agar medium tilsatt glukose og salt ble
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benyttet til dyrking av bakterier pa plater. Agar platene ble deretter innkubert ved 12 °C i to
dogn. Videre ble det fremstilt en kultur ved & innokulere flere rene bakteriekolonier til 40 ml
TSBgs vekstmedium i en vingekolbe (250 ml). Denne kulturen ble oppebevart ved

romtemperatur og under risting.
Det ble benyttet to metoder for & bestemme bakterie konsentrasjonen i lesningen.

A. Optical density (OD).

Bakteriekonsentrasjonen bestemmes ut 1 fra losningens turbiditet ved at lysets spredning
maéles med et spektrofotometer ved ODgoonm. Dkt konsentrasjon av bakterier i losningen gir
okt refleksjon av lys. ODgoonm males ved & ta 1 ml av kulturen i en engangskuvette. Ved
verdier over 0,3 ble kulturen fortynnet med 0,9 % NaCl, 1:10 fortynning. Bakterier er
encellede organismer og absorbansen er proporsjonal med antall celler. Ved bruk av denne

metoden skilles det ikke mellom dede og levende celler (Madigan et al. 2000).

B. Kimtallsbestemmelse / Colony forming units (CFU).

Denne metoden angir kun kolonidannende celler, det vil si bakterier som er aktive og i stand
til & formere seg. Det ble laget en fortynningsrekke fra den originale bakteriekulturen, 100 pl
fra hver fortynning ble platet ut pa agarskal, og innkubert ved optimal temperatur i 2- 3 dager.
Hver koloni representerer en levende celle. Skaler med tellbart antall (20-200) kolonier

benyttes til & beregne CFU/ ml 1 den ufortynnede kulturen (Madigan et al. 2000).

2.4. In vitro eksponering av bakterier

I dette studiet ble det brukt en in vitro metode tidligere beskrevet av Ringg et al. (2007b) og
Salinas et al. (2007). Arsaken til at denne metoden er valgt fremfor in vivo metode er 4 bidra
til & redusere antall forseksdyr. I 2006 ble det totalt brukt over 700.000 forseksdyr og 92 % av
disse var fisk (Forseksdyreutvalget 2006). Utvalget oppfordrer til & prove a begrense antall
forseksdyr som lider unedvendig, og pd bakgrunn av dette er det derfor viktig 4 underseke om

det er mulig & benytte alternative in vitro metoder istedenfor in vivo metoder.

”The intestinal sack” metoden benyttet i dette studiet har tidligere vist & vere hensiktsmessig
nar en gnsker a studere tarm skader forarsaket av patogene bakterier samt interaksjoner
mellom patogene agens og melkesyrebakterier (Ringo et al. 2007b; Salinas et al. 2007). I et

innledende arbeid av Levmo (2007) ble fremre del av tarm benyttet mens det i denne
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oppgaven vil bli benytte bakre del av torsketarmen, og fermenteringskammer (se figur 1.1,

side 5).

[ in vitro forseket ble det benyttet tre fisker i atte grupper, totalt 24 fisk. Fem grupper ble
brukt til elektronmikroskopidelen, og tre grupper til den bakteriologiske delen. En oversikt
over de forskjellige behandlingene er beskrevet i tabell 2.1.

Tabell 2.1. Oversikt over de ulike behandlingene av torsketarmen.

Behandlings nummer. | Bakterie stamme og konsentrasjon
1 Fysiologisk saltvann
2 C. maltaromaticum 10°
3 V. anguillarum 10°
4 C. maltaromaticum / V. anguillarum 10°
5 V. anguillarum/ C. maltaromaticum 10°

Fisken ble avlivet ved et slag i hode, og bukhulen ble &pnet slik at tarmen ble blottlagt.
Tarmen ble forsiktig tatt ut i full lengde og kuttet av like bak blindsekkene, som beskrevet av
Ringg et al. (2007b). Fremre del av tarmen ble fjernet, bakre del og fermenteringskammeret
ble skyldt tre ganger, fri for matrester med fysiologisk saltvann. Nar mageinnholdet var lasnet
ble tarmen skylt ytterligere to ganger. Tarmen ble s& ”sydd” igjen med sytrad i den bakre
enden, og deretter eksponert for behandlingene 1, 2 og 3 angitt i tabellen over (tabell 2.1).
Deretter ble den ”fremre” delen av tarmen sydd igjen, og tarmen innkubert i fysiologisk
saltvann ved 10 °C i en time. For behandling nummer 4 og 5 ble tarmen forst eksponert for C.
maltaromaticum eller V. anguillarum i 30 minutter. Deretter ble tarmen apnet og skylt tre
ganger med sterilt fysiologisk saltvann for den pa nytt ble eksponert for henholdsvis V.

anguillarum eller C. maltaromaticum i nye 30 minutter.

Etter innkubering ble tarmen skyldt med fysiologisk saltvann for det ble tatt ut et 0,5 cm
segment fra bakre del av bak tarmen og fermenteringskammeret. Segmentene ble overfort til

1,8 ml cryo-rer som inneholdt 1,5 ml McDowell’s lgsning (McDowell & Trump 1976).

Den eksakte mengden av levende bakterier som hver tarm ble eksponert for ble beregnet ut

ved kimtallsbestemmelse av bakterielosningene som ble brukt i behandlingen.
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2.5. Bakteriologi

Det ble benyttet ni fisker til bakteriologisk bestemmelse av torskens microbiota i bakre del av
tarm og fermenteringskammer. Fisken ble behandlet pa samme mate som tidligere men bare
med behandlingsnummer 1, 4 og 5. Etter innkubering ble tarmen &pnet forsiktig i begge ender
og deretter tomt. Tarmen ble videre lagt i sterile plastikkposer, veid, tilsatt 2 ml fysiologisk
saltvann og homogenisert i en Stomacher (Seeward Laboratory,U.K) som beskrevet av Ringo
(1993). Homogeniseringsvasken ble deretter platet ut pa blodagarskaler og TSAgs agar
skaler, ved to ulike fortynninger (1/10 og 1/100). Agarskalene ble innkubert ved 12 °C i tre
degn, for ca 20 tilfeldig utvalgte kolonier fra hvert segment og fisk ble plukket ut for
renkultivering. Renkulturene ble Gram testet, katalase, oksidase og fermeteringstestet.
Deretter ble renkulturene innokulert i 4 ml av sitt respektive vekstmedium ved 12 °C og ved

risting 1 to degn. Alle kulturene ble frosset ned ved -80°C.

Ut fra den morfologiske beskrivelsen og de kjemiske testene ble 103 isolater benyttet til
isolering av DNA, PCR- kjoring og sekvensering. Se appendiks 7.5, side 54 for mer utforlig

beskrivelse av hvordan dette ble utfort.

2.6. Mikroskopering
De ulike tarmsegmentene ble direkte fiksert i McDowell's fiks (McDowell & Trump 1976) og

oppebevart ved 4 °C til den mikrobiologiske delen av oppgaven ble avsluttet.

2.6.1. Lysmikroskopi (LM)

Innsteypning av prever til LM kan gjeres i plast eller parafin. I denne oppgaven ble provene
stopt inn 1 plast slik at de samme provebitene kunne ses 1 transmisjon elektron mikroskopi
(TEM). Innstepningsprosessen og snittingen ble gjort etter samme fremgangsmate som
beskrevet av Levmo (2007). Innstepningsprosessen ble utfert som beskrevet i protokollen til

elektronmikroskopi avdelingen ved Universitetet i Tromsg, se appendiks 7.6 side 55.

Lysmikroskopet som ble brukt i denne oppgaven er et Leica DMLB mikroskop med Leica DC
kamra, koblet til datasystemet analySIS. Utstyret som ble benyttet inngér i standard
lysmikroskopianalyser ved instituttet for anatomi og cellebiologi, det medisinske fakultetet

ved Universitetet i Bergen.
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2.6.2. Transmisjon elektronmikroskopi (TEM)

Provene ble stopt inn i plast og snittet pa en ultramikrotom (Leica EM UC6, Leica) med en
tykkelse pa 60 nm. Snittene ble lagt pa en kobber gridd, farget ved hjelp av uranyl og
blylesning. Transmisjons mikroskopet som ble benyttet har betegnelsen JEM 1230

(www.jeoleuro.com). Kameraet pd TEM er et MultiScan 600CW (www.gatan.com).

Softwaren som ble benyttet var fra Gatan og har betegnelsen Digital Micrograph.

2.6.3. Scanning elektronmikroskopi (SEM)

Fremforingsprotokollen til SEM er beskrevet i appendiks 7.6. Etter gjennomfering av denne
matte preparatet kritisk punkt terkes. Dette vil si at man gradvis slippes ut alkohol og erstatter
den med CO, (Wawak og Campbell 1986). Bakgrunnen for denne prosessen er prinsippet om
at CO; har like mye masse i flytende som 1 gassform. Dette vil si at ved 31,5 °C og et trykk pa
175 bar vil CO; gé over i gassform og preparatet torke uten a ha fatt artefakter/ feil ( Quorum
Technologies). Etter kritisk punkt terking ble pravene montert pé en metall stubb/nagl og
sproytet med metall for man kunne studere dem i SEM. I denne oppgaven ble prevene belagt
med et tynt lag av blandingen gull og platinium. Metallaget hindrer den hagye spenningen 1
SEM 4 edelegge provene og hindrer at provene overopphetet. Metallaget vil ogsa lede
elektronene tilbake til elektrondetektoren som omformer elektronene til et bilde (Bozzola &

Russel 1991).

