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KAPITTEL 1.
INNLEDNING - "HITRASJUKE".

1.1 Kort historikk - sjukdommens utbredelse.

Fiskeoppdrett er en raskt ekspanderende n=zring i Norge. I lgpet av de siste 10-15
arene har produksjonen av oppdrettsfisk, spesielt laks, blitt mangedoblet., Mellom 80
og 90% av totalkvantum eksporteres, og fiskeoppdrett representerer en av Norges mest
lovende eksportneringer. Det stgrste problem for dagens oppdrettere er sjukdom pd
fisken. Tap som fglge av sjukdom var siste Ar av stgrrelsesorden 100-150 millioner
kroner. Dette utgjgr 10-15% av samlet eksportverdi for oppdrettsfisk. I fglge
opplysninger fra forsikringsselskapene for&rsaket sikalt ”Hitrasjuke” omlag 80% av
dette tapet.

»Hitrasjuke” eller "kaldtvannsvibriose” (EGIDIUS et al. 1981, 1984) ble registrert
fgrste gang hgsten 1977 i et sjganlegg i neerheten av Hammerfest, Varen 1979 ble det
registrert ett tilfelle av sjukdommen i Nordland og ett p4 Smgla (POPPE et al. 1983).
Senere samme &r og den pifglgende vir ble stadig flere tilfeller av sjukdommen
registrert, seerlig i omrddet Hitra/Frgya hvor den etterhvert ble en gkonomisk trussel.
Antall tilfeller av sjukdommen hadde en sterk gkning i 1982 med de fleste
registreringer i Troms, Hergy i Nordland, Hitra/Frgya omridet samt Mgrekysten. Det
ble ikke registrert utbrudd sgr for Malgy (62°N; Ibid.). Hgsten 1983 ble derimot
utbrudd registrert lengre sgr, og szrlig utsatt var Bergensomradet (EGIDIUS et al.
1984). Status per idag er at utbrudd av "Hitrasjuke” har forekommet i salt- og
brakkvannsmiljé langs hele kysten fra Finnmark i nord til Rogaland i ser.
Utbruddene har forekommet ytterst ved kysten og inne i fjorder, i store og sm4 anlegg,
nye sdvel som gamle (HAASTEIN & POPPE 1983). Tilfeller av sjukdommen er
registrert i Igpet av hele &ret, med overvekt p& den kalde arsiiden. Sjukdommen er i
de fleste tilfellene registrert hos laks som har gatt omlag ett &r i sjgen, men ogsé eldre
fisk og smolt har vaert angrepet (POPPE et al. 1983). Den fisken som er stgrst, feitest
og som vokser raskest synes mest utsatt for angrep. Regnbuegrret er i liten grad
pévirket, men noen f& utbrudd er registrert (EGIDIUS et al. 1981, POPPE et al.
1983). Sjukdommen er registrert i form av akutte utbrudd med hgy dgdelighet over
kort tid (2-4 uker) eller som en mer kronisk preget lidelse med lav dgdelighet over lang
tid (HAASTEIN & POPPE 1983). Den samling av symptomer som preger
sjukdomsbildet, inkludert omfattende blgdninger, har gitt sjukdommen det mer
beskrivende navnet ”Hemorrhagisk syndrom” (POPPE et al. 1983, 1985a).
Forkortelsen HS benyttes heretter som betegnelse p& ?Hitrasjuke” eller
» Hemorrhagisk syndrom”.
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Kapittel 1

1.2 Symptomer: makro- og mikroskopiske forandringer.

Adferdsendring i form av planlgs (sidelengs) svgmming nzr overflaten er tidlige
sykdomstegn. I enkelte tilfeller kan fisken sti vertikalt med hodet mot overflaten, eller
den kan ligge tilsynelatende livlgs nede i nota. Fisken er ofte slgv, nzrmest apatisk
(somnolent) og derfor relativt lett & fange. Fisk med diagnosen HS har gjerne en
velfylt tarm, noe som indikerer normal apetitt. Det er faktisk observert at fisken dgr 1
det den, som en siste kraftanstrengelse tar foret.

Blant ytre tegn kan nevnes en ru (puklete) overflate som resultat av veeskeansamling i
skjell-lommene. Blgdninger i huden, serlig p& buken, er vanlig. Vevet omkring
gattdpningen er gjerne oppsvulmet, og avigringen gulaktig, svert Ips og blodig
(diarre). Selve gattet stikker i flere tilfeller unormalt langt ut. Ytre sar kan observeres
ved kroniske sjukdomsforigp. Fisken kan ogsd ha noe utstdende gyne (exopthalmus) og
en mprkere farge enn normalt. Dette er imidlertid symptomer pé generelt darlig helse
og ikke spesielt for fisk med HS. Fisk kan vere angrepet av HS uten at det foreligger
ytre symptomer.

Anemi (blodmangel) er relativt vanlig ved infeksjonstilstander hos fisk (FODA 1973,
AMEND & SMITH 1974; HARBELL et al. 1979). Hos fisk med HS kommer tilstanden
til uttrykk ved bleke gjeller og at indre organer ofte er blekere enn normalt.
Gjennomsnittsverdier for hemoglobin (g/100ml) for sjuke (n=13) og friske laks (n=10)
ble malt til henholdsvis 3.52 (SD=0.89) og 7.84 (SD=0.85). POPPE et al. (1983) har
malt verdien hos sjuk fisk til 5.1 (n=10; 8D ikke oppgitt). Normale hemoglobinverdier
hos laks ligger i omradet 8-10 g/100ml (CONROY 1972; HARBELL et al. 1979).

I bukhulen hos en HS-fisk finner en ofte en klar, noen ganger blodig veeske (ascites).
Punktformige (petechiale) blgdninger forekommer i bukhinnen. Slike karakteristiske
blgdninger kan ogsé observeres i hjertemusklaturen, pd svgmmebleren, i fettvevet
mellom blindtarmene, i tarmveggen og pa leveren. Leveren er ofte forstgrret og er da
gjerne gulaktig. Fargen kan imidlertid variere fra grigul til brunrgd. Normal farge er
kopperbrun. P& overflaten av leveren ser en blgdninger av varierende stgrrelse.
Svgmmeblzra er i tillegg til liknende blgdninger, ofte fylt med blodig veske.
Hjertesekken er ogsé vaskefylt og noe stgrre enn normalt (POPPE et al. 1985 b).
Milten er derimot ikke forstgrret og regnes for 4 vare et symptom som skiller HS fra
klassisk vibriose (kap. 1.3).

Det finnes fa opplysninger om mikroskopiske (histopatologiske) forandringer
hos fisk med HS. POPPE et al. (1985 b) har beskrevet endringer i hjerte- og skjellett-
musklatur. Muskeltriéder svulmet opp og mistet etterhvert sitt karakteristiske stripete
utseende. Opphoping av veske (gdem) mellom de enkelte muskeltrdder var ikke
uvanlig. Store mengder bakterier ble observert i slike skadete omréder uten
betennelses forandringer i vevet omkring (ibid.). Tilsvarende forandringer kunne ogsa
observeres i tilsynelatende frisk fisk fra samme mere uten at bakterier ble pavist.
Generell endotelskade i lever, nyre og milt synes ogsa & vere vanlig hos fisk med HS
(BRATUN, pers. medd. 1984).

Serum fra HS-sjuk fisk er ”blankt” i motsetning til den gule/ gulrosa fargen i
normalserum. Dette avspeiler at en i blod fra fisk med HS finner lavere verdier for
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TEO-bakterier

total plasma-protein og albumin, noe som ikke er uvanlig ved infeksjonssykdommer
(SHIEH & MACLEAN 1976). HUNN (1964; referert hos HARBELL et al. 1979)
antyder rsaker som tap via utskilte vaesker og redusert proteinsyntese som fglge av
vevsskader. Uspesifikk serumaktivitet (INGRAM 1980) malt ved evne til & hemolysere
rgde saueblodlegemer (SAKAI 1981a,b, 1983a,b,c) indikerer ogsi klare forskjeller i
konsentrasjoner av serumprotein: Resultater som ikke er tatt med i oppgaven viste at
sera fra frisk fisk, i motsetning til sera fra HS-sjuk fisk, inneholdt faktorer som
forarsaket hemolyse av saueblodlegemene. Denne serumaktiviteten i sera fra frisk fisk
var varmelabil og krevde Mg?* (ikke Ca“), noe som indikerer at komplementfaktorer
er involvert.

Som en slags konklusjon kan en si at fisk med HS er preget av anemi og at blgdninger
og unormal utskillelse av vaske dominerer bildet, bide makro- og mikroskopisk. Det
er uklart hvorvidt den anemiske tilstanden skyldes et spesifikt hemolysin (MUNN
1978, 1980), uspesifikke cytolysiner (MUNRO et al. 1980), feil i koagulasjonssystemet
(lekkasjer) eller manglende nysyntese av blodlegemer. De vanligste makroskopiske
sykdomsforandringer er misfarget lever og blgdninger i bukhinne, p& svgmmebl=ren og
hjertet.

;krsaken(e) til sjukdommen har vert, og er gjenstand for diskusjon. I fglge
EGIDIUS et al. (1981, 1984) skyldes sjukdommen Vibrio-liknende bakterie som vokser
langsomt. Bakterien ga ved injeksjon sjukdomssymptomer som (makroskopisk)
tilsvarte HS, og bakterien kunne reisoleres fra dgd/dgende fisk. Innledende forsgk med
naturlig smitting stgtter hypotesen om at denne bakterien er dgdsirsaken; 5 fisk
smittet ved bading i en fortynnet bakteriesuspensjon ble overfgrt til kar med ikke-
smittet fisk. Etter 14 dager var 14 av 26 fisk dgde. I et kontrollkar var derimot bare 1
av 26 dgd i samme periode (HJELTNES, pers. medd. 1985).

FJOLSTAD & HEYERAAS (1985) angir at forholdet mellom flerumettet fett og
vitamin E/Selen i fiskeforet har sammenheng med HS. Forfatterne har undersgkt fisk
dgde av HS og funnet forandringer som likner p& vitamin E/selen-mangel hos husdyr.
Bakterier kunne ikke pavises i den dgde fisken.

POPPE et al. (1983, 1985 b) beskriver sjukdommen som en ”multifaktoriell
produksjonslidelse der samspillet mellom flere uheldige faktorer kan forirsake
sjukdomsutbrudd”, Blant aktuelle faktorer nevnes arv, miljgfaktorer, forets
sammensetning /kvalitet og virus/bakterier. Bakterier fra gruppene Vibrio og
Photobacterium kunne isoleres fra sjuk fisk. Det ble imidlertid antatt at de tilhgrte
fiskens normale flora/-milj¢ og de ble derfor ikke ansett som den primere
sjukdomsarsaken. Nyere resultater fra POPPE et al. (1985) angir en primerlidelse som
1 hovedsak kommer til uttrykk (mikroskopisk) ved muskeldegenerasjon. Manglende
tilskudd av vitamin E/Selen antydes som en vesentlig &rsak ut fra erfaringer innenfor
veterinsrmedisin. Utskilt vaeske (eksudat) mellom gdelagte muskelfibre utgjgr et godt
vekstsubstrat for bakterier. Denne svekkete ("substrat”-) tilstanden gjgr fisken sveert
utsatt for angrep fra bakterier (ibid.).
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Kapittel 1

1.3 Sjukdommer med symptomer som minner om HS.

Egtvedtsjuke (Viral hemorrhagisk septicaemi; VHS) er en virussjukdom med noe
varierende symptomer. Blgdninger i muskulatur og indre organer samt synkende
blodprosent, er karakteristiske sjukdomsforandringer (HASTEIN & ROALD 1981).
Fisk i alle aldre kan angripes, og tidlige stadier preges ofte av stor dgdelighet uten
spesielle sjukdomstegn. Senere stadier preges av alvorlige bevegelsesforstyrrelser og
lavere dgdelighet. Forekomster av VHS er begrenset til Europa (Ibid.; SALTE 1984).
Symptomene likner de en finner hos laks med HS. Sjukdommen er mest vanlig hos
regnbuegrret, men VHS-viruset er patogent ogsi for laks (SALTE 1984). Viruset ble
sist isolert i Norge 1 1974 (Ibid.}. Alle kjente forsgk pa & isolere eventuelle virus fra
HS-laks har veert negative (POPPE et al. 1983, JORGENSEN pers. medd. 1984).

Vibriose er en av de hyppigst forekommende og mest utbredte fiskesjukdommer. Den
er beskrevet i mer enn 42 fiskearter, inkludert &l, torsk, sei, sild, ulike flatfiskarter og
hos flere laksefisker (COLWELL & GRIMES 1984). Sjukdommen forekommer normalt
i salt- og brakkvannsmiljg, men er ogsd pivist i ferskvann, da gjerne i forbindelse med
fisk som vandrer mellom salt- og ferskvannsmiljger (SINDERMANN 1984). Det er vist
at fisken bzerer bakterien i seg (opportunistisk patogen) og at forskjellige former for
stress kan utlgse sjukdommen (SNIESZKO 1974; RODSETER et al. 1977; BAKER et
al. 1983). Klassisk vibriose er forérsaket av to biokjemisk, genetisk og serologisk
forskjellige Gram negative bakterier; Vibrio anguillarum og Vibrio ordalis (SCHIEWE
et al. 1981; SCHIEWE 1982). Ytre tegn p4 sjukdommen kan vare sviktende apetitt og
blgdninger p4 buken, finnene og i gynene. Dgdelighet forekommer imidlertid ogs& uten
slike karakteristiske symptomer. Sjukdomsbildet forgvrig preges av indre blgdninger,
vevsskader (nekroser) med varierende fordeling av bakteriene i de forskjellige vev. En
slik variasjon pavirkes selvsagt av vertens evne til forsvar mot inntrengende mikrober.
RANDSOM et al. (1984) har imidlertid vist at de to patogene mikrobene, bade in vivo
og in vitro (naturlig smitte), forrsaket forskjellige indre sjukdomsbilder: V. anguil-
larum fordelte seg jevnt i vevene med de hpyeste konsentrasjoner i blod, lgst bindevev,
nyre, milt, gjeller og bakre del av tarmkanalen. Bakterier ble ogs& pavist i skjelett- og
hjertemusklatur. V. ordalii dannet derimot kolonier (aggregater) hovedsakelig i
musklatur (skjelett-, hjerte- og glatt musklatur), i gjellevev, og i fremre- og bakre del
av tarmkanalen. Store bakteriemengder ble ikke pivist ved mikroskopering av fargete
blodpreparater. Metodiske begrensninger gjorde det imidlertid vanskelig & oppdage
bakteriekonsentrasjoner mindre enn 3x10° organismer per ml blod (Ibid.). Begge
bakteriene gav ved infeksjon store skader i bakre del av tarmkanalen der de ogsd
kunne pavises i tidlige stadier av infeksjonsforlgpet. Dette sammen med en gunstig pH
(6.5-8.0) i denne del av tarmen fikk RANSOM til & konkludere med at infeksjonen
muligens startet med kolonisering av dette omridet (Ibid.). Store bakteriemengder
(108-199 bakterier/g vev) i dgende fisk og store bakteriekonsentrasjoner like ved friskt
vev, mente RANDSOM (ibid.) var en indikasjon p& eventuelt lavpotente toksiner.

SCHIEWE (1983) fant i motsetning til RANDSOM et al. (1984) at V. ordalii utviklet
en systemisk infeksjon, med bakterier i nyre, milt og blod. Denne uoverensternmelsen
skyldes sannsynligvis deres forskjellige méater & infisere fisken pi (injeksjon under
huden (s.c.} i motsetning til via vann, sikalt naturlig smitte). V. anguillarum (3.2

K. Olav Holm




TEO-bakterier

x10® kolonidannende enheter (CFU) injisert s.c.) spredte seg hurtigere og farte til en
raskere dgd sammenliknet med tilsvarende V. ordalti-forsgk (7.7 x10° CPU; s.c.). Figur
1.1 viser fordelingen over tid i sistnevnte forsgk.

| A V' ordalii

Nurnber of bacteria {Log sl
- RN g B @ w0 W
H

H
=31

1 B V' anguillarum
]
i

MNumber of bactera (Logm;
- AW A U~ M W
T

-1 &} i 2 2 4 2 46 70 94 116 140

Time after challenge {hours)

FIGUR 1.1: Sammenlikning av spredningsmgnsteret ved infeksjon av V.
ordalit (A) og V. anguillarum (B) i Stillehavslaks (Oncorrhynchus kisutch) ved
15°C. Bakterier ble injisert under huden (s.c.) ved tid 0: 7.7x10%° CFU av V.
ordalii eller 3.2x10° CFU av V. anguillarum. Antall levende bakterier per ml
blod og per gram nyre, lever og milt ble bestemt (etter SCHIEWE 1983).