SEM som ble benyttet i denne oppgaven er FESEM 7400 (Field Emission Scanning Electron

Microscope), med kald emitter (www.jeoleuro.com).

14



3. Resultater

3.1. Vekstforsgk med Vibrio anguillarum og Carnobacterium maltaromaticum
Vekstkurver for V. anguillarum og C. maltaromaticum ble laget ved & male ODgonm frem til
bakteriekulturen var kommet inn i en stasjonar vekstfase. Vekst dataene som er vist i Figur
3.1 og 3.2 er basert pa gjennomsnittet av to parallelle hovedkulturer for hver bakterie.
Maksimal ODgoonm verdi ble oppnadd etter 33 og 39 timer for henholdsvis V. anguillarum og

C. maltaromaticum.

Vekstkurven for V. anguillarum (Figur 3.1) viser at bakterien var i den eksponentielle fase fra
ca. 12 til 24 timer etter inokulering. I denne oppgaven ble den videre hosting av denne

bakterien derfor foretatt etter ett dogn. Maksimal OD verdi (1,11) ble pavist etter 32,5 timer.

Vekstkurve, V. anguillarum

—&— V.anguillarum

OD 600nm
o
o

0 T T T T T T T T T T T 1
0 10 12 14 16 18 21 22 23 24 25 32

Tid (timer)

Figur 3.1. Vekstkurve for V. anguillarum 4299 O2b maélt ved ODgpgnm.

Figur 3.2 viser vekstforlapet for C. maltaromaticum. Bakterien var i den eksponentielle vekst
fase ca. 27 til 39 timer etter at kulturen ble startet. P4 bakgrunn av disse dataene ble derfor C.
maltaromaticum i det videre arbeidet hestet etter 30 timer. Maksimal OD verdi var 1,9 og ble

pavist etter 39 timer.
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Vekstkurve C. maltaromaticum

—e— C. maltaromaticum

OD 600nm

SRR PR R
Tid (timer)

Figur 3.2. Vekstkurve for C. maltaromaticum mélt ved ODggonm

3.2. In vitro eksponering av torsketarm

Bakteriekonsentrasjonen av V. anguillarum og C. maltaromaticum i stamlesningen, som var

utgangspunkt for in vitro studiet, ble bestemt pa bakgrunn av antall CFU (Colony Forming

Units) pd agarskdlene med ulike fortynninger. For & regne tilbake til bakteriekonsentrasjonen i

utgangslgsningen, ble fortynningen som fikk oppvekst av ca. 20- 200 kolonier pa platene
benyttet. De kulturene som ble bruk 1 eksponeringsforsgket hadde en konsentrasjon pa 5,3 *

10° for V. anguillarum og 2,3 * 10’ for C. maltaromaticum.

3.3. Bakteriologi

3.3.1. Utstryk av microbiota fra torsketarm

Alle bakteriene som ble isolert i denne oppgaven er autochthone, det vil si at de er stedegen

og har evnen til og feste seg til mucus.

Totalt antall levedyktige kolonier (TVC) per gram tarm (vat vekt) i de ulike
behandlingsgruppene er basert fortynning og vekt av pravene. Resultatene har store
individuelle forskjeller, men viser at i gjennomsnitt var det storre diversitet og hoyere

bakterieantall 1 fermenteringskammer hos torsk.
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Tabell 3.1. TVC per gram og per ml ved en fortynning ved 1/100, fra baktarm og
fermenteringskammer ut fra de ulike behandlingene.

Behandlingsgruppe Baktarm TVC 1/100 Fermenteringskammer
TVC 1/100

Per gram Per ml Per gram Per ml
Kontroll fisk 2,0 *10"3 6,0*10"2 1,4* 10"4 4,2*10"3
Kontrollfisk 2,3% 10"3 6,9%10"2 7,8 ¥10"4 3,1%10"4
Kontrollfisk 1,0 * 1074 3,0%10"3 2,6 *¥10°5 7,8%10™4
C. maltaromaticum + 1,0* 10"4 3,0%10"3 1,1 *10"5 3,3*10"4
V. anguillarum
C. maltaromaticum + * * 1,2 *10"4 6,0¥10"3
V. anguillarum
C. maltaromaticum + 3.0 103 9,0¥10"2 5,5*10"3 2,2*%10"3
V. anguillarum
V. anguillarum + 2,0%10"3 6,0¥10"2 2,3 *10"4 4,6%10"3
C. maltaromaticum
V. anguillarum + 3,5 *10"3 1,4*10"3 2,4 *10"5 1,2*¥10"5
C. maltaromaticum
V. anguillarum + 1,5 *10"3 9,0¥10"2 1,5 *10"5 6,0¥10"4
C. maltaromaticum

* Fra denne fisken var det ikke oppvekst pa skalene.

3.3.2. Resultater av sekvensering av ren kulturer dyrket fra de ulike

behandlingsgruppene.

De isolatene som ble isolert, ble plukket ut med tanke pa & pavise hvilke bakterier fisken var
blitt eksponert for, samt for & kartlegge torskens tarmmikrobiota. Det ble plukket ut ca 20
isolater fra hver fisk og hvert segment, totalt 300 isolater. 269 av isolatene ble sammenlignet
med bakgrunn i morfologi, og en del biokjemiske analyser (Gram- testet, katalase, oksidase
og fermenteringstestet). Fra de 269 isolatene ble 103 isolater plukket ut fra tre kriterier, hvilke
tarm segment det kommer fra, hvilken gruppe fisk og resultatene fra de biokjemiske
analysene. De 103 isolatene ble forsgkt identifisert ved hjelp av 16S rRNA. Imidlertid, var det
seks av disse isolatene som ikke kunne ikke kobles opp mot en slekt eller art i BLAST
database sgkt opp i GenBank pa grunn av for liten likhet (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). I denne oppgaven ble den definert grensen ved < 97 % likhet,
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de seks isolatene som hadde under 97 % likhet ble derfor sett bort fra. De 50 forste
nukleotidene og nukleotidene etter posisjon 650 ble trimmet vekk. Det vil si at lengden ligger

jevnt pa 600 nukleotider (nt), noe som anses a vere til strekkelig for & si noe om slektskap.

Isolatene identifisert ved hjelp av 16S rRNA og de isolatene som hadde identiske biokjemiske
karakteristika tilsvarende de isolatene som ble identifisert er presentert i kake diagrammene.
Denne fremstillingsmaten er benyttet for & fa en oversiktlig fremstilling av hvordan

sammensetningen av bakteriene varierer i de ulike gruppene.

I kontrollfiskens baktarm ble det identifiser tre ulike dominerende bakterier Vibrio wodanis,

Vibrio logei og Photobacterium phophoreum. Fordelingen mellom disse er vist i Figur 3.3.

Kontrollfisk Baktarm

9 %

O Vibrio wodanis
32% @ Vibrio logei
59 %

B Photobacterium
phosphoreum

Figur 3.3. Viser sammensetningen av de isolatene som ble dyrket frem fra kontrollfiskens baktarm.
Totalt ble det dyrket opp 45 isolater i denne gruppen.

I gruppen der baktarm ble behandlet med torskeisolatet forst og deretter med en V.
anguillarum, ble de tilsatte bakteriene identifisert ved 16S rRNA sekvensering (Figur 3.4).
Dette viser at disse bakteriene er i stand til & feste seg 1 baktarm. I tillegg til disse to
bakterieisolatene ble V. wodanis og Photobacterium phosphoreum identifisert, mens Vibrio

logei ikke ble isolert fra denne gruppen (Figur 3.4 ).
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C. maltaromaticum + V. anguillarum fisk baktarm

O Vibrio wodanis

@ Photobacterium
phosphoreum

B Vibrio anguillarum

B Carnobacterium
maltaromaticum

Figur 3.4. Sammensetningen i av de isolatene som ble dyrket frem fra baktarmen hos gruppen som
forst ble eksponert for C. maltaromaticum og videre for V. anguillarum. Her har man isolert bade C.
maltaromaticum og V. anguillarum.

I baktarm hos gruppen fisk som ferst ble eksponert for V. anguillarum og deretter for C.
maltaromaticum, ble de to bakteriene som tarmen ble eksponert for isolert (Figur 3.5). I denne
gruppen var C. maltaromaticum dominerende og utgjorde 61 % av bakteriene som ble
karakterisert i denne gruppen. Her ble det heller ikke isolert V. logei, noe som kan indikere at

denne bakterien ble utkonkurrert ved eksponering (Figur 3.5).

V. anguillarum + C.maltaromaticum fisk baktarm

12%

OVibrio wodanis
O Vibrio fischeri
B Carnobacterium

maltaromaticum
B Vibrio anguillarum

3%

Figur 3.5. Fordeling av isolater fra baktarm hos gruppen som farst ble eksponert for V.anguillarum og
deretter C. maltaromaticum. Her ble begge de respektive bakteriene (V. anguillarum og C.
maltaromaticum) isolert.
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I fermenteringskammeret fra kontroll fisk ble det isolert fem ulike bakterier (Figur 3.6),

Staphylococcus epidermis og Vibrio fischeri, samt de bakteriene som ble isolert fra baktarm i

kontrollfisk. I fermenteringskammeret ser det ut til at V. wodanis er den dominerende

bakterien (Figur 3.6).

Kontroll fisk fermenteringskammer

42 %

20, 1%

O Vibrio wodanis

B Photobacterium
phosphoreum

O Staphylococcus
epidermis
@ Vibrio logei

O Vibrio fischeri

Figur 3.6. Viser sammensetningen av isolatene fra fermenteringskammer hos kontrollfisken.

I gruppen der fermenteringskammeret forst ble eksponert for C. maltaromaticum og deretter

eksponert for V. anguillarum, ble begge bakteriene isolert. V. logei ble ikke isolert, men ut

over det ble de samme bakteriene isolert som fra kontrollfisken.

20 %

3%

22%

fermenteringskammer

C.maltaromaticum + V. anguillarum fisk

44 %

3% 8%

O Vibrio wodanis

B Photobacterium
phosphoreum

O Staphylococcus
sp.
@ Vibrio anguillarum

O Vibrio fischeri

B Carnobacterium
maltaromaticum

Figur 3.7. Angir fordelingen av bakteriene i gruppen som ble eksponert for torskeisolatet, og deretter

for V. anguillarum. Her er det pavist bade C. maltaromaticum og V. anguillarum.
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I gruppen som ferst ble eksponert for V. anguillarum og deretter C. maltaromaticum, ble det i
fermenteringskammeret ikke isolert V. anguillarum. 54 % av isolatene tilherer C.
maltaromaticum. Ellers er det ikke store forskjeller fra de andre gruppene. V. wodanis er ogsa
i denne gruppen veldig dominerende (35 %), mens isolatene som hadde hgy likhet med
Shewanella hanedai utgjorde 5 % av isolatene i denne gruppen. S. hanedai ble ikke isolert i

de andre gruppene.

V.anguillarum + C.maltaromaticum fisk
fermenteringskammer

O Vibrio wodanis

35 0 B Photobacterium
phosphoreum
@ Shewanella
54 % hanedai
@ Vibrio logei
3%
5% @ Carnobacterium

maltaromaticum

3%

Figur 3.8. Viser sammensetningen av bakteriene i gruppen som forst ble eksponert for V. anguillarum
deretter for C. maltaromaticum. Her er det ikke sekvensert V. anguillarum, men over halvparten av
isolatene er C. maltaromaticum.

Det er utfort statistiske tester for & se om en finner signifikante forskjeller. Dette gav ingen
resultater pa grunn av for stor individuell variasjon mellom individene. For eksempel er det
4000 til 78000 bakterier i kontrollgruppens fermenteringskammer. Dette gjelder alle gruppene

og begge segmentene.

Tabell 3.2 viser forskjellene mellom segmentene (baktarm og fermenteringskammer) for
gjennomsnittstallene for de ulike gruppene. Her skiller man mellom de bakteriene som faktisk
er isolert og de som er lik. De bakteriene som blir betegnet som lik, er de bakteriene som har
samme resultatet ut fra de biokjemiske testene, som alle 269 isolatene ble testet for (Gram-,

kalalase-, oksidase- og fermentering testet).

Vi ser at det er flere bakterier i fermenteringskammeret enn i baktarm med tanke pa

gjennomsnittet i gruppa, og at det er isolert flere ulike bakterier i fermenteringskammer.
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Tabell 3.2. Logaritmen av total levedyktige kolonier per gram tarm vat vekt (Log TVC). Tabellen

angir totalantallet, og de ulike bakteriene som ble isolert i kontrollfisken.

Baktarm

Fermenteringskammer

Log TVC
Totalt antall isolater

Gram — negative bakterier
Vibrio wodanis*
Vibrio wodanis- lik

Photobacterium phosphoreum*
Photobacterium phosphoreum-
lik

Vibrio logei*
Vibrio logei —lik

Vibrio fischeri*
Vibrio fischeri- lik

Gram- positive bakterier
Staphylococcus epidermis*

3,6
45

2,34
2,80
1,80
1,80

1,97
2,54

4,6
42

3,50

4,10

3,45

3,45
3,80

3,30
3,88

2,97

* - isolater karakterisert ved hjelp av 16S rRNA

I gruppen som ferst ble eksponert for torskeisolatet og deretter for V. anguillarum er det ogsa

forskjeller mellom de to segmentene. Fermenteringskammeret har flere bakterier enn baktarm

ut fra gjennomsnittstallene for gruppene (Tabell 3.3).
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Tabell 3.3. Logaritmen av total levedyktige kolonier per gram tarm vat vekt (Log TVC). Tabellen
viser totalantallet, og de ulike bakteriene som ble isolert i gruppen. Denne gruppen ble forst ble
eksponert for C. maltaromaticum i 30 min for deretter a bli eksponert ovenfor V. anguillarum i 30

min.
Baktarm Fermenteringskammer
Log TVC 3,3 4,6
Totalt antall isolater 38 44
Gram — negative bakterier
Vibrio wodanis* 2,01 3,50
Vibrio wodanis- lik 2,70 4,20
Photobacterium phosphoreum* 2,01 3,27
Photobacterium phosphoreum- lik 2,31 2,97
Vibrio anguillarum* 2,48 3,40
Vibrio anguillarum —lik 2,14 3,70
Vibrio fischeri* 2,97
Gram- positiv bakterier
Staphylococcus sp.* 2,97
Carnobacterium maltaromatium* 2,41 3,70
Carnobacterium maltaromatium -lik 4,48 2,97

* - isolater karakterisert ved hjelp av 16S rRNA

I gruppen som ble eksponert for V. anguillarum og deretter eksponert for torskeisolatet, ser

man at det er gjennomsnittlig flere bakterier i fermenteringskammeret enn det er i baktarm.

Tabell 3.4 viser ogsa at det ikke er isolert V. anguillarum i fermenteringskammeret, mens den

er funnet igjen i baktarm.
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Tabell 3.4. Logaritmen av total levedyktige kolonier per gram tarm vat vekt (Log TVC). Viser
totalantallet, og de ulike bakteriene som ble isolert i gruppen, Denne gruppen ble forst ble eksponert
for V. anguillarum i 30 min deretter for C. maltaromaticum i 30 min.

Baktarm Fermenteringskammer
Log TVC 2,98 4,78
Totalt antall isolater 61 39
Gram — negative bakterier
Vibrio wodanis* 1,80 3,80
Vibrio wodanis- lik 2,19 4,10
Photobacterium phosphoreum* 3,10
Vibrio logei* 3,10
Vibrio fischeri* 1,19
Vibrio fischeri — lik 1,19
Vibrio anguillarum * 1,19
Vibrio anguillarum — lik 1,97
Gram- positiv bakterier
Shewanella hanedai* 3,10
Shewanella hanedai —lik 3,10
Carnobacterium maltaromaticum* 2,15 4,02
Carnobacterium maltaromaticum —
lik 2,60 4,30

* - isolater karakterisert ved hjelp av 16S rRNA

3.4. Mikroskopi del

3.4.1. Lysmikroskopi

Et sammendrag av ulike morfologiske forandringer basert pa lysmikroskopi som ble observert
etter hver behandling i baktarm er presentert i tabell 3.5. De lysmikroskopiske snittene viste at
mikrovilli, cellekontakter, lamina propria og junction complex var normale i alle fem
gruppene. Epitelcellene har losnet fra basalmembranen, men dette er like fremtredende 1
kontrollfisken som i de andre gruppene. I alle gruppene var det et stort antall av goblet celler,
men det var ingen forskjell mellom gruppene. Med sa stort antall av goblet celler sa det ut til
at de normale epitelcellene var skviset sammen. I de omrddene man kunne se epitelceller uten

sa stor mengde med goblet celler s& vevet helt normalt ut i alle gruppene.
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Tabell 3.5. Morfologiske forandringer av torskens baktarm basert pa lysmikroskopiske undersakelser
for kontrollfisk, og de fire gruppene eksponert for ulike bakteriebehandlinger. Resultatene er basert pa
totalt 45 bilder med tre bilder fra hver fisk og tre fisker fra hver gruppe. De morfologiske
forandringene som ble observert ble rangert etter denne skalaen, 0= ingen observerte, 1 =lav (1 av 3
fisk), 2= moderat (2 av 3 fisk) og 3= hey (3 av 3 fisk).

Morfologiske Kontroll [C. maltaromaticum V. anguillarum | C. maltaromaticum + V. anguillarum +
forandringer V. anguillarum C. maltaromaticum
Uorganisert 0 0 0 0 0
mikrovilli
[Unormale 0 0 0 0 0
cellekontakter
lUnormal lamina | () 0 0 0 0
ropria
[Unormale 0 0 0 0 0
cellekontakter
[Epitelcellene 2 2 3 2 2
losnet fra basal-
imembranen
Antall goblet 44 38 52 54 42
celler per
synsfelt ved 40x

De ulike morfologiske forandringene basert pa lysmikroskopi som ble observert, ved ulike
behandlinger 1 fermenteringskammer, er presentert i Tabell 3.6. Det ble ikke observert noen
morfologiske forskjeller i fermenteringskammer ved a se pa snittene i lysmikroskopi. Det var
noen individer som delvis hadde mistet mikrovilli, men det var i et begrenset omrade og
kunne se ut som mekaniske skader. En av kontrollfiskene ble ikke tatt i betraktning fordi det

ble observert store artefakter (Figur 3.10).