Virulensmekanismene hos disse Vibrio-bakteriene er mindre kjente. En plasmid-koplet
opptaksmekanisme for jern (fra jernfattige miljg) inngdr i virulens-"reportoaret” hos
V. anguillarum og begynner etterhvert & bli klarlagt (CROSA 1980, CROSA et al.
1977, 1980, 1981, 1983; TOLMASKY & CROSA 1984; ACTIS et al. 1985). Ekstra
cellulere produkter som hemolysiner og proteaser antas ogsd involvert ved V.
anguillarum-infeksjoner. Dette synes ikke & vere tilfelle ved V. ordalii-infeksjoner
(SCHIEWE et al. 1981; KODAMA et al. 1984; MOUSTAFA et al. 1984). TRUST et
al. (1981) har pavist en sammenheng mellom virulens og utvalgte V. ordalii-stammers
evne til & motstd uspesifikke bakteriedrepende komponenter i serum (INGRAM 1980)
fra ikke-immunisert regnbuegrret. Serum-sensitive mutanter testet in vive var
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Kapitte] 1

betydelig mindre virulente, noe som indikerer at serumresistens uér viktig for V. ordaliis
evne til & framkalle sjukdom (TRUST et al. 1981).

1.4 Hovedfagstema: Isolering og karakterisering av bakterier fra fisk med HS.

I de miljger som har beskjeftiget seg lengst med HS, er det ingen uoverenstemmelse
om at bakterier lar seg isolere fra dgende og dgd laks med diagnosen HS (EGIDIUS et
al. 1981, 1984; POPPE et al. 1983, 1985). Sjukdommens opphav/arsak (etiologi) er
derimot mer omstridt. HS har, inntil nylig utelukkende vzrt et norsk fenomen. Unntak
er at sjukdommen i &r er ment pavist p4 Fergyene og i Skottland, og ogsd her ble det
funnet bakterier (HASTEIN, EGIDIUS pers medd. 1985). Sjukdommen er kun pévist
i salt- og brakkvanns-miljg. Det er ikke rapportert om utbrudd fra ferskvannsmiljg,
selv om samme type for blir benyttet. Sjukdommen har klare likhetspunkter med
klassisk vibriose slik den kommer til uttrykk wved Vibrio ordalii- infeksjoner
(RANDSOM et al. 1984; SCHIEWE 1083; SCHIEWE et al. 1981; EGIDIUS et al.
1981, 1984; POPPE et al. 1983, 1985). Det er ingen tvil om at bakterier som i
utgangspunktet ikke virker sjukdomsframkallende kan fordrsake sjukdom og dgd nkr
fisken utsettes for stress (SNIESZKO 1974; COLWELL & GRIMES 1984). Nyere
forskning har vist at ogsd ugunstig forsammensetning og dérlig forkvalitet kan
disponere for sjukdom ved at effekten av fiskens spesifikke og uspesifikke
forsvarsmekasnismer svekkes radikalt (TANAKA et al 1979; BRANDON 1984;
BENDICH et al. 1984; WATSON & PETRO 1984; BLAZER & WOLKE 1984;
RORSTAD 1985). Det kan ogsd tenkes at balansen i fiskens naturlige bakterieflora
forrykkes slik at potensielt patogene bakterier lettere fir innpass. Bakterier som for
eksempel, direkte eller indirekte, kan pavirke neringsopptaket vil ogsd vere aktuelle i
denne sammenhengen.

Hovedhensikten med denne oppgaven er ikke 3 gi noen forklaring pd primaere- eller
sekundzere arsaker til utbrudd av HS, men & karakterisere en type bakterier som lot
seg isolere fra nyrer hos dgende fisk med diagnosen HS {kapittel 1.2). Isolatene viste
enhetlige egenskaper, forskjellige fra kjente isolater, og var derfor interessante ogsd ut
fra rene mikrobiologiske betraktninger.

Kapittel 2 tar for seg isolering, biokjemisk karakterisering og klassifisering. I kapittel 3
behandles serologisk variasjon mellom HS-bakterier og kjente bakterier som det er
naturlig & sammenlikne med. Kapittel 4 omfatter genetiske aspekter ved HS-bakterier.
@nsket er & kunne si noe om slektskap mellom bakterier ved & sammenlikne de
elektroforetiske DNA-mgnstre ("fingeravtrykkene”) som kommer til uttrykk etter
endonuklease (HindIIl)-behandling av de respektive total-DNA.
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KAPITTEL 2.
ISOLERING - BIOKJEMISK KARAKTERISERING.

2.1 Bakterier - isolatenes geografiske spredning.-

Fremre del av nyret ("blodranden”) er sannsynligvis fiskens viktigste bloddannende
organ. Dette organet fungerer ogsé som filtreringsorgan for blod ("lymfeknute”). Siden
fisk normalt ikke har bakterier i blodet, er derfor nyret el velegnet sted & lete etter
bakterier ved mistanke om systemiske infeksjoner. Samtlige HS-isolater som benyttes
er tatt fra fiske-nyrer: Levende laks med &penbare sjukdomstegn (se innledning) ble
bedgvet med MS-222 (etyl-m-aminobenzoatmesylat; 0.15 g/l; Norsk medisinaldepot)
og deretter sprettet opp i buken. Nyret ble blottlagt og all vaeske tegrket bort fra
bukhulen. Deretter ble nyret &pnet med steril skalpell og blod strgket ut pa skéler med
blodagar (kap 2.2.1); 3 skiler per fisk. Under innsamlingen av materialet, ble skilene
lagret ved 8°C (1-5 dager). Eventuell ytterligere inkubering foregikk ved 12°C.
Innsamlingen av bakterier foregikk i ferste halvdel av august 1984, Materialet omfatter
11 isolater tatt fra Hergyholmen {Nordland) i sgr til Badderen (Nord-Troms) i nord, 7
isolater fra Vest-landet (gave fra E.Egidius/B. Hjeltnes, HI, Bergen) samt 2 bakterier
isolert fra HS-fisk ved Veterinzrinstituttet (gave fra T. Poppe), ett isolat fra Hergy
(Nordland) og ett fra Frgya (Trgndelag). Med unntak av en bakterie (B2) isolert fra
regnbuegrret pd Vestlandet, er samtlige type TEQ-bakterier isolert fra laks.

Som referanser ble det benyttet fire stammer:

Vibrio anguillarum NCMB 6 (Gadus callaris, Danmark)
Vibrio anguillarum NCMB 2129 (Salmo gairdneri, Norge)
Vibrio ordalii MSC2-75 (Oncorrhyncus kisutch, USA)
Vibrio ordalii DF,K (O. kisutch, USA; tidl. Vibrio sp. 1669)

I tillegg inngar fglgende V. anguillarum-stammer: A3.1 (G. morhua) og H-F (S. salar)
og 84.2018 (1-6), de 6 siste isolert {ra regnbuegrret (S. gairdner:) i Australia. Samtlige
"tilleggs”-bakterier er karakterisert ved avdelingen (fiskerikjemi, IFF).
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TEO 83.001
TED 84.025
TEQ 84.026
TEQ 84.028
TED 84.029
TED 84.031

TED 84.020
TED 84.021
TEQ 84.022
TED 84.023
TED 84.024
42.309/83

42.222/83
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FIGUR 2.1 Bakterienes geografiske spredning.

Bakterier med betegnelsen TEO er egne isolater. Betegnelsene HI og B st&r for
isolater fra Havforskningen (Bergen), de to gvrige kommer fra Veterinzr-
instituttet.
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2.2 MATERIALER OG METODER.

2.2.1 Medier.
(M2.1) Mineralsaltlgsning (FORD et al. 1958):

g/l (mM)
MgCl, 20.0 (215)
CaCl, 5.0 (45)
FeCl,6H,0 0.6 (1.8)
ZnS0, TH,0 0.5 (1.7)
CoCl,6H,0 0.25 (1.1)
CuS0, EH,0 0.25 (1.0)
NaMoO, 0.25 (1.4)
MnS0,H,0 0.5 (2.2)

Saltene ble lgst i 900 ml destillert vann, konsentrert H,S0, tilsatt til klar lgsning fgr
volumet ble justert til 1000 ml.

(M2.2) HS-TEO medium (modifisert etter SCHIEWE 1981a).

g/l (mM)
Nutrient broth (Difco) 2.7 -
Proteose pepton (Difco) 5.0 -
NaCl 20.0 342
K,HPO, 0.5 3.7

Mineralsaltlgsning (M2.1) 10 ml
pH ble justert til 7.4 fgr autoklavering (120°C/15 min).
(M2.3 a) Minimalmedium (pH 7.4).

g/l (mM)
Na,HPO,"12H,0 3.1 87
NaH,P0,H,0 0.18 13
NaCl i5 266
KCl 2.0 26.8
NH,C1 1.0 18.7

Mineralsaltlgsning (M2.1) 10 ml
(M2.3 b) Basal-medium (pH 7.5; BAUMANN & SCHUBERT 1984).

g/l (mM)
Tris-HCl 6.1 50
NH,C1 1.0 19
K,HPO,"3H,0 0.075 0.33
FeS0,"TH,0 0.028 0.1
tilsatt 1/2 styrke ASW (se nedenfor).

ASW Kunstig sjgvann (MACLEOD 1968).
g/l (mM)

NaCl 23.4 400
MgS0,'TH,0 24.6 100
KC1 1.5 20
CaCl,2H,0 2.9 20

Saltene ble 1gst hver for seg og deretter blandet.
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(M2.4) API 20-medium (modifisert).

g/l (mM)
(NH,),S0, 2.0 13.2
Gjezrekstrakt (Difco) 1.0 -
NaCl 20.0 342
K,HPO, 0.5 3.7

Mineralsaltlgsning (M2.1) 10 ml -

Ingrediensene ble Igst i 900 m! dest vann og pH justert til 7.5 fgr totalvolumet ble gkt
til 1000 ml.

(FP) Fiskepermeat/-autolysat.

Den lavmolekylere (MW <10.000), vannlgselige fraksjon fra sur (HCI) autolyse av
fiskeinnvoller har vist seg & vere et godt vekstsubstrat for bakterier (CLAUSEN,
GILDBERG & RAA 1985). Substratet (permeatet; pH 3.1) var en gave fra A.
Gildberg (Fiskeriteknologisk Forskningsinstitutt, Tromsg). pH ble justert til 7.5 (FP-
7.5) med 5M NaOH. Utfelt materiale ble filtrert fra (Whatman No.1) og lgsningen
sterilfiltrert fgr bruk. Utfelt materiale ble analysert med hensyn pa tgrrvekt og aske.
Aminosyreanalyse av permeat og filtrat viste tilnzrmet uendrete aminosyreprofiler
(analysene ble foretatt av E. Strem ved hjelp av en JEOL (JLC-6 AH)
aminosyreanalysator)., Mengde aminosyrer 1& i omradet 87-95 mg/ml i bade permeat
og filtrat (FP-7.5). Det utfelte materialet besto i hovedsak av uorganisk materiale
(88.8% av torrvekten var aske).

Fastmedier:

Bacto Tryptic Soy Agar (Difco; 40 g/1) eller Bacto Tryptose Blood Agar Base (Difco;
33 g/1) ble benyttet ved dyrking p& skdler/skrdagar. Begge medier ble tilsatt ekstra
NaCl (0.25 M). Blodagar ble laget ved at mediene etter autoklavering (120°C/15
minutter) og avkjpling til 45-50°C (vannbad) ble tilsatt 5% humant fullblod eventuelt
3% rgde blodceller. "Tryptic Soy Agar” uten blod betegnes TSA; medium med blod
betegnes blodagar.

2.2.2 Vekstbetingelser.

Dersom ikke annet er nevnt, ble vekstforsgk utfart ved fglgende betingelser: 50 m!
Erlenmeyer-kolber med maksimalt 15 m] medium ble autoklavert ved 120°C i 20
minutter. Det ble benyttet 0.22 um Millex-GS filter (Millipore, Frankrike) og sterile
engangsprgyter (Sabre Gillette, England) ved sterilfiltrering av mediumkomponenter.
Kulturene ble dyrket i Termaks temperaturskap ved 250 omdreininger per minutt pa
en (orbital-) rystemaskin (New Brunswick scientific Co. Ltd.; USA). Maksimal
lagringstid for medier var 2 uker ved 4°C. Mediene ble for inokulering preinkubert 1-2
dggn ved den aktuelle dyrkingstemperaturen (vanligvis 12°C). pH justeringer ble
dersom ikke annet er nevnt, foretatt med 1M HCI og IM NaQOH.
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2.2.3 Oppbevaring av bakterier.

Monokulturer dyrket i flytende medium ved 12°C ble tilsatt steril glycerol
(sluttkonsentrasjon: 20%) og frosset ved -80°C i sterile 1 ml rgr (Nune Inter Med;
Danmark). ” Arbeidskulturer” pi skrdagar ble overfgrt hver méned og lagret ved 4°C;
maksimalt 4 overfgringer.

2.2.4 Morfologi, bevegelighet og flagellering.

Bakteriens morfologi og bevegelse ble undersgkt ved vanlig mgrkefelts mikroskopering
(1000x forstgrrelse). Bakteriene var s& aktive at det aldri var noe problem & skille
egenbevegelse fra Brownske bevegelser eller "drift” i mediet. "Hang-drop” preparater
ble ikke benyttet.

Flagellering i flytende og p& fast medium ble undersgkt ved elektronmikroskopering
av negativi-fargete preparater: Bakterier ble slemmet opp i ammoniumacetat-buffer
(0.2 M, pH 6.2) tilsatt 0.2% fosforwolframsyre (Merck p.a.). En drépe av suspensjonen
ble etter 5-10 minutter satt p& en "gridd” med formvarhinne med pé-dampet karbon.
Etter ytterligere 3-4 minutter ble veesken trukket bort med filtrerpapir far preparatet
ble lufttgrket og undersgkt i et JEOL 1200 EX elektronmikroskop. '

2.2.5 Innledende tester.

Gram-reaksjon.

P& bakgrunn av fysisk-kjemiske strukturforskjeller i bakteriecelleveggen deler denmne
fargeteknikken bakterier i to klasser: G+ beholder fargen
(krystaliﬁolett:gentia.naﬁolett) etter behandlingen, G- gjgr det ikke. Gramreaksjonen
gir i enkelte tilfeller varierende resultater avhengig av kultur-alder (HARRIGAN &
McCANCE 1966). Det er derfor konsekvent benyttet bakterier i tidlig vekstfase dyrket
pd agar (TSA, blodagar): Varmefikserte bakterier ble farget 1-2 minutter med
krystallfiolett fgr behandling med en I,/KI-lgsning (1-2 min). Deretter fulgte vasking
med 96% etanol (10-20 sek) og destillert vann fgr kontrastfarging med safranin eller
carbol fuchsin (30 sek). Som G- kontroll ble benyttet Vibrio anguillarum NCMB 2129.
G+ kontroll var Bacillus megaterium.

Spore- og kapsel-farging (HARRIGAN & McCANCE 1966).

Bakterier ble blandet med en liten dripe tusj ("Indian ink”) og et dekkglass presset
mot preparatet fgr mikroskopering (1000x). En eventuell kapsel er synlig som en klar
sone rundt bakterien. Sporedannelse ble undersgkt ved 10 minutters farging av et
varmefiksert preparat (pd objekiglass) med en mettet vandig Igsning av malakitt-
grenn. Etter vasking med destillert vann (10 sek) og kontrastfarging med safranin
(0.25%; 15 sek), ble preparatet vasket, tgrket og mikroskopert (1000x).
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Oksydase (KOVACS, 1956).

Ved cytokrom (c) oksydase-aktivitet dannes et purpurfarget kompleks med
tetrametyl-1.4-difenylendiamin (tetramety]parafenylendiamin). Bakteriekulturer
dyrket 24-48 timer péd fastmedium uten karbohydrater (HUNT et al. 1981; TSA og
blodagar) ble smurt p& filirerpapir (Whatman No.1) fuktet med tetrametyl-1.4-
difenylendiamin (1% Igsning). Purpurfarging i lgpet av 5-10 sek ble registrert som
positivt resultat. Oumslag i tidsrommet 10-60 sekunder ble registrert som forsinket
positiv. Enhver seinere reaksjon ble registrert som negativ.