Tabell 3.6. Morfologiske forandringer av torskens fermenteringskammer basert pa lysmikroskopiske
undersgkelser for kontrollfisk og de fire gruppene eksponert forulike bakteriebehandlinger.
Resultatene er basert pa totalt 45 bilder med tre bilder fra hver fisk og tre fisker fra hver gruppe. De
morfologiske forandringene som ble observert ble rangert etter denne skalaen, 0= ingen observerte, 1
= lav (1 av 3 fisk), 2= moderat (2 av 3 fisk) og 3= hay (3 av 3 fisk).

Morfologiske Kontroll  |C. maltaromaticum | V. anguillarum | C. maltaromaticum + V. anguillarum +
forandringer V. anguillarum C. maltaromaticum
Mangler 0 0 1 2 1
imikrovilli delvis
lUnormale 0 0 0 0 0
cellekontakter
Unormal lamina 0 0 0 0 0

ropria
lUnormale 0 0 0 0 0
cellekontakter
[Epitelcellene 2 2 3 2 2
losnet fra basal-
imembranen
Antall goblet 44 22 23 23 35
celler per
synsfelt ved 40x
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Figur 3.9 viser snitt fra baktarm hos kontrollfisk. Her er det observert store mengder goblet

celler. Denne fisken skilte seg ut fra resten av individene i1 kontroll gruppa. Der ut som om

goblet cellene har presset bort det normale tarm- vevet.

. - > ; o g4
Figur 3.9. Snitt fra baktarmen hos kontrollfisk, viser et stort antall
goblet celler. LP- lamina propria, L- lumen, GC- goblet celler, MV-
mikrovilli, BM- basalmembranen.

Snitt av fermenteringskammer hos kontroll fisk er vist i Figur 3.10. Her er det store mengder
celle- debris i lumen. Det kan vaere en artefakt, noe som er en mekaniske skader pafort vevet
ved preparering. Arsaken kan vare at fikseringsvaesken ikke har trekt tilstrekkelig nok inn i
vevet. Eksemplet viser at man ma tolke bildene med en viss forsiktighet, og ikke utelukkende

lete etter det man gnsker 4 finne.
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Figur 3.10. Viser snitt fra eteringska

mmer hoskdntrlﬁ. Epielcellene
har nesten gétt i opplesning. GC- goblet celler, LP- lamina propria, BM-
basalmembranen, MV- mikrovilli.

Figur 3.11 viser fermenteringskammer fra gruppen som ble eksponert for C. maltaromaticum.
Vevet har et normalt utseende, og snittet viser de typiske lange mikrovilliene som man har i

fermenteringskammer hos torsk.

maltaromaticum ble det ikke observert noe unormalt. De
lange mikrovilliene som er karakteristisk for
fermenteringskammer hos torsk. MV- mikrovilli, JC-
juntional complex, GC — goblet celler
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3.4.2. Morfologiske forandringer observert i transmisjons elektronmikroskopi (TEM).

I TEM underseokelsen ble baktarm og fermenteringskammer undersekt fra en fisk fra hver
gruppe. Arsaken til dette er tidsbegrensninger og fordi det ikke ble registrert store synlige
forskjeller innad i gruppene under lysmikroskopi. Rangsjering ble her gjort ved hjelp av ++, +

og — 1 forhold til hvor mye som er observert.

Tabell 3.7 oppsumerer de observasjonene som ble gjort i baktarm. Goblet cellene var tilstede i
store mengder 1 alle gruppene, men det var bare i kontrollfisken det ble observert fylte goblet
celler. Det var den samme fisken som skilte seg ut med antall goblet celler under
lysmikroskopi. En observerte en rodletcelle, dette i gruppen eksponert for torskeisolatet
deretter V. anguillarum. Terminal- web var klart avgrenset, men det var ingen forskjeller

mellom gruppene.

Tabell 3.7. Morfologisk beskrivelse av torskens baktarm basert pd TEM fra kontrollfisk og en fisk fra
hver av behandlingsgruppene. — angir at det ikke er observert i den gruppen, + angir at det er observert
i liten grad og ++ angir at det er observert i hele preparatet.

Morfologiske
forandringer

Kontroll

C. maltaromaticum

V. anguillarum

C. maltaromaticum +
V. anguillarum

V. anguillarum +
C. maltaromaticum

Avsngringer
av mikrovilli

_|_

+

_|_

_|_

Tomme
goblet celler

++

o+

++

o+

o+

Fylte goblet
celler

++

Unormale
cellekontakt
er

Rodlet celler

Protozo
lignende
organismer

Terminal
web

Ca
2,5cm

Cal9cm

Ca2,0

Ca25cm

Ca24cm

I fermenteringskammer var ikke terminal- web like avgrenset som i1 baktarm. Her ble det

observert noen protozo lignende organismer i gruppen eksponert for V. anguillarum og

deretter C. maltaromaticum. I den gruppen som bare ble eksponert for V. anguillarum, ble det

observert et lite omradde med @dem hos fisken. Tabell 3.8 oppsumerer dette.
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Tabell 3.8. Morfologisk beskrivelse av torskens fermenteringskammer basert pdA TEM fra kontroll fisk
og en fisk fra hver av behandlingsgruppene. — angir at det ikke er observert i den gruppen, + angir at
det er observert i liten grad og ++ angir at det er observert i store deler av preparatet.

Morfologiske
forandringer

Kontroll

C. maltaromaticum

V. anguillarum

C. maltaromaticum +
V. anguillarum

V. anguillarum +
C. maltaromaticum

Avsngringer
av mikrovilli

Tomme
goblet celler

+

+

Ademer

Fylte goblet
celler

Unormale
cellekontakt
er

Rodlet celler

Protozo
lignende
organismer

Termina
web

Ca 1,2cm

Cal,6 cm

Cal,6 cm

Ca0,9cm

Cal,5cm

I baktarm hos kontrollfisken som skilte seg ut med et stort antall goblet celler 1 lysmikroskopi,

ble det i TEM observert indikasjon pa apoptose (Figur 3.12).

Apoptose, (regulert, ikke-nekrotisk celledad) et fenomen med fundamental betydning bade for

fosterutviklingen og for homeostase 1 modne vev. Slik at i vev som fornyes kontinuerlig (for

eksempel hud og tarmslimhinne) vil apoptose automatisk inntre (Becker et al. 2003).

Apoptose er definert ut fra sin karakteristiske morfologi, med trinnvise forandringer hvor

cellen skrumper. Kromatinet i kjernen kondenseres og fragmenteres, og det dannes

membrankledde pakker med celleinnhold som fagocytteres av naboceller eller makrofager.

Det er en renslig form for celleded, som ikke etterlater seg spor etter cellerester (Becker et al.

2003). Figur 3.12 viser kontrollfiskens baktarm, her har kromatinet samlet seg langs

cellemembranen som er et typisk tegn pa apoptose.
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Figur 3.12. Hetrokromatin har her lagt seg rundt
cellemembranen.

I omrédet som viste tegn til apoptose var det mange goblet celler som var fulle og en del

goblet celler som temte seg 1 lumen, slik som Figur 3.13 viser.

L ; =
Figur 3.13. Baktarm hos kontrollfisken og viser goblet cellene som
temmer seg i lumen. Pilene viser celler der kromatin har begynt &
samle seg rund cellemembranen. GC- goblet celle, MV- mikrovilli, L-
lumen.
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I TEM ble de ikke observert de store forskjellene mellom gruppene. Det ble observert noen
protozo lignende organismer i snitt fra fermenteringskammeret (Figur 3.14). Det ble observert
den typiske 9 + 2 strukturer, tilsvarende det man finner i cilier og flageller (Figur 3.15).
Denne strukturen er spesiell, tykkelsen pa disse var ca 0,20 um ut fra et gjennomsnitt av 20
stk. Det ble ikke observert noen stivelses vakuoler eller ”granum” som er spesielt for klorofyll
(Musser et al. 1984; Becker et al 2003).Det ble observert ru endoplasmatisk retikulum,

mitokondrier og golgi apparatet.

Figur 3.14. Pilene viser de protozolignende organismene som ble pavist i
fermenteringskammeret. Dette snittet er fra gruppen som ble eksponert for V.
anguillarum.
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Figur 3.15. Pilene viser en typisk 9 + 2 strukturen som ble observert i de
protozolignende organismene. Denne er en typisk for flageller og cilier.

3.4.3. Strukturelle forandringer observert ved hjelp av skanning elektron mikroskopi
(SEM)

For underseokelse i SEM valgte man 4 se pa de samme tarmdelene som ble undersegkt i TEM.
Det ble ikke observert noe som tyder pé at de ulike behandlingene har pavirket tarmen.
Figuren 3.16 viser et oversiktsbilde av baktarm i gruppen som ble eksponert for C.

maltaromaticum. Her ser vi mikrovilli som stér tett og systematisk, og det store antallet goblet

celler som ble observert 1 lysmikroskopisnitt.
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Figur 3.16. Baktarmen hos fisk eksponert av C. maltaromaticum. Goblet cellene
klemmer sammen epitelcellene. I enkelte omrader i baktarmen var det store mengder av
begerceller. MV- mikrovilli, L- lumen, E- enterocytter, GC- goblet celler.