Oksydasjon eller fermentering av glukose (OF-test).

Fglgende medium ble benyttet for & teste oksydativ/fermentativ omsetning av
glukose: 2.7 g Nutrient broth (Difco), 5.0 g Proteose pepton (Difco), 20.0 g NaCl, 0.3
g K,HPO,, 10 ml mineralsaltlgsning pr 1000 ml destillert vann. pH ble justert til 7.3
(5M KOH) fgr tilsetting av indikator (12 mg fenolrgd). Testen ble foretatt i reagensrgr
(15 ml medium) med omvendte Durhamrgr. Etter autoklavering ble en sterilfiltrert,
pH justert glukoselgsning tilsatt {sluttkonsentresjon: 25 mM). pH fgr inokulering var
7.3. Tre rgr per bakterie ble inokulert med 200 ul av en kultur (dyrket p& mediet uten
glukose) fortynnet til ODgy,=0.2: ett rgr uten glukose, to rgr med glukose hvorav ett
ble dekket med steril mineralolje. Rgrene ble inkubert inntil 14 dager ved 12°C.

Syreproduksjon (omslag til gult) og gassdannelse indikerte oksydasjon. Syreproduksjon
i rgr dekket med mineralolje indikerte fermentering.

Bakterienes krav til NaCl, temperatur og pH.

To agarmedier ble benyttet ved undersgkelsen av bakterienes krav til, og
toleransegrenser for NaCl. HS-TEO medium (kap. 2.2.1) og et modifisert ” Tryptic soy
agar” (TSA)-medium ble tilsatt disse NaCl konsentrasjonene: 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5,
1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 10.0%. Fglgende (flytende) medium ble benyttet for
& bestemme den optimale NaCl-konsentrasjonen: 11.2 g/l "Marine broth” (MB-
medium; Difco), 100 mM Tris base (Difco) og 4 g/l gjerekstrakt (Difco), pH ble
justert til 7.4. Konsentrasjoner i omridet 100-800 mM NaCl ble testet (figur 2.6)

.

Bakterienes temperaturioleranse ble undersgkt ved dyrking p& blodagar. Utvalgte
bakterier ble dyrket i flytende medium (HS-TEO tilsatt FP-7.5) og vekstforlgpet ble
registrert ved falgende temperaturer: 7, 12, 186, 18, 25 og 37°C (figur 2.7)

MB-medium ("Marine broth”) tilsatt 100 mM Tris-HCI ble benyttet til bestemmelse
av bakterienes optimale pH-omrade. Testete pH-verdier var 6.2, 7.0, 7.5, 8.0 og 9.0
(figur 2.8). Ved samtlige av vekstforsgkene ble det benyttet to paralleller.

Veksthemming.

Bakterienes fglsomhet for utvalgte antibiotika ble undersgkt ved bruk av "resistens-
lapper”. Bakteriene ble sigpt inn i en toppagar lagt som et tynt skikt over en

nzringsagar (blodagar og TSA) slik figuren viser. Hemming (+), eventuelt ingen
hemming (~; ingen klarsone) ble registrert.
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j Antibiotikum-tapp ("disc”)

ST s R g "Topp™ agar m/bakterier
Naringsagar f

o
Ingen

veksthemming Veksthemming (klarsone)

FIGUR 2.2 Prinsipp for testing av antibiotika-resistens.

2.2.6 API 20B - test-kit (AP] SYSTEM S.A.: Frankrike.}

Systemet ble benyttet ved kontrolltesting av kulturene. Forkulturer ble dyrket (24
timer/12°C) pa et modifisert API 20B-medium (kap. 2.2.1). APT test-"kit” har vist seg
velegnet ogsa for marine bakterier etter ekstra tilsetting av NaCl (marine salter) i de
benyttete dyrkningsmedia (KENT 1982; MAUGERI et al. 1983). Fglgende tester
inngdr: spalting av gelatin, nitrat-reduksjon, beta-galaktosidase (ONPG), sure
omsetningsprodukter ved omsetting av karbohydrater (sakkarose, L-arabinose,
mannitol, fruktose, glukose, maltose, stivelse, rhamnose, galaktose, mannose, sorbitol
og glycerol), hydrolyse av urea, tryptofanase, H,S8-dannelse, produksjon av acetoin fra
pyruvat (Voges-Proskauer), Simmons citrat-test, Cytokrom-oksydase og katalase.

2.2.7 Andre tester:

Katalase test.

Kolonier grodd 50-60 timer pé fastmedium (TSA) ble testet med hensyn til produksjon
av katalase: En koloni ble blandet med en dripe 3% H,0, pa objektglass. Alternativt
ble et lite volum av en flytende kultur (i vekstfase) blandet med et likt volum 10%
H,0,. Eventuell katalase vil dekomponere hydrogenperoksyd og danne 0O, som
kommer til syne i form av bobler ("brusing”).

Fermentering av andre C-kilder.

Ovenstdende OF-test ble benyttet ogsa for testing av bakterienes evne til & fermentere
andre karbonkilder., Glukosen ble da erstattet med: L-arabinose, cellobiose, fruktose,
galaktose, glycerol, inositol, laktat, laktose, maltose, mannose, mannitol, raffinose,
rhamnose, ribose, sorbitol, sukrose, tartrat og xylose. (De understrekete sukkere tilsatt
1 1% slutt-konsentrasjon, de gvrige 0.5% (w/ v)).

Fermenteringsstudier ble ogsi utfgrt ved bruk av API 50 CH. Dette testsystemet
omfatter 50 skoformete brgnner med en anaerob del (fermenteringsstudier) og en
aerob del (assimilasjons- og oksydasjonsstudier). Den fgrste blant 50 bregnner
inneholder en negativ kontroll. De gvrige inneholder forskjellige karbohydrater og
derivater av slike. De karbon-kilder som inngikk er listet i appendix (Tabell A 2.1).
Forkulturer ble dyrket p& HS-TEQ medium til en bestemt tetthet (ODgyp=0.2) for
tilsetting av indikator (fenolrgd). Kulturen ble deretter pipettert over i den anaerobe
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delen av brgnnene. Den aerobe del ble fylt med steril mineralolje. Registreringer ble
foretatt etter 6 og 24 timer, deretter hvert dggn i 7 dggn. Testsystemet inngikk ved
rutinekontroller av bakteriene,

Utnyttelse av citrat .......
A)..... som eneste energikilde (Simmons citrat test).

Felgende (skraagar) medium ble benyttet: 20.0 g NaCl, 0.2 g MgSO,7H,0, 1.0 g
NH,H,PO,, 1.0 g K,HPO,, 5.0 g Na-citrat, 8 ml bromtymolblé (1% vandlg 1¢snmg)
15 g agar pr 1000 mI desﬁ H,0. pH ble justert til 7.1 fgr tilsetting av indikator og
autoklavering. Utnytielse av citrat og vekst pa agaren resulterer i en basisk reaksjon
(fargeomslag fra grgnn til klar bla). To paralleller samt ngdvendige kontroller ble in
kubert 1-14 dager ved 12°C.

B)..... som eneste karbonkilde i nzerveer av organisk nitogen.

Bakteriene ble dyrket pi fglgende modifiserte Christensen medium (Difeo): 0.1 g
gjerekstrakt, 0.1 g cystein-HCl, 3.0 g Na-citrat, 0.2 g glukose, 1.0 g K ,HPO,, 200 g
Na(Cl, 10 ml mineralsaltlgsning, 12 mg fenolrgd pr 1000 ml dest H,O. pH ble Justert til
7.3 fgsr autoklavering. Bakteriene ble testet i flytende kultur og pz’i fast medium (1.5%
agar). Inokulering/ poding fra fast medium, fgr inkubering ved 12°C i 1-14 dager.
Utnyttelse av citrat indikeres av fargeomslag fra orange til rgd/ lilla som fglge av pH
stigning.

Voges-Proskauer test pa acetoin.

Acetoin (acetylmetylcarbinol) dannet ved sukkerfermentering kan pivises ved bruk av
alfa-naftol. T basisk miljg vil eventuell acetoin tilstede oksyderes til diacetyl som
kombinert med testreagens gir en fargereaksjon (rgdfarging). I testen inngikk et
fosfatbufret pepton-—glukosernedlum (5.0 g pepton, 5.0 g glukose, 5.0 g K HPO,, 20 g
NaCl i 1000 ml springvann; final pH 7.4. Testreagenser var 6% -naftol lpjst i 96%
EtOH samt en 16% KOH lgsning (BARRIT 1936 referert hos HARRIGAN &
McCANCE 1966). Kulturrgr (10 ml medium dekket av mineralolje) ble etter inoku-
lering fra fastmedium (TSA) inkubert 2-8 dager ved 12°C. Test: 1 ml kultur ble tilsatt
0.5 ml av hver av testreagensene og rystet godt. Redfarging i lgpet av 5 minutter ble
registrert som positiv reaksjon (acetoin tilstede).

Reduksjon av nitrat til nitritt.

Nitrat er ofte utgangspunkt for aminosyresyntesen i mikroorganismer. Nitrogenet i
nitrat har valensen +5, i aminosyrer (aminogruppen) har nitrogenet valensen -3.
Nitrogenet mi altsd reduseres. Nwzrmeste teoretiske forbindelse p& denne
reduksjonsveien er nitritt (valens +3). De fleste nitrat-reduserende bakterier er
fakultativt anaerobe (THAUER et al. 1977 referert hos STYRVOLD 1981).
Respiratorisk nitrat-reduktase er et membranbundet enzym-kompleks som gjgr at
nitrat kan inngd som terminal elektronakseptor i celler ved anaerob vekst. Syntese av
enzymet induseres av nitrat ved fraveer av oksygen og hemmes ved aerob wvekst
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(HADDOCK & JONES (1977) referert hos MCPHERSON et al. (1984)). NO, er
fargelgst, men danner sammen med sulfanilsyre og alfanaftylamin et (lyse)rgdt
kompleks. I tilfelle negative reaksjoner tilsettes sinkstgv. I det sure miljget reduseres
eventuelt gjenverende NQ, til NO, som s& gir rgdfarging. Testen ble utfgrt etter
dyrking p& kaliumnitrat-medium (Bacto: 3.0 g kjgttekstrakt, 5.0 g pepton, 1.0 g KNO,
tilsatt 20 g NaCl; pH etter autoklavering 7.4). Dyrkingsrgrene ble inokulert fra
fastmedium (blodagar) og inkubert 1-8 dager ved 12 °C i rgr dekket med 4-5 mm steril
mineralolje. Testreagenset (Griess-Ilsovay) bestod av to komponenter (5M
eddiksyrelgsninger av 0.5% alfa-naftylamin og 0.8% sulfanilsyre) som ble blandet (1:1)
for bruk. En drdpe testreagens blandet med en dripe bakterie suspensjon resulterte i
rgdfarging i lgpet av f& minutter dersom nitritt var tilstede. Tilstedeveerelse av nitritt
ble eventuelt bekreftet med "Nitrit (NO,’) test-strips” (Merckoquant 10007). Negative
reaksjoner ble bekreftet ved tilsetting av metallisk Zn-pulver. Utvikling av re¢dfarge
indikerer at nitrat fortsatt er tilstede. Dersom bidde NO3 og NO, mangler, indikerer
det ytterligere reduksjon til N, (denitrifikasjon) eller NH,* (assimilatorisk
nitratreduksjon}.

Stimulering av vekst med trimetylamin oksyd.

Trimetylamin oksyd (TMAO) er et vanlig organisk molekyl i det marine miljg. Det
finnes i marine dyr, og nar disse dgr, vil bakterier redusere TMAQ til trimetylamin
(TMA) som gir en karakteristisk fiskelukt (STR@M et al. 1979). Hos bakterier kan
TMAQO inngd som terminal elektronakseptor i en anaerob, energigivende
respirasjonsprosess. TMAO kan ogsad bidra gjennom en ikke-energigivende redoks-
prosess koplet til substratfosforylering ved at NADH + HT oksyderes til NAD™
(THAUER et al. 1977). Marine bakterier som kan utnytte det lett tilgjengelige
TMAOQ, har en apenbar fordel sammenliknet med de bakterier som under anaerobe
forhold kun er i stand til enkel fermentering. Et tilleggspoeng er at trimetylamin
(TMA), p& grunn av sine basiske egenskaper, vil motvirke det pH-fall som forekommer
tidlig under mikrobiell nedbryting av dgde organismer. Fglgende grunnmedium (M)
ble benyttet ved vekststudier: Marine broth (MB; Difco) 11.2 g/l (dvs. 1.4 g/1 pepton,
0.3 g/l gjmrekstrakt samt havsalter), 14 g/l NaCl (240 mM i tillegg til de 100 som
inngikk i MB) og 6.1 g/l (50 mM) Tris-HCl. pH i medier med TMAQ ble justert til
7.2, Medier uten TMAQ hadde i utgangspunktet pH 7.5 (STROM et al. 1979).
Forkulturer ble tilsatt ekstra gjerekstrakt (0.05%; v/w).

Kulturer med og uten 5 mM glukose og 50 mM TMAO (NO,") ble dyrket anaerobt
ved 12°C. Pyruvat (10 mM) med og uten TMAO inngikk ogsa i forsgksoppsettet. Det
ble benyttet 2% inokulum fra forkulturer i eksponensiell vekst (ODg,,=0.3). I tillegg
til TEO 83.001 inngikk NCMB 6 for sammenlikningens skyld.

Mgllers dekarboksylase test (HARRIGAN & McCANCE 1966).

Dekarboksylering av en del aminosyrer gir primare aminer med spesielle biologiske
funksjoner. Ett eksempel er arginin som dekarboksyleres til agmatin, en forlgper for
polyaminer. Disse innglr som vekstfaktorer for en del mikroorganismer der de blant
annet bidrar til stabilisering av membranstrukturer. Enzymer som inngér i
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dekarboksyleringsreaksjoner har pyridoxal- fosfat (aktiv form av vitamin Bg) som
kofaktor. Ved biokjemisk klassifisering av blant annet enterobakterier og vibrio, inngar
gjerne aminosyrene L~-arginin, L-ornitin og L-lysin. Bakterier som produserer de
aktuelle dekarboksylaser, vil danne basiske produkter som gir gkt pH. Fglgende
grunnmedium ble benyttet: 5.0 g pepton, 5.0 g kjsttekstrakt, 0.5 g glukose, 5 mg
pyridoxal, 1.5 g K,HPOQy,, 20 g NaCl, 10 ml mineral-saltlgsning {M2.1) pr 1000 m! dest
H,O. pH ble justert til 7.5 fgr tilsats av 6 ml bromtymolblatt (0.2%) og 2 ml
cresolpurpur-rgdt {0.2%). Mediet ble fordelt p& dyrkingsrgr (10 ml) og autoklavert fgr
tilsats av sterilfiltrerte, pH justerte aminosyrelgsninger (1% sluttkonsentrasjon).
Rgrene ble inokulert (2%) med en kultur dyrket p& grunnmediet (ODgp,=0.2), dekket
med steril mineralolje og inkubert 1-8 dager ved 12°C. Seriene bestod av 4 rgr pr
bakterie - aminosyrene, samt en kontroll uten aminosyre. Positive reaksjoner (pH
gkning) var synlige ved fargeskift fra gult til fiolett. Kontroller og negative reaksjoner
forble gule. Positive arginin reaksjoner ble testet med hensyn p& ammoniakk i mediet
(Nesslers reagens: 7 g KI, 10 g Hgl,, 10 g KOH pr 100 ml dest H,0). Dersom
ammoniakk kan pdvises og organismen mangler urease, viser reaksjonene at arginin
blir omsatt via arginin dihydrolasesystemet (ibid.). I dette metabolske sporet inngar
enzymer som omsetter arginin til ornitin under dannelse av ATP:

Arginin + H,0 + P; + ADP —~—s ornitin + NH; + CO, + ATP

Indoldannelse.

En vanlig test ved klassifisering av bakterier er deres evne til omsetting av tryptofan
til indol, pyruvat og ammoniakk ved hjelp av tryptofanase:

H

C-CH,-CO0H tryptofanase

CH NH, -~ /- indol + pyruvat +NH,

N/

N H,0

Kulturrgr med tryptofanmedium (10 g pepton, 20 g NaCl, 0.4 g tryptofan pr 1000 ml
godt uttappet springvannn, pH 7.2) ble inokulert med bakterier fra fast medium (36
timer/blodagar) og inkubert 1-8 dager ved 12°C. Xylen ble benyttet for ekstraksjon av
eventuell indol som danner en lysergd forbindelse ved tilsats av Ehrlichs-Bghmes
indol-reagens (0.4 g p-dimetylaminobenzaldehyd, 38 ml 96% EtOH, 8 ml 32% HCI).
Testen ble ogs& utfgrt med Kovacs indolreagens (isoamylalkohol istedet for etanol).

Produksjon av ammoniakk fra urea.

Ureaseproduksjon ble testet p& Christensens urea agar tilsatt 1.5% NaCl (1.0 g
pepton, 20 g NaCl, 2.0 ¢ KH,PO,, 1.0 g D-glukose, 20 g agar, 6 ml fenolrgd-lgsning
(0.2%) pr 1000 ml dest H,0). Mediet ble autoklavert i dyrkingsrgr (9 ml) og avkjglt
pa vannbad til 50°C fgr tilsats av deionisert (Amberlite MB-3, Fluka AG, Sveits) 20%
urealgsning (1 ml). Slutt-pH var 7.0. Skrdagaren ble inokulert/podet med og uten
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ureakontroll og inkubert 1-14 dager ved 12°C. Hydrolyse av urea (urease) vil gi en pH
gkning (ammoniakkproduksjon) synlig ved fargeendring i mediet.

Spalting av gelatin.

Bakterier ble podet pa gelatinagar (2.7 g Nutrient broth, 5.0 g proteose pepton, 20 g
NaCl, 10 ml mineralsaltlgsning, 15.0 g agar, 5.0 g gelatin pr 1000 ml dest H,0, pH
7.4). Etter inkubering 1-14 dager ved 12°C, ble gelatinspalting testet ved & helle
kvikksglv-kloridlgsning (15.0 g HgCl,, 20 ml 32% HCI pr 100 ml dest H,0) over
agaren. Klar sone rundt koloniene viser spalting av gelatin (=positiv reaksjon). Ikke-
hydrolysert gelatin dannet en hvit ugjennomskinnelig utfelling med HgCl,-lgsningen.

Stivelsesspalting (amylaseaktivitet).

Samme medium og betingelser som ved test for gelatin-spalting ble benyttet. Gelatin
ble erstattet med Igselig stivelse {Merck; 0.5% (w/v)). Som testlgsning ble benyttet
Grams jodlgsning (se Gramreaksjon). Klar sone rundt koloniene indikerte amylase
aktivitet.

Hydrolyse av tributyrin.

For & avdekke eventuell lipolyttisk aktivitet, ble bakteriene dyrket pd tributyrin agar:
TSA tilsatt 2.0% NaCl og 1.0% tributyrin (w/v) ("emulsjons-agar”; pH 7.3). Etter
inkubering 2-14 dager ved 12°C medfgrte hydrolyse av tributyrin dannelse av en
klarsone rundt koloniene.

Hydrolyse av Tween-forbindelser.

Bakteriene ble podet pd Tween-agar (10.0 g pepton, 2.0 ml mineralsaltlgsning, 20.0 g
NaCl, 15.0 g agar, 10 ml Tween pr 1000 ml dest H,O; pH 7.4) og inkubert 2-14 dager
ved 12°C. Ugjennomskinnelige soner rundt koloniene (positiv reaksjon) er salter av frie
fettsyrer og brukes som indikasjon pa positiv lipolyttisk aktivitet. Siden Tween
foreligger 1 lgsning, er reaksjonen muligens et resultat av esteraseaktivitet; ”lipase” for-
beholdes de enzymer som virker p& emulsifiserte substrater (HARRIGAN &
McCANCE 1966). Tween 20 og 80 ble testet.

Luminescens.

Lruminescenrende bakterier er vanlig i det marine miljg. De finnes i sjgvann, pi
overflaten av- og i tarmsystemet hos marine dyr samt i spesielle lysorganer hos enkelte
fisk og cephalopoder (REICHELT & BAUMANN 1973; BAUMANN & BAUMANN
1981). Bakteriene ble dyrket ved 12°C pé et basalmedium (M 2.3 b) tilsatt 0.3% (v/v)
glycerol, 5 g/l gjaerekstrakt, 5 g/l trypton, 1.0 g/l CaCO, og 15 g/l agar {LM-medium;
BAUMANN & BAUMANN 1981). Platene ble undersgkt etter 24 og 48 timer. @ynene
var pa forh&nd tilpasset mgrket i minimum 5 minutter.
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2.3 RESULTATER:

2.3 1 Morfologi. bevegelse og flagellering.

Det var ingen oppvekst av bakterier eller sopp pd skiler med blodutstryk fra fisk uten
symptomer pa HS. Bakteriene som vokste opp etter utstryk fra fisk med HS var
tilsynelatende renkulturer. Etter 30-72 timers vekst pa blodagar dannet monokulturer
av bakterier ved 12°C 0.5-1.5 mm runde, gralige (nsrmest f{argelgse), svaki
gjennomskinnelige, konvekse kolonier med hel kant og glatt overflate. Koloniene var
luktfrie, de lgste seg lett i vaeske og bakteriene fordelte seg jevnt i lgsningen.

Den lett krummete ("vridde”, kommaformete), staviormete bakterien var 0.5-0.8 um
bred og 1.0-3.0 um lang (fig. 2.3). Kortere staver (tilnzrmet runde) bakterier var ofte
synlig i eldre kulturer og kulturer dyrket ved ugunstige betingelser som for eksempei
lav pH. Bakterien var bevegelig (4-16°C) med inntil 10 polare flageller festet i en
klynge i den ene enden av bakterien (fig. 2.4a, b og ¢). Flagellene var omgitt av et
hyister ("sheath™). Bredden var 24-26 nm, hvorav kjernedelen utgjorde omlag 12-14
nm (fig 2.5 a og b). Belgelengden ble anslatt til 2.1-2.2 um (fig. 2.3).

"Sverming” ble ikke observert ved dyrking p& blodagar.  Elektronmikroskopi-

preparatene avslgrte ingen laterale flageller eller fimbrier etter dyrking pa flytende- og
fast-medium,

FIGUR 2.3: TEO-bakterier.

Vanlig antall flageller var mellom 1 og 4. Flagellenes bolgelengde er ut fra bildet
anslatt til 2.1-2.2 um.
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FIGUR. 2.4: Multiflagellerte varianter av TEQ-bakterier.
I preparater av samtlige TEO-bakterier kunne bakterier med flere enn 4 flageller

pavises. P34 figuren er tatt med to eksempler som ogs& viser at flagellene er
plassert polart i en klynge.
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FIGUR 2.5: Flageller med "hylse” ("sheath™). Eksempler fra to forskjellige
bakterier viser at flagellens ytre diameter med kappe er ca. 25 nm.
Flagellkjernens diameter er av storrelsesorden 12-14 nm. Malestokk finnes pd
hvert av bildene.
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2.3.2 Andre resultater.

Samtlige isolater var Gram negative, oksydase- og katalase positive.
Fermentering av glukose resulterte i sure omsetningsprodukter uten synlig
produksjon av gass. Endosporer eller kapsel ble ikke observert i den perioden arbeidet
med bakterien pigikk. Samtlige isolater var sensitive overfor vibriostatisk reagens
(0/129; krystaller), trimethoprim (100 ug), neomycin (30 ug), novobiocin {5 ug),
tetracyclin {30 ug), streptomycin (30 ug) og polymyxin-B-sulfat, men resistent overfor
penicillin G (10 ug).

TEO-bakteriene og V. ordalii-ene vokste ikke pd minimalmedium (M2.3 a og b) med
glukose (0-50 mM) som energikilde og NHf som eneste nitrogenkilde. Det samme var
tilfelle med citrat som eneste energikilde (Simmons citrat-test) og for citrat som eneste
energikilde i n=mrver av organisk nitrogen (gjeerekstrakt og cystein; Christensens
citrat-test). Tilsats av gjerekstrakt (1.0 g/l) i glukose (10 mM)/NH,*-
minimalmediene gav vekst. "Bacto Marine broth 2216” (Difco; ”havsalter” tilsatt
pepton og gjwerekstrakt; pH 7.5) gav vekst. Bakterien vokste ogsa pa peptidfraksjonen
(MW<10.000) av et fiske-innvolls-autolysat (FP-7.5; 10% (v/v) tilsatt destillert H,0).
"Bacto Brain Hearth Infusion broth (BHI; Difco) tilsatt 1.5% NaCl gav ikke vekst
(ved pH 7.3 og 7.8). TEO-bakteriene vokste ikke p4 MacConkey broth (Oxoid: galle-
salter, pepton og laktose; tilsatt 1.5% NaCl og 2% Bacto agar; pH 7.3). Det samme
var tilfelle for "Bacto PPLO agar” (Difco; Pepton og "fresh heart tissue”-ekstrakt
tilsatt 1.5% NaCl; pH 7.8).

Ingen av bakteriene vokste i medier uten NaCl. TEQO-bakteriene vokste i omradet 100-
900 mM NaCl og hadde dermed et noe snevrere vekstomride sammenliknet med
referansebakteriene. Den optimale NaCl-konsentrasjon for vekst ved 12°C 13 i omradet
350-400mM. Figur 2.6 viser vekstforlgpet av TEO 83.001-kulturer ved forskjellige
NaCl konsentrasjoner,
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08 ¢ i 400 (2.329%) _
?;‘;—lt 350 (203%) g
; _ 04 300 (1. 76%) -0
07 + /P/
//
o
b,l
06 + /
/ ﬁ,
of
05 | !
% !
g
04 1 S 250 (145%)
, ,
’/ ’IJ ‘/
A~ 500 (290%)
Q3 + R,
S /
02 s A 9,47 200 ( 1.16%)
| ;y‘ a pf 800 (484%)
. o .
’( ", /
P ,O’ A
o1 - ,OO{K/ .
I . o AR
et v/rw,vém 100 (658%)
3 1 E { JJ H

FIGUR. 2.6: Vekst ved forskjellige NaCl-konsentrasjoner.
TEO 83.001 ble dyrket aerobt ved 12°C p& et modifisert MB-medium ("Marine
broth”, se pkt. 2.2.7 i materialer og metoder). Kulturene (to paralleller) ble
inokulert (3%) med celler i eksponensiell vekstfase, dyrket pd 300 mM NaCl.
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Alle bakteriene vokste ved 4, 7, 12 og 16°C. Optimal temperatur for TE(Q-bakteriene
& i omradet 12-16°C, maksimumstemperaturen omkring 18°C. Det var antydning til
vekst p& blodagar ved ca. 18°C. Kontrolltest av to flytende TEO-kulturer (HI-7751 og
TEO 83.001; HS-TEQ-medium tilsatt 10% FP-7.5) gav ingen vekst ved 18.0°C
(Ngur 2.7}.
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O o~
8 e e
e
B
4
-7ﬂ
»18°
D mu..,: e Jue e —,—u—u—-i:sr-_:l;n— o e Do g e
0 10 20 30 40 0 €0
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FIGUR 2.7: Vekst ved forskjellige temperaturer.
Figuren viser TEOQ 83.001s vekstforlgp ved forskjellige temperaturer (vist pa
figuren). Cellene er dyrket pd HS-TEO medium tilsatt 10% "fiskeprotein” (FP-
7.5, (v/v); se kap. 2.2.1}. Kulturene (to paralleller) ble inokulert (4%) med celler
i eksponensiell vekstfase dyrket p& samme medium ved 16°C.

Ingen av TEQ-bakteriene vokste ved pH 9. All vekst syntes & stoppe ved pH 8. Forsgk
pa & tilsette svak syre (pH justert ned 0.6-0.8 pH-enheter} i kulturer som "flatet ut”
omkring pH 8, gav ytterligere vekst. Figur 2.8 bekrefter en gvre pH-grense omkring 8
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i tilfelle TEO 83.001. I vekstforsgk med begrenset O,-tilgang og glukose i mediet,
stoppet all vekst i pH-omrédet 5.1-5.5. Dette forklarer at metylrgdt-testen var negativ
(positiv nar pH < 4.5).

06 1

0B +

Q4 +

a3 +

As00

az 4

01 ¢

FIGUR 2.8: Vekst ved forskjellige pH-verdier.
TEO 83.001 ble dyrket aerobt ved 12°C p& MB-medium ("Marine broth”, Difco)
tilsatt 100 mM Tris-HCl. Ved enden av hver kurve er fgrt opp pH i de utvokste
kulturene. Kulturene (to paralleller) ble inokulert (5%) med celler i eksponensiell
vekstfase, dyrket ved pH 7.0.

Av figuren ser en at ved pH 7.0 og 7.5 starter veksten umiddelbart. Mediet med start-
pH 6.2 resulterte i en lag-fase. I tidlig eksponentiell fase var pH gkt til 6.5, og ved
stasjonzrfasens begynnelse (28.5 h) ytterligere gkt til 6.7. P& bakgrunn av disse
resultatene synes TEQ 83.001s optimale pH-omride for vekst ved 12°C, & ligge i
omradet 6.5-7.5. Lakseblod har normalt en pH rundt 7.5 (noe lavere i fisk med HS).
pH-omradet 7.0-7.5 er derfor valgt som "arbeidsomrdde”.

NO; ble ikke redusert av TEO-bakteriene, og det samme gjaldt de to testete V.
ordalii-stammene. NO, gav ingen stimulert vekst av TEO 83.001. ‘Trimetylamin
oksyd {TMAOQ) stimulerte derimot anaerob vekst av TEO 83.001 (figur 2.9) og V.
anguillerum NCMB 6 . Sammenliknet med medium tilsatt bare glukose (5 mM), ga
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tilsetting av TMAO (50 mM) i tilfelle TEQ 83.001 en vekstgkning p& mer enn det
dobbelte. For NCMB 6 var vekstgkningen omlag 50%.

s +
M+ Glukose + TMAO
B et 8-
05 + -
‘/
7
7
04 + /
;
p
Q /
:
< 937 ¥
7 M+(‘::{ukc::s:e(i'NO3+ )
7 i sl = e 54—
v -
oz L , ),.,-
/ -
= e
L’ /’ M +TMAO ( tPyruvat )
01 t / B 5 e E o e s A=
//7 *D"aj"".
o e-e? M(sPyruvat)
_ as=0- O O} o o S « RLE—, 3y
e ; ; t t i !
0 10 20 30 40 50 60
Timer

FIGUR 2.9:
trimetylamin oksyd (TMAO).

Veksforlgp under anaerobe betingelser med og uten

TEO 83.001 ble dyrket ved 12°C i kultiveringsrgr (med slipte glasskorker). Hver
kurve er pafprt de forskjellige tilsettinger utover grunnmediet (M; se pkt. 2.2.7 i
materialer og metoder). Fglgende konsentrasjoner ble benyttet: glukose 5 mM,
pyruvat 10 mM, TMAO 50 mM og NO, (Na.+-salt) 50 mM. Kulturene (to

paralleller) ble inokulert (3%) med celler i eksponensiell vekstfase dyrket pa

grunnmedium tilsatt gjeerekstrakt. Ved enden av hver kurve er pafgrt pH i de

utvokste kulturene.

Ingen av de karbohydrater som ble omsatt fermentativt gav synlig produksjon av gass.
TEO-bakteriene produserte syre ved omsetning av glycerol, ribose, D-fruktose, D-
galaktose, glukonat, D-glukose, D-mannitol (mannit), D-mannose, D-cellobiose, gentio-
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biose, trehalose og N-acetyl-glukosamin, men ikke syre fra blant andre sukrose, D-
maltose, stivelse (glykogen og amidon} og testete glukosider {en rekke andre ikke-
fermentative C-kilder er listet i tabell A 2.1 (Appendiks I). I denne sammenheng kan
det veere pd sin plass & nevne at vekstforsgk med TEQ 83.001 med medier tilsatt
glukose, fruktose, galaktose og ribose viste at slutt-pH (5.2) ble lavest etter vekst pi
glukose. Tilsvarende tall for de gvrige sukkere var 6.45 (fruktose), 7.85 (galaktose) og
7.30 (ribose). Ved vekst pd galaktose var pH aldri under 7.0. Grunnmedium var HS-
TEO (M 2.2).

I tabell 2.1 er listet opp noen sentrale egenskaper for sammenlikning med andre
bakterier innen gruppen Vibrio. Sentralt blant karbohydratene stir gentiobiose som
fermenteres (forsinket) av TEO-bakterier, men ikke Vibrio anguillarum og V. ordalis.
De to sistnevnte fermenterer sukrose og D-maltose. Med unntak av to bakterier (Bl
og B8), som ga forsinket fermentering av maltose, er begge disse egenskapene negative
hos type-TEQ-bakterier. I motsetning til V. ordaliz, produserte bide V. anguillarum
og TEO-bakterier syre fra glycerol, glukonat, D-mannose, D-cellobiose og irehalose
(ett unntak var NCMB 2129 som ikke fermenterte trehalose. Dette resultatet er i
overenstemmelse med EGIDIUS & ANDERSEN (1977)).
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TABELL 2.1 Sammenlikning av fenotypiske egenskaper ved bakterier fra
gruppen Vibrio.