De protozolignende organismene som ble pavist i TEM undersegkelsen, ble observert 1 alle
preparatene fra fermenteringskammer i SEM, uavhengig av behandling. Flagellene ble mélt til
a ha en diameter péd 0,22 pm og en lengde pa 16 um, dette er et gjennomsnitt av 60 malinger.
Organismen ble malt til 4 ha en diameter pa 3,13 um basert pd gjennomsnitt av 23 dyr.
Mikrovilli 1 fermenteringskammert ble malt til & ha en diameter pa 0,11 ul. Denne verdien er

gjennomsnittet av 43 mélinger.
Figur 3.17 viser et SEM bilde av protozo lignende organismer, og de har noen fa men lange

flageller. Disse organismene ble pdvist hos alle individene som ble undersgkt uavhengig av

hva tarmen er blitt eksponert for.
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Figur 3.17. SEM mikroskopisk bilde av fermenteringskammer fra fisk
kontrollgruppa. Protozolignende organismer med f& men lange flageller er assosiert
med mucus pa enterocytt overflaten. F- flageller, MV- mikrovilli.

I SEM undersokelsen ble det observert flere bakterier 1 fermenteringskammeret (Figur 3.18).
Figuren viser fermenteringskammer fra den gruppen som ferst ble eksponert for C.
maltaromaticum og deretter eksponert for V. anguillarum, her ser vi flere bakterier. Denne
observasjonen forteller oss at det finnes mange bakterier gjemt mellom de lange mikrovilliene

1 fermenteringskammeret.
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Figur 3.18. Flere bakterier (piler) har gjemt seg i det lange mikrovilliene i

fermenteringskammeret. Denne gruppen er eksponert for C. maltaromaticum sa for V.

anguillarum. MV- mikrovilli.
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4. Diskusjon

4.1. Bakteriologi
I tre tidligere arbeider av Ringe et al. (2004; 2007b) og Salinas et al. (2007) ble in vitro

metodene “’ussing chamber” og ’intestinal sack™ benyttet for & undersoke skade effekt av
patogene bakterier i tarm hos laks. I disse arbeidene undersekte ikke forskerne tarm
mikrobiota for og etter at tarmen ble eksponert av bakterier. Imidlertid ble dette undersekt av
Lovmo (2007) 1 liten skala, hvor 13 bakterier ble plukket ut pa bakgrunn av morfologi for
deretter & bli identifisert ved hjelp av 16S rRNA.

Denne oppgaven er en viderefering av arbeidet til Lovmo (2007) og er det forste hvor en har
isolert, rendyrket og karakterisert tilstrekkelig mange bakterier. Dette for & kunne si noe om
sammensetningen av bakterier for og etter at tarmen ble eksponert for bakterier (Vibrio
anguillarum og Carnobacterium maltaromaticum). I dette studiet ble det dyrket renkulturer
av 269 tarmisolater. Alle renkulturene ble testet for Gram reaksjon, katalase, oksidase- og
fermentering. Ut fra disse resultatene ble det valgt ut 103 isolater som ble sekvensert ved
hjelp av 16S rRNA. Imidlertid skal en ut fra 16S rRNA sekvenseringen vere forsiktig med a
si noe sikkert med hensyn til hvilken art de forskjellige isolatene tilherer, men man kan
antyde hvilke bakterier som er isolert.

V. anguillarum stammen som ble benyttet i dette forseket er opprinnelig isolert fra klinisk
vibrio syk Atlantisk torsk og er tidligere sekvensert av Colquhoun & Rodger (upublieserte
data, NCBI). Sekvensering av torskeisolatet opprinnelig isolert fra fermenteringskammer hos
torsk (Seppola et al. 2006) viste at isolatet var 100 % identisk med Carnobacterium
maltaromaticum (GenBank accession no. EF 204311). Denne bakterien ble forste gang isolert
fra ra melk (Zacharov & Halpern, upublisert data, NCBI).

I alle eksperiment gruppene, i begge segmentene (baktarm og fermenteringskammer) ble det
isolert mange bakterier som hadde hey likhet med Vibrio wodanis (GenBank accession

n0.Y 17575). Denne bakterien ble forste gang beskrevet av Lunder et al. (2000), og ble isolerte
fra vintersar hos Atlantisk laks. Det er diskutert om V. wodanis sammen med Vibrio viscosus,
i dag benevnt som Moritella viscosus, er bakteriene som i hovedsak forarsaker vintersar hos
Atlantisk laks. Blant vibrio artene som blir isolert fra vintersar hos Atlantisk laks, er V.
wodanis et vanlig funn. P& bakgrunn av at V. wodanis s ofte er isolert i tilknytning til sar har
det blitt gjennomfort flere smitteforsek for & vurdere virulens hos denne bakterien. Til tross

for haye doser injisert i bukhulen, er det sa langt ikke pavist at V. wodanis alene kan
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gjenskape sykdomsbildet knyttet til vintersar eller & ke dedelighet nér den er smittet sammen
med M. viscosus. Man kan imidlertid ikke se bort fra at tilstedevarelsen av denne bakterien
kan bidra til videreutvikling av allerede etablerte sar (Thorarinsson & Lystad, 2003).

I baktarm hos kontrollfisk ble det ogsa isolert en bakterie som hadde hay likhet med Vibrio
logei (GenBank accession no. AY292932) tidligere beskrevet av Nishiguchi & Nair (2003) i
et studie der man undersgkte lysorganer hos fisk.

I kontroll gruppens baktarm ble bakterien Photobacterium phosphoreum (GenBank accession
no. AY888014) isolert, den er tidligere isolert fra skinn hos torsk i Alaska (Ast & Dunlap
2005).

I fermenteringskammer til kontrollfisken ble fem ulike bakterier karakterisert. Sammenligner
man kontrollfiskens baktarm med fermenteringskammeret, ble det isolert Staphylococcus
epidermis (GenBank accession no. AB305326) og Vibrio fischeri (GenBank accession no.
AY292949) i1 fermenteringskammeret i tilegg til de bakteriene som ble isolert fra baktarm.
Generelt viser resultatene at V. wodanis er en bakterie som har naturlig tilhold i tarmen hos
torsk. Bakterien utgjer en stor andel av totalantallet, bade 1 behandlet og ubehandlet tarm.
Med bakgrunn i denne observasjonen sa antas det at bakterien ikke blir “utkonkurert”, siden
den ble isolert fra tarm i alle behandlings gruppene.

Nar tarmen er eksponert for C. maltaromaticum péaviser man den i begge segmentene, og i
begge gruppene som ble eksponert for denne bakterien. P4 bakgrunn av disse resultatene
fremsetter jeg hypotesen om av C. maltaromaticum er i stand til & feste seg i tarmen. Denne
hypotesen ma etterproves i senere studier der en for eksempel benytter fluoricens merking
eller immunogull merking, for & pavise bakterien. Disse to metodene er benyttet for & pavise L
delbruecki ssp. lactis i fremtarm hos Atlantisk laks (Salinas et al. 2007) og A. salmonicida
spp. salmonicida i tarm hos reye (Lodemel et al. 2001). Nar det gjelder V. anguillarum sin
evne til & feste seg til tarm mucus, sa framsatte Olsson et al. (1996) en hypotese om at
bakterien er i stand til & feste seg i mucus hos piggvar (Scophthalmus maximus L.). Dette er i
overensstemmelse med mine resultater, men ingen av disse arbeidene har merket bakteriene
og kan derfor ikke vere helt spesifikke. Av resultatene presentert i denne oppgaven kan det se
ut som om V. anguillarum ikke har samme evne til & feste seg i mucus overflater i tarmen som
C. maltaromaticum.

Det kan se ut som om at de bakteriene som tarmen ble eksponert for pA mange mater
“utkonkurrerer” noen av de bakteriene som opprinnelig var tilstede i tarmen. I begge
segmentene av tarmen er V. logei nesten fullstendig utkonkurrert, da bakterien ble pavist i

smé mengder (3 %) i fermenteringskammeret i den gruppen som ble forst eksponert for V.
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anguillarum og deretter for C. maltaromaticum. De andre bakteriene som ble isolert fra
kontrollfisken er til stede, men i mindre mengder.

I dette arbeidet er det vist at den probiotiske bakterien C. maltaromaticum var tilstede i
tarmen selv etter eksponering ovenfor V. anguillarum. Arbeidet til Salinas et al. (2007) var det
forste som viste at ved a eksponere fisketarm (laks) oven for en melkesyrebakterie (L.
delbruecki ssp. lactis) sa er den i stand til & kolonisere fremtarm. Effekten av probiotiske
bakterier er generelt akseptert for & ha gunstige helsemessige effekter for varmblodige dyr
(Ouwehand et al. 2002). I studier av fisk er det vist at probiotiske bakterier gkte
sykdomsresistansen og stimulerte immunsystemet (Nikoshelainene et al. 2001; Iranto &
Austin 2003; Ringe et al. 2004;2007b). Ringe et al. (2007b) har ogsa vist at en probiotisk
bakterie C. divergens, kan veere med pa & begrense skadene forarsaket av patogene bakterier.
I dette studiet og arbeidet til Salinas et al. (2007) vises det at probiotiske bakterier kan vare i
stand til & kolonisere tarmen. Denne observasjonen kan tyde pd at disse bakteriene kan ha
langidsvirkninger, og resultatene ber stimulere bakteriologer til videre & undersoke
interaksjoner mellom gode bakterier (for eksempel melkesyrebakterier og Bacillus) og ulike

fiskepatogene bakterier i fisketarm.