Vibrio Vibrio TED Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio
angutllarum ordalii bakterier marinus logeit fisheri ordalii
iall bakterier (n=8) (n=2) {n=20) (n=1) 1} (n=11) 1) {n=12} 1) (n=5) 1)
m farging - - - N - i N
ragelig (12°C) * + +
wellering:
flytende medium P a) P P P p P P
fagt medium P P P P P P P
3-12 flagaller - - + - + * +
ste staver - - - + - + d
mmentering - - - - + + -
jydane {Kovaca) + + + + . +
mentativ {glukose) * + + + * * +
s fra glukose - - - - - - -
w til organiske
vekstfaktorer - * + + é - +
ninescans - - - - - + -
zes-Progkauer

cevoin fra pyruvat)
ginin (basisk reaksjon)
pin dekarboksylase

r's
]

+
£

- - - * + -
pithin dekarboksylase - - - - - - -
do} fra tryphofan + {(8/9) - -
trat, Simmons + (8/9) - -
trat, Christensen + b} - - R
duksjon av NOp il NOy + - - + + a -
duksjon av TMAD il TMA + o) . + @) : )
talage + + - + + + +
» - - - " - -
latin hydrolyse * - - + - - +
ivelses hydrolyse + - - - - - -
culin hydrolyse + v - (-) £}
nelyse (human-blod) + ¥ - -

PG {peta-galaktosidase) + - - .

ease - - - - - - -
page {(tributyrin} * - - + + -
wen 20 og B8O {+) - .
smentering/utnyttelse av: .

arabincee - {7/9) - - - - - -
celicbiose + (8/9) - + - + + -
galaktose + + ) g) - * * -
nticbiose - - + ‘ . . .
gkonat - - + + + - -
YCBIO:l + - + + + + +

meliose + - h) + * * +
mannitol + - + - + + -
MANNOBa + - + - a + -
libiose - (8/9) - - . '
Jbose + + * d + *
-sorbitol - {6/9) - - - - - -
krose + + - - - - +
rehalose + (B/9) - + - - d -
tkat:
ad  4°C - + + + + - -
sd 18°C + * (+) + {20°C) + {20°C) + {20°C) + {20
ed 30°C + + - - - - -

s 37°C (+) - - - - d (35°C) -

ten KaCl - - - - - - -
0.5% NaCl + {+) .

2.0% NaCl + + - * + + +
T.0% NaCl (+} - -
& McConkey agar + - -
BAI-NaCl medium + : -
od pH 9 (+) - -
+ = positiv reaksjon

) Etter BAUMANN et al. 1984 (ry gouuv T il

) P=polar, L=lateral . = negativ remksjon

'g Testet HCMB 6, NCMB 2129 og A3 1 = i¥ke undersgkt

1) géﬁziﬂpﬁz :i;iiizf' innen gruppen (x/n} indikerer x pon./nmeg. av totnlt n bakterier

} Undersgkt for TED 83.001 (figur 2.9).
Y 7o av bakteriene (Bl og B4) muligens positive i API BO CH. 98
) Zamtlige positive (syreproduksjon) etter 18 timer, men fikk i
APT 5O CH systemet omslag til basisk pH ved ytterligere
inkubering. Dette akjedde ikke med V. angusllarum eller
V. ordalii.
1 fo bakterier gav omslag etter 8-7 dggns inkubasjon.
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2.4 DISKUSJON,

2.4.1 Innledende tester.

Ikke-sporedannende, Gram negative, stavformete bakterier som naturlig forekormmer i
akvatiske omgivelser, kan grovt deles inn slik figur 2.10 viser.

[}ksydasle reaksjon

L]
4 :

| |
Utnyttelse av glukose ved oksydasjons-/
fermenterings-test (0/F-test) I
l
Fermentativ Ferme;ntat iv
VIBRIONACAE") ENTEROBACTERIACAE

Oksydativ Oksydativ
evt. ingen
utnyttelse
| Acinetobacter
Alcaligenes
Cytophaga
Flavobacterium
Flexibacter
PSEUDOMONADACEAE
SPIRILLACEAE"")

FIGUR 2.10: Skjema for "screening” av G-, ikke sporedannende bakterier som er
vanlige i akvatiske miljg (etter WEST&COLWELL 1984).

*) V. metschnikovit, V. gazogenes og Photobacterium phosphoreum
er oksydase negative.

**) Endringer i klassifisering foretatt i senere ar (KRIEG 1984)
gir ingen endringer av figuren.

Samtlige testete kolonier som vokste opp fra fisk med HS var oksydase positive og
fermenterte glukose, noe som plasserer bakteriene i familien Vibrionaceae. En slik
plassering styrkes av bakterienes sensitivitet for vibriostatisk reagens, kravet om NaCl
for vekst og at polare flageller var omgitt av en hylse ("sheath”). Familien
Vibrionaceae kan deles inn i 4 bakteriegrupper (genus): Vibrio, Photobacterium,
Aeromonas og Plesiomonas (BAUMANN & SCHUBERT 1984). Aeromonas og
Plesiomonas vokser uten Na' (i motsetning til de to andre; BAUMANN et al. 1980).
Sammen med gruppen Photobacterium, mangler de dessuten det hylsteret rundt
eventuelle polare flageller som er typisk for gruppen Vibrio (Ibid.). En tredje
karakteristikk som synes egnet for & skille mellom de fire gruppene, er utnyttelse av
D-mannitol (BAUMANN & SCHUBERT 1984): Photobacterium og Plesiomonas
omsetter ikke D-mannitol; egenskapen forekommer i begge de andre gruppene. Pi
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denne bakgrunn synes det riktig 4 plassere TEO-bakteriene i gruppen Vibrio. Dersom
TEO-bakterienes sensitivitet for novobiocin tas med, er ogsa kravene til LEVIN et al.
(1972} tilfredstilt for plassering i rekken av marine Vibrio.

2.4.2 Sentrale egenskaper ved gruppen Vzbrio.

1984-utgaven av "Bergey’s manual of systematic bacteriology” (vol 1) behandler 20
arter innen gruppen Vibrio. I tillegg er publisert V. damsela (LOVE et al. 1982), V.
diazotrophicus (GUERINOT et al. 1982), V. hollisae (HICKMAN et al. 1982) og V.
mimicus (DAVIS et al. 1981). Bakterier som tilhgrer gruppen Vibrio er gram negative
og stavformete med varierende stgrrelse og morfologi (pleomorf). Bakteriene er
vanligvis "kommaformete” (vibrione) og beveger seg ved hjelp av en eller flere polare
flageller. Flagellene er omsluttet av et hylster {"sheath”) som henger sammen med
yttermembranen i bakteriecelleveggen (BAUMANN et al. 1984). Normal tykkelse pa
de polare flagellene er 24-30 nm med en bglgelengde i omradet 1.4-1.8 um. De fleste
Vibrio har en polar flagell, men kan i enkelte tilfeller forekomme med inntil 3 flageller
(BAUMANN et al. 1980; CHART 1983). V. fisheri og V. loge: skiller seg imidlertid
fra de gvrige ved at flagellene forekommer i en klynge pad inntil 12, med en
bplgelengde omkring 3.6 um (BAUMANN et al. 1984). Enkelte Vibrio-arter danner
laterale flageller uten hylster nar de vokser pd fast-medium. Denne flagell-typen kan
forekomme i antall p&d over 100 per celle og antas & ha betydning ved festing til
overflater.  Bglgelengden er oppgitt til 0.9 um (ibid.). Sentrale biokjemiske
karakteristika for gruppen er krav til Na™ i vekstmediet, fermentering av glukose uten
gassdannelse, positiv oksydasereaksjon og fglsomhet for vibriostatisk reagens (0/129;
2,4-diamino-6,7-diisopropylpteridin; WEST & COLWELL 1984). Det er imidlertid
rapportert tilfeller av 0/129-resistens: MUROGA et al. (1979) fant resistente V.
anguillarum-stammer 1 laksefisk (Plecoglossus altivelis), sansynligvis som fglge av
forebyggende antibiotikabehandling (trimethoprim-sulfadoxin). Tilsvarende resultater
er rapportert av AOKI et al. (1981) som undersgkte resistens mot 0/129 og
trimethoprim. Det er ogsd rapportert tilfeller av 0/129-resistente stammer av V.
alginolyticus, V. parahemolyticus (KENT 1982) og V. cholerae (SUNDARAM &
MURTHY 1983;). SUNDARAM & MURTHY (1983) fant en sammenheng mellom
0/129- og trimethoprim-resistens hos V. cholerae. 0/129-resistente stammer var
imidlertid fglsomme for novobiocin (ibid.}.

Elektronmikroskopi-preparater av V. anguillarum og V. ordaliv viste polare flageller
med bglgelengder i omrédet 1.3-1.4 um, altsd i overenstemmelse med litteraturen (1.4-
1.8 um). Ut fra denne "malestokken”, synes bglgelengden p8 TEQ-flageller & befinne
seg mellom vanlig Vibrio- (1.4-1.8 um) og de mer spesielle V. logei/V. fisheri-
flagellenes bglgelengder (3.6 um). Sistnevnte to bakterier bakteriene danner imidlertid
pigmenterte (gul-orange) kolonier ved vekst pd rikt fast-medium (BAUMANN et al.
1980), noe som skiller dem fra TEQ-bakteriene.

Et sentralt trekk ved plassering av TEOQ-bakteriene, er deres krav til organiske
vekstfaktorer. De fleste Vibrio-bakterier krever ikke organiske vekstfaktorer. Unntak
er V. ordalii, V. marinus samt noen bakterier blant typene V. loget, V. cholerae, V.
metschnicovii og V. costicola (BAUMANN et al. 1978; BAUMANN et al. 1980;
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BAUMANN et al. 1984). De tre sistnevnte er lite aktuelle kandidater pad grunn av
Na™-krav klart forskjellig fra TEO-bakteriene (BAUMANN et al. 1080). V. logei er
som tidligere nevnt pigmentert og dermed en lite aktuell art med tanke pd plassering
av TEQ-bakteriene. Av kjente Vibrio-bakterier med krav til organiske vekstfaktorer
gjenstar dermed bare V. ordalii og V. marinus.

I folge BAUMANN et al. (1984), har V.marinus evne til & redusere NO;. BAUMANN
et al. (1980, 1984) nevmer 3 Vibrio-bakterier som ikke reduserer NO,; V.
metschnikovit, V. gazogenes og V. ordalii. De to fgrstnevnte er oksydase negative,
V.gazogenes produserer i tillegg gass ved fermentativ omsetning av glukose (ibid.).
Dermed gjenstir bare V. ordalii. SCHIEWE et al. (1981) fant imidlertid 6 V. ordali:
bakterier som reduserte NO;'. De gvrige 5 av totalt 11 testete bakterier vokste ikke p&
det aktuelle NOj-medium. Det synes derfor som om manglende evne til NO,-
reduksjon ikke er felles for alle V. ordalii-bakterier. Manglende evne til nitrat-
reduksjon blir dermed et vesentlig karaktertrekk ved type-TEO-bakterier. Som
tidligere nevnt var samtlige av de 20 testete bakteriene negative med hensyn pi denne
egenskapen.

Bakterier som har det enzym-kompleks som kreves for & redusere NOj (nitrat
reduktase) har vanligvis ogsid evnen til & redusere trimetylamin oksyd (TMAO;
STROM pers. medd. 1985). Det finnes imidlertid eksempler pa at nitrat-reduserende
bakterier mangler TMAO-reduktase komplekset (Ibid.). Ved vekstforsgkene som
danner grunnlaget for figur 2.9, ble det ikke malt konsentrasjoner av
omsetningsprodukter som for eksempel acetat. Det er derfor vanskelig & si sikkert
hvorvidt TEQ 83.001 virkelig har det aktuelle enzymsystemet. Den klare
vekstgkningen som ble registrert, indikerer imidlertid at en her har et eksempel pa en
bakterie som har TMAQO-reduktase, men mangler nitrat-reduktase.

Dekarboksylering av aminosyrene arginin, lysin og ornithin synes & vare egenskaper
vel egnet til & skille mellom bakterier innen familien Vibrionaceae (WEST &
COLWELL 1984). Figur 2.11 viser hvordan forskjellige Vibrio-bakterier kan deles inn
i grupper pad bakgrunn av egenskaper knyttet til de tre aminosyrene: basisk reaksjon
ved omsetning av arginin (arginin dihydrolase), lysin- og ornithin dekarboksylase (se
kapittel 2.3.7).

Blant Vibrio-bakteriene med krav til organiske vekstfaktorer, er det kun V. ordaliz
somn, i likhet med TEO-bakteriene, er negativ med hensyn til alle disse tre
egenskapene. Som tidligere nevnt, er det imidlertid mulig & skille klart mellom V.
ordalit og TEQO-bakterier p& bakgrunn av sukkerfaermenterings-testene.
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V. alginolyficus V. campelli V. erdalii V. anguillarum
V. harveyi V. fisheri V. nalringens V. costicola
V. parahaemolylicus V. logei V. nigripulchritudo V. neress
V. vulnificus V. marinus V. pelagius I/1] V. fluvialis
{V. cholerae) V. splendidus IT V. aplendidus II V. splendidus]
{V. mimicus) V. hollisae V. hollisae V. domasela

P. angustum
P. lesognathe

*) A: arginin dihydrolase
L: lysin dekarboksylase
0: ornithin dekarboksylase

FIGUR 2.11: Skjema for innledende identifikasjon av bakterier innen
familien Vibrionaceae.

2.4.3 Vibrio-bakterier forbundet med sjukdom hos fisk.

Blant marine Vibrio-bakterier forbundet med sjukdom hos fisk, har V. anguillarum
tradisjonelt stdtt sentralt. Alt fgr drhundreskiftet ble bakterien isolert i forbindelse
med sjukdomsutbrudd hos &1 (Anguille anguilla) og derfor gitt navnet Bacillus
anguillarum (CANESTRINI 1892). P& bakgrunn av bakteriens likhetspunkter med V.
cholerae foreslo BERGMAN (1909) navnet Vibrie anguillarum. Biokjemiske
variasjoner blant V. angutllarum-stammer fra forskjellige deler av verden, har opp
giennom &rene avstedkommet flere forslag til bio-varianter (biotyper) av bakterien
(BERGMAN 1912, NYBELIN 1935, SMITH 1961, EVELYN 1971, SCHIEWE et al.
1977). Omkring midten av 70-tallet ble V. anguillarum- liknende bakterier beskrevet i
USA og Japan (HARREL et al. 1976, OHNISHI & MUROGA 1976). Bakterien fikk
betegnelsen V. anguillarum biotype II (biovar II), men ble senere skilt ut som egen
art: V. ordalii (SCHIEWE et al. 1981; SCHIEWE 1982). Begge disse bakterie-typene
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fordrsaker vibriose, men synes som tidligere nevnt (kap 1}, & ha forskjellige
spredningsmgnstre i angrepet fisk (RANDSOM et al. 1984, SCHIEWE et al. 1983).

De senere ar har listen over Vibrio-bakterier som kan framkalle sjukdommer hos fisk
blitt lengre (Tabell 2.4; COLWELL & GRIMES 1984; AUSTIN & ALLEN-AUSTIN
1985). Flere av disse (Vibrio cholerae, V. alginolyticus, V. parahaemolyticus og V.
vulni ficus 2) kan framkalle sjukdom ogsa hos mennesker.

TABELL 2.2: Vibrio-bakterier som har vist seg & kunne framkalle sjukdom

hos fisk *).
Organisme: Sjukdomsbilde:
V. elginolyticus sardannelse
V. angutllarum vibriose (klassisk)
V. earchariae "vasculitis”
V. cholerae non-01 punktformige blgdninger
V. damsela hud-skader
V. ordalsi vibriose {klassisk)
V. parahaemolyticus sirdannelse
V. vulni ficus 2 hud-skader

+) Etter COLWELL&GRIMES (1984).

Som en oppsummering av dette kapitlet, er det p& sin plass & presentere de
egenskapene som skiller denne Vibrio-bakterien (TEQ) fra gvrige kjente bakterier i
gruppen.

Vibrio sp. TEQ er polart flagellert med 2-10 flageller samlet i en "klynge”. Den
krever organiske vekstfaktorer, og er istand il & utnytte gentiobiose, cellobiose,
trehalose, glukonat, mannose og mannitol. (Den er ogsd istand til & redusere
trimetylaminoksyd (TMAO)). Vibrio sp. TEOQ er negativ med hensyn til fglgende
egenskaper: Reduksjon av NOj", vekst ved pH 9, vekst ved temperaturer over
18°C, arginin dihydrolase, lysin- og ornithin-dekarboksylase, hydrolyse av gelatin og
(lgselig) stivelse. Den er ikke pigmentert, og ikke i stand til & fermentere sukrose.

Resultatene fra dette kapitlet viser at Vibrio sp. TEO-bakteriene tilhgrer en psykrofil
Vibrio-type som tidligere ikke er beskrevet.
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KAPITTEL 3.
SEROLOGISK KARAKTERISERING AV BAKTERIER.

3.1 Innledning.

Tidligere har klassifisering av bakterier vaert basert pa forskjeller og likheter i en rekke
fysiologiske og morfologiske karakteristika. Det synes imidlertid klart at slike
biotypiske (fenotypiske) karaktertrekk som eneste metode for & skille mellom
bakterier er av begrenset verdi (CRICHTON & OLD 1979; OLD et al. 1980). Serologi
er studiet av reaksjoner mellom antistoffer (Ab) og antigener {Ag). Ved bruk av
serologiske metoder ved klassifisering av bakterier, sgker en & avdekke bakteriecellens
ytre molekylere arkitektur. Slik metoden tenkes anvendt, er den avhengig av de
antigene egenskaper ved bakteriens ytre strukturer. Med antigene egenskaper
menes den evne disse strukturene har til & forarsake antistoffproduksjon i levende dyr,
for eksempel kanin.

Nar bakterier av en bestemt type injiseres i en kanin, vil kaninens indre forsvar ”se”
fremmedelementene (non-self) og produsere antistoffer mot molekyler pa
bakterieoverflaten. Antistoffene er spesialiserte proteiner (immunglobuliner=Ig) som
reagerer med ett anfigen, eventuelt med strukturelt like antigener. De delene av
antigenmolekylet som bindes til antistoffene ved slike Ag-Ab reaksjoner, kalles
antigene determinanter eller epitoper. Forskjellige determinanter gir opphav til
antistoffer med forskjellige spesifisiteter. Et antiserum fra en kanin vil fglgelig
inneholde en blanding av antistoffer som er spesifikke for en rekke determinanter pa
overflaten av bakterien. Med utgangspunkt i kjente antisera kan en gjennom
serologiske reaksjoner karakterisere og gruppere bakteriene p& bakgrunn av hvilke
overflatemolekyler de uttrykker. Ved & teste bakterier mot forskjellige antisera, vil en
dermed fi et serologisk mgnster som uttrykker noe om bakterienes "ytre” slektskap.

Antigene strukturer p3 overflaten av Gram negative bakterier.

Tre lag avgrenser det indre av en Gram negativ bakterie fra verden utenfor:
cytoplasma- (inner-) membranen, peptidoglykan- eller murein-laget og
yitermembranen. Mellom membranene finner det sdkalte periplasmiske rom med
sine proteiner og oligosakkarider (LUGTENBERG & vanALPHEN 1983) som hos E.
colt kan utgjgre opptil 20-40% av det totale cellevolum (STOCK et al. 1977).

Yttermembranen hos Gram negative bakterier bestdr i hovedsak av
lipopolysakkarider (LPS), proteiner og fosfolipid. Forholdet mellom disse
varierer noe avhengig av bide bakterieart (og gruppe), vekstbetingelser og den
vekstfase bakterien befinner seg i (LUGTENBERG & vanALPHEN 1983). LPS som
er karakteristisk for Gram negative bakterier, bestdr av en hydrofob, biologisk aktiv
del {endotoksin, lipid A) og en ofte forgreinet hydrofil sukker-del (MORRISON &
ULEVITCH 1978; McCABE 1980; LUDERITZ et al. 1982).
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FIGUR 3.1: Skjematisk framstilling av yttermembranens molekylaere organisasjon
(hos enterobakterier; etter BROCK et al. (1984) og LUGTENBERG &
vanALPHEN (1983)). Lipopolysakkarider (LPS) og fosfolipid molekyler utgjpr
hovedbestanddelene i det asymmetriske (doble) ytterlaget. Tre proteintyper er
antydet: poreprotein (PP), yttermembranprotein (A) og lipoprotein (LP}. O-
antigen kjeder kan veere mye lengre enn antydet pd tegningen. BP sidr for
bindingsprotein. Peptidoglykanlaget (PG) og cytoplasmamembranen (CM) med
transportprotein {CP), inngér ogsé.

Sukkerdelen er den serologisk mest interessante og bestir av en kjerne-del (R-
antigener) som vanligvis fortsetter i en polymer av repeterende karbohydratenheter
(O-antigener). Antall repeterende enheter i karbohydratkjedene kan variere. Hver
enhet kan vere forgreinet og bestd av et varierende antall, oftest forskjellige
sukkermolekyler. Nar i tillegg disse kan vare bundet sammen via ulike bindingstyper,
avspeiler dette noe av grunnlaget for den store O-antigen variasjonen en finner hos
Gram negative bakterier (JANN et al. 1975; ROSNER et al. 1979; PALVA &
MAKELA 1980; TSAI et al. 1983). Med grunnlag i disse varmestabile (100°C) O-anti-
genene, inndeles bakterier i O-serotyper {eller O-serovarianter). Avhengig av sukker-
polymerens lengde, betegnes LPS som type S (smooth; lang kjede) eller R (rough;
kjernedelen, eventuelt bare deler av denne). Varierende vekstbetingelser kan forarsake
variasjoner i LPS-sammensetning (TSAI et al. 1983) . Det er ikke uvanlig at hgy-
virulente bakterier har felles O-antigener (MITTAL et al. 1980). Dette betyr imidlertid
ikke at alle bakterier innenfor denne serotypen er virulente (DONOVAN 1984).

Yttermembranen hos Gram negative bakterier kan, som hos en del E. coli-arter, veere
dekket av et uregelmessig kapsel-lag (K-antigener). Laget bestér vanligvis av negativt
ladete polysakkarider (LUGTENBERG & VANALPHEN 1983) som gir opphav til
stor antigen variasjon. Hos E. coli er det for eksempel pavist omlag 100 forskjellige K-
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antigener. Kt mer regelmessig, ekstra proteinlag (A-lag) finner en hos Aeromonas
salmonicida (TRUST et al. 1980). Disse lagene gir cella gkt beskyttelse mot
omverdenen. A-laget synes & vere medansvarlig for den sammenklumping som er
karakteristisk for virulente 4. salmonicida-stammer Og er ogsd involvert nar cella
fester seg til spesielle vevstyper (UDEY & FRYER 1978; KAY et al. 1981;
EVENBERG et al. 1982). Dette proteinlaget mangler (i stor utstrekning) hos ikke-
virulente mutanter av organismen (EVENBERG et al. 1982). WARD et al. (1985)
stiller imidlertid spgrsmal om sammenhengen mellom A-lag og virulens (ikke om
sammenhengen mellom sammenklumping og virulens) p& bakgrunn av identifisering av
en virulent stamme uten A-lag, men med evnen til sammenklumping. CHART et al.
(1984) har vist at O-antigener kan stikke ut gjennom slike ekstra protein A-lag hos
virulente A. salmonicida -stammer. WARD et al. (1985) fant imidlertid samsvarende
varmestabile antigener hos de undersgkte At og A" cellene, noe som kan tyde p& at O-
antigener ikke var involvert ved sammenklumping av cellene. Varmelabile antigener

ble ikke undersgkt (ibid.).

I tillegg til de nevnte yttermembran-molekyler, forekommer proteinstrukturer som
flageller (H-antigener) og fimbrier (F-antigener; @RSKOV & @RSKOV 1984).
Flagellene er ansvarlig for celle-bevegelse, men har muligens ogsd betydning som
festeredskap (CHITINIS et al. 1982; MERREL et al. 1983). SJI@BLAD et al. (1985)
har vist at flageller ogsi kan forarsake sammenklumping av bakterier. CHART (1983)
fant en sammenheng mellom antall flageller hos V. angutllarum og virulens hos &l
(multiflagellerte varianter mest virulente), men kunne ikke forklare flagellenes rolle i

sjukdomsutviklingen. De mindre og noe stivere fimbriene har hovedsakelig festefunk-
sjoner (KORHONEN et al. 1984).

De mest sentrale overflatestrukturer hos Vibrio-bakterier er flageller og
lipopolysakkarider (LPS), men ogsé yttermembran-proteiner (omp) bidrar til den
antigene "makeup” hos fiskepatogene Vibrio-arter (CHART & TRUST 1984;
MANNING & HAYNES 1984). Felles (immunogene) yttermembranproteiner er pavist
hos flere marine Vibrio-arter (ibid.), og disse kan dermed bidra til serologiske
kryssreaksjoner.

Hylsen som omgir polare Vibrio-flageller bestar av proteiner som en ogsd finner i
bakteriens yttermembran (BAUMANN et al. 1984). De proteiner som forekommer i
flagell-kjernen, er forskjellige fra hylse-proteinene og danner dermed grunnlaget for
minst to H-antigen-typer. Det er pavist kryssreagerende H-antigener fra forskjellige
Vibrio-arter (BHATTACHARYYA 1975; SHINODA et al. 1976; STEIN et al. 1984).
SHINODA et al. (1980) har vist at spesifikke hylse-antigener forekommer, og at
antigener felles for flere Vibrio-arter finnes i flagell-kjernen. Spesifikke H-antigener er
bekreftet av flere (TASSIN et al. 1983; DONOVAN 1984).

H-antigener er, i motsetning til O-antigener, varmelabile.

Den andre hovedstrukturen, LPS, danner grunnlaget for inndeling i O-serotyper. Blant
Vibrio-bakterier, har den mest inngiende inndelingen vert foretatt med V. cholerae.
Et vanlig skille gir mellom 01-type og non-01-type V. cholerae. Den siste gruppen
er under utarbeidelse og deles inn i et gkende antall O-serogrupper (DONOVAN
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1984). Kjennskapet til O-antigener fra fiskepatogene Vibrio er begremset. V.
anguillarum er som eksempel forelgpig inndelt i ganske f& O-serogrupper (JOHNSEN
1977; EZURA 1980; KITAO et al. 1983, 1984). Det er derfor lagt lite vekt pd &
plassere TEO-bakteriene til kjente O-serogrupper.

3.2 MATERIALER OG METODER.

3.2.1 Buffer Igsninger.
Mettet ammoniumsulfat Igsning (SAS).

800 g (NH,),S0, lgses i kokende dest H,O og avkjgles til romtemperatur. pH justeres
til 7.2 med ammoniakk (svovelsyre). Lagring ved 4°C.

AUN-buffer (for eluering ved affinitetskromatografi).

Bufferen bestar av Na-acetat (0.2 M), deionisert urea (4.0 M) og NaCl (1.5 M). pH ble
justert til 4.1 med konsentrert eddiksyre.

Barbital-buffer, pH 8.2 (0.08 M).
(til immundiffusjonstest/” Ouchterlony™)

1. 12.00 g 5'5-dietylbarbitursyre-natrium salt i 800 ml dest H,O
2. 4.40 g barbitur syre i 150 ml dest H,O ved 95°C.

Lgsning 1 og 2 blandes og pH justeres til 8.2 med kons NaOH, 0.02% NaNj; tilsettes
for lagring ved 4°C.

Fosfatbufret fysiologisk saltvann (PBS), pH 7.2, 0.15 M.

B8.00 g WaCl

0.20 g KC1

1.15 g Na,HPO,H,0 (0.008 M)
0.20 g KH,PD,

pr 1000 ml dest H,0,

PBSA - PBS tilsatt 0.2% (w/v) bovint serum albumin (Sigma).
PBSS - PBS tilsatt 5% (w/w) inaktivert (56°C/30 min.) normalt saueserum.
Fosfatbuffer, pH 7.4, 0.08 M fosfat tilsatt 0.5 M NaClL

2.14 g KH,PO,
11.46 g Na,HPO,H,0
29.22 g NaCl

pr 1000 ml H,O tilsatt 0.02% NaN,.
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Glycin-HCI buffer, pH 2.5,0.1 M
(for sur eluering av antistoffer ved affinitetskromatografi)

500 ml 0.2 M glycinlgsning (15.01 g/1000 ml) titreres til
pH 2.5 med 0.2 M HCJ; totalvolumet justeres til 1000 ml.

Tris-HCI buffer, 15 mM, pH 8.0

1.81 g Tris base {Sigma) lgses i 500 ml dest H,0 pH
justeres med 1 M HCI til pH 8.0 fgr totalvolumet justeres
til 1000 ml.

3.2.2 Spesielle metoder:

Ammoniumsuifat felling.

(kende saltkonsentrasjon i en proteinlgsning gir gkende mengde hydrofobe
interaksjoner mellom protein molekyler som derved vil aggregere og felle ut
(presipitere). Hpy lgselighet (lite temperatur-avhengig) gjgr ammoniumsulfat velegnet
ved felling (oppkonsentrering) av antistoffer (immunglobuliner=Ig). Ammoniumsulfat
presipitasjon inngar gjerne som fgrste trinn ved remsing av Ig: Like volumer av
proteinlgsning og mettet ammoniumsulfatlgsning (SAS) ble blandet ved langsom
tilsetting av ammoniumsulfat under omrgring (magnetrgrer); rgringen fortsatte en
time ved 4°C. Presipitatet ble spunnet ned (3000 rpm i Sorvall 85-34, 45 minutter ved
4°C), vasket 1 gang i en 50% ammoniumsulfat lgsning fgr resuspensjon og dialyse mot
fosfatbuffer (PBS). Eventuelt utfelt materiale ble fjernet ved sentrifugering.

Dobbel immundiffusjonstest {Ouchterlony).

Barbitalbuffer (kap. 3.2.1) tilsatt 2% agar ble smeltet og helt ut pd objekiglass
(eventuelt stgrre glassplater). Etter at agaren var stivnet, ble brgnner laget ved hjelp
av "brgnn-stanser” tilkoplet vannsug. De respektive reagensene ble plassert i brgnnene
og inkubert natten over i et fukte-kammer (romtemperatur). Gelen(e) ble fotografert
direkte, eventuelt etter farging med Coomassie Brilliant Blue R-250 (Difco).

Preparering av anionbytter (DE-52).

En ferdigsvellet DEAE-cellulose anionbytter, DE-52 (Whatman), ble behandlet i fglge
fabrikantens forskrifter: Tonebyttermaterialet (25 g vétvekt) ble etter rysting over
natten i Tris-HCI buffer (15 mM, pH 8.0), filtrert p& Buchner trakt og vasket til pH i
vaskevannet var 8.0. Fgr bruk ble ionebyttermaterialet pakket i en kolonne (1.6 x 10.0
cm) og vasket med 1 liter buffer.

3.2.3 Forsgksdyr - behandling og lagring av antisera.

Kaniner ble levert fra Statens institutt for folkehelse (SIFF). Kanin antisera mot V.
anguillarum NCMB 2129 (R-o-NCMB2129), V. anguillarum A 3.1 (R-o-A3.1) og
Vibrio sp. TEQ (R-a-TEOQ) ble framskaffet ved gjentatte injeksjoner av levende
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bakterier (subcutant/intramuskuleert)., Fgrste injeksjon ble gitt i komplett Freunds
adjuvans (CFA; Behringwerke AG, Marburg-Vest Tyskland): Bakterier lgst i
fosfatbufret saltvann (PBS) ble blandet 1:1 med CFA under kraftig omrgring.
Hensikten med en slik vann-olje emulsjon er at antigener som befinner seg i vannfasen,
skal lekke ut langsomt for derved & forlenge/forsterke antistoff-responsen. Komplett
adjuvans inneholder i tillegg drepte mycobakterier som bidrar til gkt immunrespons
giennom uspesifikk aktivering av immunforsvaret.

Den andre injeksjonen ble gitt i Freunds inkomplette adjuvans (FI1A; inneholder ikke
bakterier), deretter 3-5 injeksjoner i fysiologisk saltvann. Hver 14. dag ble ca. 20 ml
blod tappet via en grevene. Ved alle tappinger ble dyret bedgvet med Hypnorm vet.
(0.5-0.6 ml/dyr; AB LEO, Helsingborg).