4.2. Lys- og elektron mikroskopi.

I denne delen av arbeidet har jeg undersokt histologiske forandringer i baktarm og
fermenteringskammer hos torsk, som folge av eksponering av C. maltaromaticum og V.
anguillarum bakterier. V. anguillarum er i tidligere arbeid vist & veere en patogen bakterie
med tarm som infeksjonsvei hos bdde sebrafisk (O Toole et al. 2004) og laks (Ringe et al.
2007b). Den patogene bakterien som er brukt i denne oppgaven er isolert fra hodenyre hos

syk torsk.

Effektene av de ulike behandlingene er visualisert ved lysmikroskop (LM), transmisjon
elektron mikroskopi (TEM) og scanning elektron mikroskopi (SEM), og noen av resultater
som ble pavist i dette studiet er forskjellig fra det som tidligere er observert i studier med laks.
Hos laks er det observert uorganiserte/ edelagte mikrovilli, edemer og edeleggelser av
entrocyttene ved eksponering av patogene bakterier (Ringe et al. 2007b; Salinas et al. 2007),
mens tilsvarende morfologiske forandringer ikke ble pavist hos torsk eksponert ovenfor V.

anguillarum.
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Ut fra morfologiske forandringer observert ved LM synes det ikke & vare store forskjeller om
tarmen har vert eksponert for bakterier eller ikke. Det er heller ikke observert tilsvarende
endringene (lyse epitelcellekjerner) som ble pdvist nar fremre del av tarm ble eksponert
ovenfor bakterier (Levmo, 2007). Det er observert at epitelcellene delvis har lgsnet fra
basalmembranen. Lavmo (2007) beskriver dette som en endring p& grunn av bakterie
eksponering i fremre del av tarmen. I dette arbeidet ser det ut som om det er en artefakt
(Reidar Myklebust, personlig meddelelse). Baktarmen hos torsk er veldig muskular. Det vil
medfore at den hurtig trekker seg sammen. Denne voldsomme sammentrekningen kan kanskje
fore til at epitelcellene delvis losner fra basalmembranen. Videre observerte Levmo (2007) at
goblet cellene var fylt i gruppene som var eksponert for bakterier. I dette studiet ble ikke disse
morfologiske endringene pavist. Det ble imidlertid observert store mengder med goblet celler,
og i sterre omfang i baktarm enn i fermenteringskammeret. Det er ikke observert forkjeller 1
mengden goblet celler mellom de ulike behandlings gruppene i baktarm ved bruk av LM,
bortsett fra et individ fra kontroll gruppen. Arsaken til okningen av goblet celler bakover i
tarmen er & lette passasjen av avfering etter hvert som den blir terrere (Kryvi og Totland
1997). I TEM undersgkelsene ble det ikke observert noe som kan betraktes som “unormalt” i
baktarm.

I baktarm fra en kontrollfisk basert pd& LM ble det pavist sterre antall goblet celler, enn hos de
andre fiskene fra denne gruppen. Det kunne se ut som om fisken i kontroll gruppen mistet
mye celler og hadde mye celledebris i lumen. Arsaken til dette er vanskelig 4 se ut fra LM. I
TEM undersekelser av kontrollfiskens baktarm ble det observert at vevet besto av mange fylte
goblet celler og at det i et omrade ble pavist apoptose (programmert celleded). Ved apoptose
er hetrokromatin oppkveilt noe som gjor cellene mearkere, mens eukromatin er aktivt og
utkveilt (Raven & Johnson 2002). I hele omrade der apoptose ble pévist (se figur 3.12 og
3.13) kan det se ut som om vevet skiftes ut, mens tarmen produserer store mengder slim for
beskyttelse. Det kan se ut som om at goblet cellene produserer slim i store mengder for &
beskytte tarmen pé best mulig mate. P4 denne méten blir dede celler skilt ut samtidig som
bakterier og andre ting som kommer inn i tarmen blir skyldt unna vei nar tarmen fornyer
vevet. Dette kan vare arsaken til at det var mye “celledebris” i lumen.

Det er tidligere sett at enkelt celler der, noe en trodde medferte at tarmen skifter ut en celle
umiddelbart. Denne observasjonen kan tyde pa at tarmen fornyer cellene ogsa pa andre mater,
blant annet at den skifter ut sterre omrade av gangen og at den beskytter seg selv ved 4 skille

ut store mengder slim. Celledelingen skjer langsommere hos fisk sammenlignet med pattedyr,
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selv temperaturen tatt i betraktning (Krogdal, 2001). Med bakgrunn i det vil fisk i lengre tid
vaere sarbar for infeksjoner nar cellene skiftes ut.

Ringe et al. (2004; 2007b) og Salinas et al. (2007) har ogsa registrert celledebris i lumen og
uorganiserte mikrovill etter eksponering av hoye konsentrasjoner av patogene bakterier. |
dette studiet mener jeg & se noe av de samme effektene pa kontrollfisken. Dette kan tyde pé at
odeleggelsene 1 lumen ikke utelukkende skyldes de patogene bakteriene, men at det ogsa kan

veaere et resultat av apoptose.

Det ble observert flagell/ cilie strukturer, i fermenteringskammer i gruppen der fisken ble
eksponert for V. anguillarum og C. maltaromaticum. Denne 9 + 2 tubuli strukturen er
spesifikk for flageller og cilier (Becker et al. 2003). Diameteren er den samme for flageller og
cilier. Det som skiller de er lengden og antallet per celle. Lengden ble mélt til 16 um, lengden
pa flagellene er mellom 10- 200 um, mens ciliene har en lengde péd 2- 10 um (Becker et al.
2003). Ciliene kan vare opp til flere hundre pé en celle, mens flagellene er noen fa. I dette
studiet er det pavist 8 strukturer per organisme, noe som tyder pa at det er flageller. I disse
cellene som hadde flageller ble det ikke observert klorofyll. Derfor kan vi utelukke at det er
alger, da disse har klorofyll (Graham & Wilcox 2000; Becker et al. 2003).

Levmo (2007) observerte avsneringer av mikrovilli apikalt i de to gruppene som hadde veert
eksponert for bakterier (C. divergens og V. anguillarum), og konkluderte med at denne
avsneringen trolig ikke var en artefakt. Tilsvarende avsneringer ble i dette studiet ikke
observert i samme grad som av Levmo (2007), men i TEM preparater med de fire gruppene
som var eksponert for bakterier kunne man se antydninger til avsneringer i baktarm. I
fermenteringskammeret kunne man ikke observere dette fenomenet. Ved neye studering av
bilder publisert i arbeidene til Odense & Bishop (1966) og Morrison (1987) ser man
antydninger til avsneringer av mikrovilli, men ikke i samme omfang som vist av Lavmo
(2007). 1 disse tre arbeidene er det TEM bilder fra fremre del av tarmen som er vist. Arsaken
til avsneringer av mikrovilli kan vere en forsvarsmekanisme, som trolig er forst barriere mot
bakterier. Det kan se ut som om at dette er noe som bare foregdr i stort omfang i fremre del av
tarmen, og som muligens er mindre viktig i bakre del av tarmen. N4 er det ogsa slik at jo
lengre bak i tarmen man kommer jo flere goblet celler har fisken, noe som vil medfere storre
slimproduksjon. Kanskje inngér avsnering av mikrovilli 1 den primare forsvarsmekanismen
mot bakterier i fremtarm mens den bakre delen av tarmen ikke har samme behov som fremre

del til & avsnere mikrovilli for beskyttelse.
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Fermenteringskammeret har ikke like mange goblet celler som baktarmen, men her er
mikrovilli betydelig mye lengre 5,6 um sammenlignet med 2,2 um i baktarm. De lange
mikrovilliene i fermenteringskammer kan derfor vaere viktig i & hindre at bakterier trenger inn

i epitelcellene (translokering).

Rodlet celler ble forste gang beskrevet av Thelohan 1 1892, men er bare observert hos beinfisk
(Reite 2005). Siden den forste beskrivelsen 1 1892 har det veart fremsatt to forskjellige
hypoteser om hvilken funksjon denne celle typen har. Noen forskere mener at de er en parasitt
(Hale 1965; Bannister 1966; Anderson et al. 1976; Bielek & Viehberger 1983) mens andre er
av den oppfatning at de er en type immunceller (Leino 1974; Desser & Lester 1975; Morrison
& Odense 1987; Smith et al. 1995). Rodlet celler har et drapeformet utseende og cytoplasma
synes ofte & inneholde elektron tette staver (Reidar Myklebust, personlig meddelelse). Et
annet typisk trekk ved rodlet cellene er den tykke kapselen som omgir cellen (Leino 1974). I
dette studiet ble det observert en rodlet celle i baktarm som ferst ble eksponert for C.
maltaromaticum og deretter for V. anguillarum. Levmo (2007) observerte rodletceller i
fremtarm hos torsk eksponert for bakterier. Rodlet celler er ogsa pavist i fremtarm hos

Atlantisk laks (Salinas et al. 2007).