3.2.4 Isolering av kanin IgG.

Prinsippet for denne teknikken er at IgG, som er et basisk protein, ikke fester seg til
DEAE-cellulose ved en gitt pH og ved bestemte elueringsbetingelser (FAHEY &
TERRY 1973; HUDSON & HAY 1980): Immunglobuliner fra normalt kaninserum
(NRS) ble felt i en ammoniumsulfat lgsning (50% metning) fgr dialysering i 3 dggn
mot ionebytterbufferen (15 mM Tris-HCI, pH 8.0). Proteinlgsningen ble applisert p&
en DE-52 kolonne (kap. 3.2.2). "Void” fraksjonene ble slitt sammen, konsentrert ved
ultrafiltrering (Amicon, YM-10 filter) og dialysert mot fosfatbufret saltvann (PBS). Ig
G-fraksjonen ble testet ved dobbel immundiffusjon mot sau anti-kaninlg antiserum og
geit anti-kanin IgG antiserum fgr kopling til CNBr-aktivert Sepharose-4B (Pharmacia,
Sverige).

FIGUR 3.2: Dobbel immundiffusjonstest
av kanin IgG (A) mot sau anti-kanin
IgG antiserum (B) og geit anti-kanin
IgG antiserum (C). Figuren viser at
de rensete immunoglobulinene er av
typen Ig G.

3.2.5 Kopling av protein til CNBr-aktivert Sepharose-4B.

Renset IgG fra kanin (10 mg) ble koplet kovalent til CNBr-aktivert Sepharose pa
fplgende mate (WESTON & SCORER 1978; Anon. 1979):

1. Sepharose 4B (3.0 g) ble etter svelling (15 min) vasket med 1 liter 1 mM HCI
(VOLUCON; May & Baker, England).

2. Sepharosen ble vasket raskt med koplingsbuffer (15 ml; NaHCOQ,, 0.1 M, pH 8.3
tilsatt 0.5 M NaCl) og umiddelbart blandet med proteinlgsningen (10 mg IgG lgst
1 25 ml koplingsbuffer). Blandingen ble rystet (rystemaskin) natten over ved 4°C.

3. Koplingsbufferen i blandingen ble suget av far vask med ytterligere 75 ml
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koplingsbuffer. Mengden protein i1 denne supernatanten ble beregnet
spektrofotometrisk (OD,g,=1.4 tilsvarer 1.0 mg/ml), og dannet grunnlaget for
beregning av mengde (%) IgG koplet til Sepharosen.

4. Resterende aktive grupper ble blokkert med 1 M monoetanolamin (16 timer lett
rysting ved 4°C) i koplingsbuffer.

5. Kolonnematerialet ble vasket vekselvis med 100 ml fosfatbuffer (pH 7.4), glycin-
HCI (0.2 M, pH 2.5), fosfat-buffer, AUN (pH 4.1) og deretter fosfatbuffer natten
over.

Koplingsprosent: 94%

3.2.6 Affinitetsrensing av sau anti-kaninlg antistoffer (aby).

Antistoffer produsert i sau mot kanin IgG, inneholder i utgangspunktet en rekke
uspesifikke antistoffer. De antistoffene som er bzerer av den radioaktive isotopen i en
RIA (ab,), bgr utelukkende rette seg mot ab;. Derved oppnar en hgye telletall og
unngér store bakgrunnsverdier (cpm). De gnskete (spesifikke) antistoffene ble isolert
ved hjelp av affinitetskromatografi:

1. Ammoniumsulfatpresipiterte (50% meining) immunglobuliner fra sau anti-
kaninIgG antiserum lgst i fofatbufret saltvann (PBS) ble applisert pa Sepharose-
4B-kaninlgG- kolonna (flow: 10 ml'time™'). Ettervask ble foretatt over natten med
PBS.

2. Spesifikke antistoffer ble eluert med 0.2 M Glycin-HCI, pH 2.5. Fraksjonene i
proteintoppen ble sl&tt sammen og dialysert mot PBS.

3.2.7 lodering av proteiner (FRAKER & SPECK 1978).

Iodering av affinitetsrensete sau anti-kaninlgG antistoffer ble foretatt i 5 ml
reagensrgr ”coatet” med 1,3,4,6-tetrachloro-3a, 6a-diphenylglucoluril (Iodo-gen, Pierce
chemicals). Todo-gen virker som oksydasjonsmiddel ved ioderingsreaksjonen.

? Coating”: 10 mg iodogen ble lgst i 100 ml kloroform. Til hvert rgr ble pipetert 120
ul iodogen/kloroform; kloroform ble dampet bort med N,.

Todering: Rgret ble vasket en gang i fosfatbuffer (0.2 M; pH 7.4) for & fjerne
eventuelle lgse skall av iodogen. Proteinet var lgst i fosfatbufret saltvann (PBS).

Reagenser: 1. 10 ul "I (1 mCi) 2. 25 ul fosfatbuffer (0.2 M, pH 7.4) 3. 100 ul protein
(konsentrasjon ca 1 mg/ml)

1,2 og 3 ble blandet og inkubert 10 minutter pd is etterfulgt av dialysering over natten
mot 5 liter PBS tilsatt 1 g/liter KI. Etter dialysen ble (>10 mg/ml) bovint serum
albumin (BSA; Sigma) tilsatt for & stabilisere de ioderte antistoffene.
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3.2.8 Serologisk klassifisering av bakterier.

Figur 3.3  viser oprinsippet for den Smi 1ast tubs
radioimmunoassay (RIA) som ble benyttet til

serologisk klassifika- sjon av bakterier. Ved 3

blande kanin antiserum (ab,) med en gitt

mengde bakterier (ag), vil spesifikke kanin | antibody 2:125-iodinated

antistoffer reagere med aktuelle overflate- t ﬁﬂ sheop anti-rabbit Ig

determinanter: 3 ~#d antibody 1: rabbit anti-vibrio
abl + ag = ablva’g vibrio bacteria

Overskudd av ab, vaskes bort etter at likevekt
er etablert (etter HOLM et al. 1085).

Figur 3.3

Radioaktive merkelapper {ab,=affinitetsrensete antistoffer) spesifikke for ab, tilsettes
i overskudd. Etter at ny likevekt er etablert, vaskes overskudd av ab, bort. Mengden
av_spesifikt bundete kanin-antistoffer (ab,) vil dermed kunne registreres via de
radioaktive merkelappene. Antall cpm blir et uttrykk for graden av binding mellom
determinanter p& bakterieoverflaten og antistoffer fra kaninen (ab,). Fglgende
prosedyre ble benyttet:

1. Bakterier i eksponesiell vekstfase (jfr 3.2.9) ble spunnet ned (7000 rpm, Sorvall
SS5-34, 10 min) og resuspendert i fosfatbufret saltvann tilsatt inaktivert normalt
saneserum (PBSS) til ODg,,=0.20.

2. 100 ul bakteriesuspensjon i 5 ml polystyrenrgr ble tilsatt 100 ul
antiserumfortynning (ab, fortynnet i PBSS) fgr inkubering 1 time ved 12°C (jfr.
3.2.9).

3. Overskudd av antistoff ble vasket ut: 4.5 ml PBSA ble tilsatt fgr sentrifugering
(2000 rpm, Sorvall HG-4L, 30 minutter).

4. 200 ul '®Lsau-anti-kanin antistoff (50 ng; jfr. 8.2.9) ble tilsatt fgr ny inkubering,
vask og tgrking av rgrene (opp /ned pé cellestoff).

5. Bundet radioaktivitet (cpm) ble mélt i en LKB 1272 Clinigamma gammateller,
Det ble benyttet 3 paralleller. ab, (og ab,) var inaktivert (56°C/30 min) far bruk.

3.2.9 Parametre av mulig betydning for serologi-assayen.

Dette underkapittel omhandler betydningen av variasjoner i prosedyren for serologisk
klassifisering, Variablene er: inkuberingstemperatur, bakteriekulturens alder
samt titrering av ab,. Inkuberingstiden (3.2.8 pkt 2) p& 60 minutter ble valgt av
praktiske grunner (kjgring av flere serier i rekkefglge). Inkuberingstider pa 75 og 90
minutter gav uendrete resultater (resultatene er ikke tatt med). De gvrige testene ble
giennomfgrt med to fortynninger av ab,: 1/500 og 1/1500.

Ved forsgkene ble det benyttet TEQ 83.001 kulturer dyrket ved 12°C p& et
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standardmedium (HS-TEQ medium tilsatt 10% FP-7.5; se kap. 2.2.1 ). Kulturene ble
hgstet i eksponensiell vekstfase, tetthet (ODgq0) oppgis i hvert tilfelle.

Varierende inkuberingstemperatur.

Fglgende temperaturer ble benyttet for & undersgke hvorvidt inkuberingstemperaturen
hadde innflytelse pa serologi-resultatene: 4, 12, 16 og 25°C. TEO 83.001 bakterier ble
hgstet ved ODgy=0.40 Vaskebufferne var pretempererte til de respektive
temperaturer. Bakgrunn ble registrert ved hver temperatur {(ab;=normalt kaninserum
fortynnet 1/100).

TABELL 3.1 Betydningen av inkuberingstemperaturen wved serologisk
karakterisering.

Antistoff (ab,V)

Kanin-o-43.1 Kanin-o-NCMB 2129 Kanin-a-TED

Inkuberings-
temperatur  1/500% 1/1500 1/500 1/1500 1/500 1/1500
4°C 5.1¥* 3.1 3.3 2.1 10.0  10.0
12°C 6.8 3.6 3.4 1.9 8.2 9.3
16°C 5.2 4.5 3.4 2.4 10.1  10.8
25°C 9.9 5.9 5.2 2.8 i4.6 8.4
* Tallene representerer fortynninger av ab,.
** Tallene oppgitt i % av total cpm (198.800).
Bakgrunn (1.0%) er trukket fra.
Mengde ab, tilsatt: 50 ng
Konklusjon: Tallene viser ubetydelige variasjoner mellom de forskjellige

temperaturene. Ut fra laboratoriepraktiske hensyn, samt gnsket om & operere innenfor
bakteriens funksjonelle temperaturomride, er 16°C valgt som inkuberingstemperatur
ved de péfglgende serologi-tester.
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Kulturens alder.

Béade kvantitative (BUCKLEY et al. 1981) og kvalitative (CROSA & HODGES 1981)
endringer i bakteriers overflateegenskaper kan forekomme ved varierende
kulturbetingelser. For & undersgke om kulturens alder virker inn pé resultatene, ble
TEO 83.001-kulturer hgstet i forskjellige faser av vekst og testet slik tidligere
beskrevet (3.2.8). Bakteriene ble dyrket ved 12°C og hgstet etter 18, 24, 31, 42 og 70
timers vekst {ODgp=0.40-1.15; pH 7.45-8.0). Det ble benyttet 5% inokulum fra
kulturer med ODygg, lik 0.4.

TABELL 3.2 Betydningen av kulturens alder ved serologisk karakterisering.
Antistoff (ab,V)

Kanin-e-43.1 Kanin-a-NCMB 21290 Kanin-o~TED

Kulturens

alder 1/500% 1/1500 1/500 1/1500 1/500 1/1500
18 timer 3.0%xx 1.6 1.7 0.7 14.0 9.6
24 timer 3.4 1.8 2.4 1.0 14.6 11.9
31 timer 3.3 1.3 2.4 1.1 18.¢ 12.5
42 timer 4.8 2.3 2.7 1.2 17.6 13.3
70 timer 4.5 2.6 2.5 1.3 i5.6 12.9

*

Tallene representerer fortynninger av ab;.
#% Tallene er oppgitt i % av total cpm (163.000) etter
at bakgrunnen (0.6%) er trukket fra (31 timers kultur).

Inkuberingstemperatur: 16 °C.
Mengde ab, tilsatt: 50 ng

Konklusjon: Kulturens alder synes ikke & pivirke resulatene. Kulturer dyrket 24-48
timer (eksponesiell vekst) er benyttet béde ved injeksjoner i kanin (produksjon av
antiserum) og ved testing av serologisk variasjon. Kulturer yngre enn 18 timer var av
praktiske grunner (langsom vekst) lite aktuelle og inngér derfor ikke i tabellen.
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Titrering av antistoff 2 (aby).

Det radioaktivt merkete sau anti-kanin IgG antistoffet ble fortynnet 2-fold.
Utgangslgsningen var fortynnet slik at 200 ul inneholdt 50 ng protein. Bakgrunn ved
hver fortynning ble registrert ved tilsats av normalt kaninserum fortynnet 1/100 (ab,).
Kulturen (TEO 83.001) ble dyrket til ODgg = 0.48.

TABELL 3.3 Titrering av radioaktivt antistoff (ab,)

Mengde Total Bak~- ab;-fortynning
ab, (ng) cpm grunnx 1/500 1/1500
5O 213.450 1.2 10.8%* 10.2
25 108.500 1.2 8.7 8.5
12.5 54.700 1.2 11.0 8.8
6.3 26,900 1.3 13.1 10.3
3.2 14.550 1.3 11.5 9.7
1.6 7.350 1.6 10.6 12.0
0.8 3.830 1.8 11.4 10.8
0.4 2.030 2.8 10.9 12.5
0.2 1.090 4.7 12.8 12.0
0.1 566 6.3 14.6 12.4

* Tallene er oppgitt i % av total cpm tilsatt.
*% Tallene er oppgitt i % av total ¢cpm etter
at bakgrunnen er trukket fra.

Inkuberingstemperatur: 16 °C.
Antistoff 1 (ab;): Kanin-a-TEQ 83.001

Konklusjon: 50 ng ab, ble benyttet ut fra gnsket om rimelige hgye telletall (stgrre
usikkerhet ved lave verdier,jfr. bindingsprosenter under 2; tabell 3.1 og 3.2). Derved
kan samme reagens benyttes over lengre tid {(**°I; halveringstid 60 dggn).

Variasjoner meilom parallelle mélinger.

TEO 83.001 og 1/1600-fortynninger av kaninantisera ble benyttet for & undersgke
variasjoner mellom de enkelte parallellene. Tjuefem paralleller ble inkubert ved 12°C.
Total cpm tilsatt hvert rgr: 160.400 (50 ng/200 ul ab,-fortynning). Bakgrunn ved
tilsats av normalt kaninserum (ab,) fortynnet 1/100 ble malt til 1.4% av total cpm
{(bakgrunn er trukket fra i tallene nedenfor),

Antiserum: Gjennomsnitt: Standard Variasjons-
(cpm) avvik: koeffisient:
Kanin-anti-A3,1 9.560 945 9.9%
Kanin-anti-NCMB 2129 5.460 1.060 19.5%
Kanin-anti-TED83.001 14.850 2.030 13.6%

Konklusjon: Tre paralleller benyttes ved alle malinger. Enkeltresultater som avviker
med mer enn 10% av gjennomsnittet for parallellene, forkastes.
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3.3 RESULTATER:

Resultatene av den serologiske klassifiseringen viste enklar innbyrdes likhet mellom
Vibrio sp. TEO-bakterier. Figur 3.4 viser i hvilken grad antistoffer produsert i kanin
mot tre forskjellige Vibrio-bakterier bindes til Vibrio sp. TEOQO bakteriene og
referansebakteriene.

Resultatene viser et tilnzermet identisk serologisk mgnster for TEQ-bakterier fra de
forskjellige delene av kyst-Norge. Dette indikerer at forskjellige isolater av TEO-
bakterien uttrykker identiske molekyler (antigener) p& overflaten og folgelig at
bakteriene er nzert beslektet med hverandre. Bindingsprosentene mellom den enkelte
bakterie og de benyttete antisera (ab, mot A3.1 : NCMB2129 : TEO83.001) viste en
liten dag-til-dag variasjon. Det innbyrdes forhold holdt seg imidlertid relativt konstant
(for TEOQ-bakteriene 5:3:25; se tabell A3 i Appendix).

Figuren viser videre at antiserum mot TEQ 83.001 gir en sterk (heteroklitisk)
kryssreaksjon med NCMB 2129. Antiserum mot NCMB 2129 gir derimot bare svak
kryssreaksjon med TEO-bakteriene. Dette indikerer at NCMB 2129 er serologisk
forskjellig fra TEO-bakteriene. NCMB 2129 og H-F er isolert fra laksefisk og
kryssreagerer med antiserum mot bidde NCMB 2129 og TEO 83.001, noe som tyder pa
serologisk slektskap. Reaksjon med anti-A3.1-serum, viser imidlertid en forskjell som
kan bety ulik serotype-tilhgrighet. V. anguilliarum A 3.1 og NCMB 6, som begge er
isolert fra torskefisk, viser tilnzrmet samme serologiske mgnster. Forskjellig reaksjon
med anti-NCMB 2129-antiserum kan imidlertid tyde p& forskjellig sero-type
tilhgrighet.