Terminal web er et nettverk av fine filamenter, som ligger like under basis av mikrovilli og
over epitelcellene (Biology- online. Org 2007). Terminal web ser ut til & ha en stettende
cytoskjellet funksjon. Odense og Bishop (1966) publiserte TEM bilder fra fremre del av tarm
hos torsk, og forskerne viser pé disse bildene en klar terminal web. I dette studiet var det en
klart avgrenset terminal web i1 baktarm, med sma eller ingen forskjeller mellom gruppene. I
fermenteringskammeret var ikke terminal web like avgrenset. Det kan se ut til at denne delen
av tarmen ikke har den samme morfologiske oppbygningen som frem og baktarm. Disse
observasjonene er med pa a styrke tidligere antagelser om at morfologien i tarm hos laks og

torsk er forskjellig.

Nar det gjelder strukturelle forandringer observert ved hjelp av SEM, ble det ikke observert
noe som tyder pa at de ulike behandlingene har pavirket tarmen. I baktarmen ble det observert
en stor andel av goblet celler, som tilsynelatende presser ut de normale epitelcellene.
Tilsvarende observasjoner er ikke pdvist i fremtarm (Odense & Bishop 1966; Morrison 1987,

Lavmo 2007).
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I SEM undersgkelsen av fermenteringskammer ble det observert protozolignende organismer
med flageller i alle gruppene uavhengig av behandling. I TEM undersegkelsen ble disse
organismene kun pavist i gruppen eksponert ovenfor V. anguillarum og deretter C.
maltaromaticum.

I henhold til Tor Atle Mo (Veterinerinstituttet, Oslo) som har studert bildene som er vist i
figur 3.14, 3.15 og 3.17 tilherer organismen en art av den encellede parasitten Spironucleus.
Hos torsk er det tidligere pavist en art, Spironucleus torsa (Poynton & Morrison 1990), mens
det hos laksefisk er pavist Spironucleus salmonis (Poynton et al. 2004). Poynton & Morrison
(1990) har beskrevet Spironuleus torsa taksonomisk, der de beskriver at den forst og fremst
vil finnes 1 rektum hos torsk. I denne oppgaven ble den bare pavist i fermenteringskammer,
det samme omrade som Poynton & Morrison (1990) definerer som rektum. Det er ikke kjent
at denne arten er til sjenanse for sine verter, og betegnelsen kommensal er nok mer passende
enn “’parasitt” (Mo et al. 1999). Kommensalisme er et samliv mellom organismer til fordel for

den ene part og uten a skade den andre, verten (Bush et al. 2001).
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5. Konklusjon

Med hensyn til de morfologiske forandringene basert pd LM, TEM og SEM, er det i dette
studiet sma eller ingen forskjeller mellom de ulike gruppene fisk som ble undersegkt. Dette er
ikke i samsvar med det som er vist i in vitro studier av laks (Ringe et al. 2004; 2007b; Salinas
et al. 2007). Det kan vere med pd & underbyge at man ikke direkte kan overfore resultatene
som er pavist hos Atlantisk laks til andre arter som for eksempel torsk. Det kan derfor vere
viktig & undersegke ulike fiskeslags reaksjon pd patogene bakterier, for pd denne méten &
danne seg et helhetlig bilde over hva som skjer i tarm som utsettes for patogene bakterier.

I et tidligere arbeid ble det vist at 6x 10° Vibrio anguillarum forarsaket store skader i
fermtarmen hos laks (Ringe et al. 2007b). Da tilsvarende skader ikke ble pévist i fremtarm
hos torsk eksponert for 2x 10° V. anguillarum isolert fra syk torsk (Levmo 2007), valgte man
a studere andre deler av tarmen i dette studiet. Heller ikke observasjonene i dette studiet som
er gjort av torskens baktarm og fermenteringskammer viser skader. Bakterie konsentrasjonen
som er brukt i dette forseket er pa 5,3 x 10° V. anguillarum. Forskjellene mellom
konsentrasjonene 1 de tre forsgkene er sd smi at de trolig ikke kan vare drsaken til at det
observeres forskjeller.

En har i denne oppgaven benyttet Carnobacterium maltaromaticum som opprinnelig er isolert
fra fermenteringskammer hos torsk (Seppola et al. 2006). Carnobacterium divergens isolert
fra roye har vist seg & ha antagonistisk effekt ovenfor en V. anguillarum stamme isolert fra
laks (Ringo et al. 2002). I et nylig studium (Ringe et al. 2007b) ble det vist at denne bakterien
har positiv effekt pa laksetarm gjennom begrensninger av skadene som ble péfert av de
patogene bakteriene. Resultatene 1 denne oppgaven viser ikke noe entydig positiv effekt av C.
maltaromaticum, men det kan ogsé vere vanskelig & si noe entydig om dette fordi V.
anguillarum ikke viser seg a forarsake skader i tarmen hos torsk som hos laks

I dette arbeidet har man ikke pavist at V. anguillarum forarsaker celleskader i baktarm og
fermenteringskammer hos torsk, men at bakterien har evne til & feste seg til i tarmen. Tids
aspektet er ikke tatt med i denne oppgaven. Det kan tenkes at V. anguillarum trenger lengre
tid for & forarsake skader enn det som er tatt hoyde for i dette studiet. I dette forseket er
eksponeringstiden en time, som er det samme som en har benyttet i studier av laks (Ringe et
al. 2007b) hvor det ble pavist celleskader. Det er videre mange ytre ulikheter pa torskens og
laksens tarm. Blant annet er torsketarm mer muskular og er lengre, noe som kan ha

innvirkning pé bakteriens evne til a4 skade tarmen.
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Resultatene fra den mikrobiologiske delen av oppgaven forteller at bade den patogene og den
probiotiske bakterien er i stand til & feste seg til tarmen hos torsk. Det kan videre se ut som
om at den probiotiske bakterien fester seg bedre enn den patogene.

For & vaere i stand til 4 konkludere med storre sikkerhet, ber et videre forskningsarbeid
baseres pa flere elektronmikroskopi bilder enn hva som er foretatt i dette studiet. P4 denne
maten kan en teste funnene statistisk. I denne oppgaven er det bare tatt slike bilder av en av de
tre individene 1 hver gruppe.

Nér det gjelder utvalget i den mikrobiologiske delen, baserer disse dataene seg pa tre individer
fra hver gruppe. Ideelt sett burde man ha fem - seks individer fra hver gruppe. Tidligere
studier av tarmmikrobiologien hos fisk generelt har vist store variasjoner. Variasjon mellom
de ulike individene samt dags variasjoner (Ringe et al. 1995).

I det videre forskningsarbeidet pd den probiotiske bakterien, ber trolig bakterien merkes, for
eksempel med immunogull eller gronn fluorisens, slik at man med sikkerhet kan si at man

finner igjen bakterien.
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7. Appendiks

7.1. Reagenser brukt i forsgket
Tabell 7.1 Reagens brukt i forsekene

Reagenser Konsentrasjon Produsent
Bacto Agar Agar Noble
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Applied Biosystems
Blod Blodbanken, UNN
Blylesning Pb, Reinolds Ca2,5% Merck
Buffer F511 10x buffer Finnzgmes
EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) 100mM Sigma
Edikksyre 100 % Merck
EtOH 70 % og 100 % Arcus
Etidium bromid 0,5 ul /ml Sigma
Gel Loadingbuffer ABgene
Glukose Merck
Glycerol 87 % Acros
Guanindium thiocyant 5M Sigma
Marine — Broth (MB) Difco
Montex Histolab
Multiagarose ABgene
NaOH 3M Merc, Tyskland
Natriumklorid (NaCl) MW = 58,44 g/mol Merck, Tyskland
Nukleotid dNTP 10mM Promega
Phenol: chloroform:isoamyl alcohol Sigma
25:24:1
Uranyl 2% Merck
Sarcosyl 0,5 % Sigma
Taq DNA F501L Finnzgmes
Toludin med Borax 2% Merck

Triz-buffer

Bio-Rad Laboratories

Tryptic soy Agar Difco, USA
Tryptic soy broth Difco, USA
Trypton Soy broth Difco, USA
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7.2. Primere
Tabell 7.2 Primere brukt i forsgkene.

Primer Produsent Sekvens
27F Operon Biotechnologies 5'- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3"
1492R Operon Biotechnologies 5" - GGTTACCTTGTTACGACTT- 3°
7.3. Utstyr
Tabell 7.3 Utstyr brukt i forsekene.

Utstyr Produsent
Elektroforesekar, Liberty 2 Systems Biokey American Instrumen, USA
E.Z.N.A Cycle — pure Kit Omega
Filter (0,22um) Millipore
Filterpapir, 125 mm. Whatman®
Gene Genius Bio Imaging system Syngene

Inkubatoren, Termaks

Heigar Laboratori utstyr

Kapilar-sekvensator

Applied Biosystems

Kobber gridd Agar scients
Lysmikroskopi Leica DMLB
Leica DC kamera Leica

Mono-Va Bionor, deo20

MultiScan 600CW Gatan

Nano- drop Saveen Werner, Sverige
Ristemaskin IKA® Vibrax VXR Basic
Scanning mikroskop, FESEM 7400 Jeoleuro

Sentrifuge Centrifuge 5417R Eppendorf
Stomacer Seeward Laboratory, U.K
Transmisjons mikroskop, JEM 1230 Jeoleuro

Ultramikrotom Leica EM UC 6 Leica

Vortex

VWR internasjonal, Tyskland

7.4. Lgsninger
Lasninger til dyrking av bakterier

Marin Broth (MB); vekstmedium. Sammensetningen av mediet for 1000 ml var folgende:

37,5 gram Marine Broth
1000 ml. destillert H,O

Mediet ble kokt i ca. 2 minutter under omrering med magnet, og deretter avkjelt for filtrering

med wathman papirfilter.
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Tryptic soya (TSBgs); vekstmedium med folgende sammensetning for 1000 ml. lesning:

30 gram Tryptic Soy Broth

2,5 gram Glukose

5 gram NaCl

1000 ml. destillert H,O

Begge de oven fornevnte mediene ble autoklaveret ved 120 °C

Agar- plater til dyrking av bakterier.
Tryptic soya agar tilsatt glukose og NaCl (TSAgs) agar- plater;

40gram Tryptic Soya Agar

5 gram Glukose

5 gram NaCl

1000 ml. destillert vann

Agaren lgses 1 vann og settes sd under omrering med varme for & lase opp de ulike
ingrediensene. Mediet autoklaveres ved 120 °C, og avkjeles til ca. 50 °C under omroering for &
f4 en homogen blanding som helles i sterile petriskéler.

Blodagarskaler tilsatt NaCl;

28 gram Trypton Soya Broth

10,5 gram NaCl

1 straken ts Bacto agar

700 ml. destillert vann

35 ml. fullblod, evt. 21 ml. 3 % blodlegmer.

Alle ingrediensene utenom blodet ble tilsatt i en kolbe med magnet-rorer. Etter autoklavering
ble losningen avkjelt i en time under omrering, for sterilt fullblod ble tilsatt.
Blodagarlesningen ble tilsatt sterile petriskéler der en benyttet en Intregra bioscience maskin
med en innebygd UV- lampe (Tecnomara AG, Sveits). Skélene ble avkjelt ved romtemperatur
til neste dag, for de ble satt inn i kjelerom ved 4 °C. Maksimum lagringstid for dette mediet er
2-3 méneder.

Fysiologisk saltvann 0,9 % NacCl:

For 1000 ml. lgsning

9 gram NaCl

1000 ml. destillert vann

Deretter autoklaveres saltlosningen ved 120 °C

Oppbevaring av bakterier ved -80 °C i biofryser:

En milliliter losning inneholder; 200 pl glyserol og 800 ul bakteriekultur. Glyserolen ble pa
forhdnd autoklavert. For en tilsatte glycerol ble den varmet opp under omrering slik at den
skulle vaere tyntflytende. Glycerolen ble sa tilsatt i 2 ml. sterile cryorer, sammen med
bakteriene og lagret 1 biofryser ved -80 °C.
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7.5. Protokoller for DNA- isolering, PCR- Kjgring og sekvensering.
DNA- isolering

1,5 ml av bakteriekulturen ble spunnet ned i1 2-3 min ved 13200 rpm. Supernatanten ble
fiernet og pelleten lost i 50 pl GES (Guanidium thiocyant, EDTA, og Sarcosyl). Lesningen
ble tilsatt 400 pl destillert vann. Videre ble det tilsatt likt volum phenol:chloroform:isoamyl
24:24:1, ristes godt. Innkubert ved romtemperatur i 1-2 min, sentrifuger prevene i 2-3 min ved
13200 rpm. 200 pl av vannfasen ble overfort til et nytt eppendorfror. Tilsatte deretter 20 pul
3M NaOAc pH 5.3 og 400 pul 100 % EtOH. Vendte reret noen ganger og lot det st pa is i 30
min. Spinn ned preven 1 20 min ved 13200 rpm, fjernet supernatanten og pelleten vasket med
120 ul 70 % EtOH. Ble videre spunnet ned i 5 min, fjernet supernatanten og lot pelleten
luftterke.

PCR- kjgring

Master mix til PCR- kjeringen i denne oppgaven:

Milli Q vann 79 pl, 10x buffer 10 pl, dNTP 1 pl, 27F 0,5 pl 1492R 0,5 pl TagDNA 0,2 pul og
templat 8 ul (DNA 30- 50 ng).

Standard programmet pd PCR- maskinen i denne oppgaven:

94 °C -10:00

94 °C -00:30

53 °C =00:30| 30 sykluser
72 °C =>01:30

72 °C =>07:00

04 °C > Oppebevaring oo

For & verifisere at PCR- reaksjonen gav produkt at forventet sterrelse ble de kjort 1 en
agarose- gel. 0,5 g agarose og 50 ml TAE- buffer, ble kokt opp. Nedkjelt til ca 50 °C, tilsatte
3 ul etidium bromid, og blandingen ble helt over i et elektroforese-kar, og plassert 1
avtrekkskap. Etter at gelen var stivnet ble det tilsatt TAE- buffer i katode og anode siden,
mens det 1 midten ble tilsatt destillert vann. En ladder (storrelsesstandard) og prevene ble
tilsatt 1 her sin brenn. Karet ble s& koblet opp mot en stremkilde, 150V, i 12 minutter. Gelen
ble fotografert 1 UV-lys (Gene Genius Bio Imaging system) og positive prover viste seg som
lyse, fluoriserende band, med estimert sekvenslengde pé ca. 1500 basepar.

Saltfelling

35 ul PCR-produkt

70 ul 95 % EtOH

3,5 ul 3M NaOAc (pH 5,2)

Blandingen ble kjort raskt i vortex, spunnet i sentrifuge og innkubert pa is i 30 min. Deretter
ble rarene sentrifugert 1 20 min ved 13.200 rpm. Supernatanten ble fjernet, pellet vasket med
100 pul 70 % EtOH og deretter sentrifugert pd ny i 5 min ved 13.200 rpm. Supernatanten ble
fjernet enda en gang og pelleten ble torket ved romtemperatur til all vaeesken har fordampet.
Pelleten ble lost 1 30 ul autoklavert MilliQ- vann.

Noen av provene ble kjort rensing pé ved hjelp av E.Z.N.A. Cycle — pure Kit 1 stede for
saltfelling.
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Sekvensering.

DNA- méiling med NanoDrop ble utfort pa de positive PCR- provene. Provene ble fortynnet
ned til en konsentrasjon pa 5 ng/ul. Det ble tilsatt milliQ vann og preve til 10 pl, sa ble det
tilsatt 6,5 pul sekvenseringsbuffer, 1,5 ul sekvenseringsmix 3.1 og 2 ul 27F primer (10 ng/pl).

Programmet for reaksjonen var:
94 °C =02:00

94 °C =00:10

53°C =00:10| 35 sykluser
60 °C =00:10

04 °C >Oppebevaring oo

Provene ble deretter saltfelt pd samme méte som etter PCR reaksjon, men etter luftterking ble
rorene tilsatt 20ul formamid og sekvensene ble bestemt i en kapiler- sekvensator (ABI Prism
3100 Genetic Analyser, Applied Biosystems, Japan)

7.6. Protokoller til mikroskopidelen.

1X TAE- Buffer

242 g Triz-buffer

57 ml eddiksyre

100 ml 0,5 EDTA

10 liter destillert vann

McDowell‘s fiks 1000ml:

NaH,PO,; x H,O 13,4 gram
NaOH 2,7 gram
Sucrose 37,0 gram
Destillert 400 ml
Dette loses opp og tilsettes:
Paraformald 40 gram
Destillert HO 200 ml

Losningen varmes opp til 60 °C og leses ved hjelp av lutperler (NaOH). Avkjeles, filtreres, og
tilsettes bufferen, og 40 ml 25 % glutaraldehyd, og blandes godt. Volumet ble justert til 1000
ml med destillert H,O, og deretter juster til pH 7,2- 7,3 ved hjelp av 1M NaOH eller 1M HCI.
Lesningen ble deretter nedfrosset ved -21 °C og har nd lang holdbarhet. Etter at losningen er
tint igjen har det en holdbarhet pd 6 mnd.

Protokoll for innstaypningsprosedyren til TEM.
Fiksering min. 4 timer pa McDowells fiks.

2x 15 min. i buffer Serensens fosfatbuffer
1 % OsO4 1 milliQ- vann 1,5 time

2x 15 min. vask 1 Serensens forfatbuffer
2x skylling 1 milliQ- vann, raske skift.

2 % uranylacetat i vann i 1,5 time
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Dehydrering:

30 % etanol 1 5 minutter

60 % etanol 1 10 minutter

(70 % etanol hvis man mé stanse prosessen)

90 % etanol 1 10 minutter

96 % etanol 1 10 minutter

2x abs. alkohol a 10 minutter

3x propylenoxid a 5 minutter
Plast: Propylenoxid 1:1, 1 time uten lokk. Ren plast over natta i matter. Polymerisering
Epon/Araldit 60 °C over natt.

Framfgring av prgve til SEM
Provene ma vaere fiksert i McDowells fiks i minst fire timer.
3x 15 min vask i Serensens fosfatbuffer.
1 % OsOy4 1 en time.
2x 15 min vask 1 Serensen fosfatbuffer.
Dehydrering
5 min. 30 % alkohol
5-10 min. 50 % alkohol
10 min. 70 % alkohol (Kan oppbevares 1 dette lenge)
10 min. 96 % alkohol
3x 10 min. abs. alkohol.
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