Av figuren framgar ogsa kryssreaksjon mellom NCMB 2129 og NCMB 6.

Vibrio anguillarum 84.2018 (1-6) og de to V. ordalii-bakteriene som inngér, skiller seg
serologisk helt klart fra de gvrige bakteriene.
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3.4 DISKUSIJON:

Resultatene av den serologiske klassifiseringen viste en klar innbyrdes likhet mellom
Vibrio sp. TEO-bakteriene, uavhengig av isoleringssted (figur 3.4).

Den sterke kryssreaksjonen som kom til syne mellom NCMB 2129 og TEQ-bakteriene
ved bruk av anti-TEO-serum, kan forklares bade kvalitativt og kvantitativt. Hgyere
affinitet mellom antistoffer og determinantene p& overflaten av NCMB 2129
sammenliknet med TEO-bakteriene er en mulig forklaring. En like sannsynlig for-
klaring er at NCMB 2129 har et stgrre antall aktuelle determinanter p& overflaten
sammenliknet med TEO-bakteriene. Ut fra de foreliggende data er det ikke mulig & gi
noen eksakt forklaring pé& fenomenet., At TEQO-bakteriene er serologisk forskjellige fra
NCMB 2129, kom tydelig til uttrykk ved bruk av antiserum mot NCMB 2129 (figur
3.4). NCMB 2129-antiserum ga tydelig reaksjon med NCMB 6. Dette til tross for at
de involverte bakterier er isolert fra forskjellige fiskeslag. Resultatet er ikke i
overenstemmelse med et tidligere arbeid av JOHNSEN (1977) som ved indirekte
hemagglutinasjon (PHA; lipopolysakkarider koplet p& rgde saueblodlegemer) og
bakterieagglutinasjon (SA="slide agglutination”) ikke kunne pévise noen slik
kryssreaksjon. Forskjellig fglsomhet i de benyttete serologiske teknikker (RIA= solid-
fase radioimmuno-assay mot PHA og SA) er en mulig forklaring p& denne
uoverenstemmelsen. Det er imidlertid viktig & veere klar over at antiseraene er
produsert av genetisk forskjellige dyr (kaniner). Dette betyr at hvert av dyrene ikke
ngdvendigvis "ser” de samme antigene determinanter p& bakterieoverflaten selv om
samme bakterie ble injisert. En tredje mulighet er at bakteriene som dannet grunn-
laget for de respektive antiseraene, neppe er dyrket ved like betingelser. Dette kan som
tidligere nevnt influere p& bakterienes overflate-egenskaper og dermed pd kaninens
"inntrykk” av bakterien. Disse mulighetene for forskjellige antistoff-spesifisiteter i de
benyttete antiseraene, synes & vmre den mest sannsynlige forklaring pa
uoverenstemmelsen. EZURA et al. (1880) har delt V. anguillarum-liknende bakterier
inn i fre serotyper, J-0-1, J-0-2 og J-0-3. Begge V. ordalii-bakteriene som inngir som
referansebakterier samt V. anguillarum NCMB 6 er alle plassert i gruppe J-0-1. Egne
resultater viste som nevnt en svak kryssreaksjon mellom NCMB 6 og NCMB 2129.
Dersom en sammenholder arbeidene til EZURA (ibid.) og JOHNSEN (1977}, tilhgrer
NCMB 2129 serogruppe J-0-3. Sammen med egne resultater tilsier det kryssreaksjon
mellom EZURAs-gruppene J-0-1 og J-0-3, hvilket kan forklares ut fra felles H- eller
omp-antigener (egne bakterier ikke varmebehandlet).

Serologiske inndelinger av Vibrio-bakterier er som nevnt under stadig utarbeidelse
(DONOVAN 1984). Det er derfor ikke lagt seerlig vekt pd plassering av TEO-
bakteriene til kjente grupperinger.

Det er imidlertid klart at TEO-bakteriene representerer en relativt homogen
serologisk bakteriegruppe. Dette synes & vere en bekreftelse pa resultatene fra kapittel
2 som basert pd biotyping viste at TEO-bakteriene utgjgr en homogen gruppe med
karakteristika forskjellige fra kjente Vibrio-bakterier.
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KAPITTEL 4.
"FINGERAVTRYKK" AV DNA FRA UTVALGTE VIBRIO SP. TEQO-BAKTERIER.

4.1 Innledning.

De foregdende kapitler har avdekket en del fenotypiske egenskaper ved Vibrio sp.
TEO-bakterier. Det er pavist sveert mange likhetstrekk mellomm de forskjellige
bakteriene bade biokjemisk (kap. 2) og strukturelt/immunologisk (kap. 3).

I dette kapiflet undersgkes egenskaper ved TEO-bakteriers DNA, nzrmere bestemt
det elektroforetiske mpnster som framkommer etter at DNA er behandlet med et
restriksjonsenzym.

Restriksjonsenzymer kutter en DNA-helix pd steder der spesielle kombinasjoner av
DNA-baser forekommer. Antall og plassering av slike spesielle basesekvenser langs
DNA-tréden er spesifikt for den enkelte bakteries DNA (genom). Resultatet av en
restriksjonsbehandling er grupper av DNA-fragmenter med ulik stgrrelse og disse kan
separeres ved elektroforese. Det mgnsteret som dannes ved elektroforesen
(*fingeravirykkene”), blir dermed spesifikt for den enkelte bakterie.

Restriksjonsenzymet som ble benyttet er isolert fra Haemophilus influenzae Ry og
betegnes Hin dIIl. Dette enzymet gjenkjenner en symmetrisk basesekvens pi 6 baser,
AAGCTT (5-enden mot venstre) der kutting skjer mellom de to adenin
komponentene (produktinformasjon fra Amersham International ple, England).

Metodene som er beskrevet i dette kapitlet er i hovedsak hentet fra BJORVATN et
al. (1984).

42 MATERIALER OG METODER:

4.2.1 Bauffer Igsninger,

Tris-buffer, 50 mM, pH 8.0:
6.05 g Tris base (Sigma) lgses i 700 ml destillert H,O. pH justeres med 2 M HCIl
til 8.0 fgr totalvolumet justeres til 1.0 liter.

Tris-sukrose buffer:
Tris-buffer (50 mM, pH 8.0) tilsettes 25% (w/v) sukrose (Koch-Light).
Lysis-mix:
10 mM EDTA (Etylendiamintetraeddiksyre, Sigma) og 2% (v/v) Triton X-100
(BDH chemicals Ltd.} ble lgst i Tris-buffer {50 mM, pH 8.0).
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DNA-buffer: (10x)
100 mM Tris base (12.11 g/1) og 100 mM NaCl (5.84 g/1), pH ble justert til 7.4
med 2M HCI] fgr totalvolumet ble justert til gnsket volum. Fgr bruk: fortynning
(1:10) med destillert, sterilt H,O.
Restriksjonsbuffer (10x):
100 mM Tris-HCl, 100 mM MgCl, og 600 mM NaCl; pH justert til 7.5
Gelbuffer, pH 8.3: (10x)
72.36 g Tris-base (Sigma) 36.85 g borsyre (Fluka) 6.23 g Na,-EDTA (Koch-Light)
tilsatt destillert H,O opp til 1.0 liter.
Fargemarker:
0.05 % bromfenolblatt (Merck, p.a.) lgst i 50% glycerol (Sigma).

4.2.2 lsolering av DNA.

Bakterier og dyrkingsbetingelser:

Tre type TEO-bakterier fra forskjellige geografiske omrider (HI-7751, TEQ 84.020 og
TEO 83.001) ble benyttet sammen med fslgende referansebakterier: Vibrio
anguillarum A3.1, NCMB 6 og NCMB 2129, V. ordalii MSC2-75. Bakteriene ble
dyrket p& HS-TEQ medium/10% FP-7.5 (kap. 2.2.1) i rystekulturer (15 m! i 50 ml-
Erlendmeyerkolber, 250 rpm) og hgstet i eksponensiell vekstfase. Cellene ble samlet
ved sentrifugering (8000 rpm, Sorvall §5-34, 10 minutter, 4°C) i sterile Corex-rgr og
deretter vasket en gang i 1.4 ml Trissukrose bufferen, pH 8.0. Denne suspensjonen ble
overfgrt til Eppendorf-rgr (benyttet i resten av prosedyren) og cellene sentrifugert ned
(2 minutter; Eppendorf sentrifuge: Haemofuge 78, 15.000 rpm). Omlag 100 ul av de
bunnfelte cellene ble resuspendert i Tris-sukrose-bufferen (160 ul)

»

Opplgsning av celleveggene.

Samtlige lgsninger som inngér i den pafglgende prosedyre var kalde (0-4°C), og alle
inkuberinger ble foretatt pd is (0°C). Alt glassutstyr som ble benyttet wvar
terrsterilisert og alle buffere var autoklavert, eventuelt sterilfiltrert fgr bruk. Den
resuspenderte bakterie-suspensjonen (forrige avsnitt) ble tilsatt fglgende lgsninger:

1. 100 ul lysozym (5 mg/ml;Sigma) og 10 ul RNase (1 mg/ml; Sigma R5500), begge
Igst i 50 mM Tris-buffer pH 8.0. Lgsningene ble blandet godt fgr inkubering pd is
(40 minutter). RNasen var pa forhind kokt i 10 minutter for & inaktivere
eventuelle forurensinger av DNase.

2. 50ul 0.2 M EDTA (pH 8.0) ble tilsatt og inkubert 20 minutter pa is.

3. Deretter ble 300 ul "lysismix” (EDTA og Triton X-100 i Tris-buffer) og 75 ul
pronase (Calbiochem., Behring; 25 mg/ml lgst i 50 mM Tris-buffer, pH 8.0)
blandet i lgsningen, og det hele inkubert 1 time pi is fgr videre behandling.
Pronasen var varmet opp til 37°C (2 timer) fgr bruk.

K. Olay Holm 49




Vibrio sp. TEO

Ekstraksjon av total-DNA.

Lysatet ble ekstrahert med 150 ul DNA-buffer (10 mM Tris-buffer, pH 7.4 tilsatt 10
mM NaCl), 300 ul kloroform og 300 ul vannmettet, destillert fenol. Rgrene ble rystet
godt (hvit, homogen lgsning) fgr sentrifugering (2 minutter, Eppendorf-sentrifuge).
Vannfasen ble pipettert av og ytterligere ekstraksjoner ble foretatt ved tilsetting av
ett volum vandig fenol (rgret ble fylt opp med fenol). Denne prosedyren ble gjentatt
til vannfasen var helt klar (inntil 6 ganger). Vannfasen ble sd dialysert ved 4°C (med
rgring) mot 1 liter DNA-buffer over natten. Dialyseslangene (Spectrapor) var pd
forhdnd kokt 10 minutter og deretter skylt godt i DNA-bufferen.

DNA konsentrasjonen ble malt spektrofotometrisk (OD,g,=1.0 tilsvarer 50 ug/ml
DNA). Produktets renhet ble undersgkt ved & male absorpsjonen over omradet 230-
320 nm. Eventuelle proteinforurensinger gir topp ("skulder”) ved 280 nm. En topp ved
260 nm, ingen proteintopp og OD,g,/ODye, tilnzermet lik 0.5, indikerer rent produkt.

4.2.3 Restriksjonsbehandling av DNA,

DNA (30 ug) ble tilsatt 2 enzymenheter Hind III (Amersham International plec,
England} per ug DNA (det benyttete enzym hadde en konsentrasjon pi 30.000
enheter/ml, derav 2 ul tilsatt), 10 ul konsentrert (restriksjons-) buffer (Tris, Mg*" og
NaCl; pH 7.5) fgr totalvolumet ble justert til 100 ul med sterilt, destillert H,O. Det
hele ble inkubert 3 timer i vannbad ved 37°C.

4.2.4 Polyacrylamidgel-elektroforese.

Separasjon av DNA fragmentene foregikk i en vertikal "slab”-gel (2 mm tykk; LKB
2001 ”Vertical Electrophoresis unit”).
Til hver gel ble benyttet:

5 ml Acrylamid (40%)/Bis (1.6%; Bio-rad)
5 ml gelbuffer, pH 8.3 (10x)

15 ml glycerol (87%)

25 ml destillert Hy0

Disse Igsningene ble blandet og avgasset fgr stgping av gelen. Polymeriseringen startet
ved tilsetting av:

15 ul TEMED (Bio-rad) og
300 ul 10% Ammoniumpersulfat (Bio-rad).

Fgr applisering av prgvene, var gelen stabilisert ved "forkjgring” i 30 minutter (20
mA). Geltemperaturen ble holdt p& 10°C ved hjelp av kiglekappe tilkoplet vannbad.

Som standard inngikk HindIII-kuttet DNA fra P4-fag (gave fra V. Lund, Institutt for
medisinsk biologi, UiTg). Hver standard bestod av 10 ul {1-2 ug) P4-DNA, 15 ul DNA-
buffer og 10 ul fargemarkgr. Fragmentstgrrelsen av P4-DNA kuttet med HindIIl ble
beregnet ifglge data fra KAHN & HOPKINS (1978). Prgvene var tilsatt fargemarkgr
(10 ul) fgr applisering i gelbrgnnene,

Elektroforesebetingelser: 20 mA per gel {(maks 580V) i 19-20 timer. Gelene ble farget
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(15 minutter) i destillert vann tilsatt etidiumbromid (0.002%) og skylt i destillert vann
(30 minutter) fgr fotografering (kortbglget UV-lampe, 254 nm, benyttet ved
giennomlysing av gelen).

Filter: Kodak Porter professional filter nr. 2B
Film: Polaroid type 65 P/N (50 ASA/18DIN)

Bandmgnstrene ble nzrmere undersgkt etter at negativene var analysert ved hjelp av
et LKB (Bromma, Sverige) 2202 Ultrascan Laser densitometer.

4.3 RESULTATER:

Mengde DNA ekstrahert fra de forskjellige bakteriene varierte mellom 300 og 1000
ug/ml.

Resultatet etter restriksjonsbehandling med HindlIIl og polyacrylamid-elektroforese,
ga mer enn 60 forskjellige bind med varierende intensitet, og med en akseptabel
separasjon av bandene. Figur 4.1 viser restriksjonsmgnstrene, eller "fingeravtrykkene”
av DNA fra 3 forskjellige TEO-isolater og 3 V. anguillarum-bakterier. TEO-isolatene
(brgnnene 1,2 og 3) har tilsynelatende like bdndmgnstre, forskjellige fra de gvrige
bakteriene. Figuren viser ogsi forskjeller mellom ”fingeravtrykkene” fra V. anguil-
larum-bakterier fra laksefisk (brgnnene 5,8 og 9) og fra torsk (brgnnene 4 og 7).

TEO-"fingeravtrykkene” viste to tydelige bind omkring 1.0 kilobaser (TB,) som bare
var svakt synlige i brgnnene 4,5 og 7-9. Det samme gjaldt to bind i omrédet 2.0
kilobaser (TB,). DNA fra V. anguillarum-bakteriene ga pd sin side ett tydelig band
omkring 1.4 kilobaser (AB) som bare sdvidt kunne skimtes pd "fingeravtrykk” av
TEQ-isolatene. De gvrige bdndmgnstrene indikerer at forskjellene ikke skyldtes
varierende DNA-konsentrasjoner. Ulikhetene avspeiler fglgelig reelle forskjeller i antall,
og avstand mellom restriksjonssetene pa de respektive DNA tridene.

De nevnte forskjellene var serlig tydelige etter at de fotografiske negativene var
analysert ved hjelp av laserdensitometeret (figur 4.2).
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FIGUR 4.1: DNA-"fingeravtrykk” av tre Vibrio sp. TEO isolater: TEQ 83.001,
TEO 84.031 og HI-7751. Referansebakteriene er: V. angutllarum NCMB 2129, H-
F og A 3.1, den {grste fra regnbuegrret, den neste fra laks og den siste fra
torskefisk. Som stgrrelsesmarkgr er benyttet fag P4 DNA kuttet med HindIll
(6.6, 2.3, 1.2 og 0.9 kilobaser). Bandene TB, og TB, synes 4 vare spesifikke for
type TEQ-bakteriene. AB finnes som et tydelig band hos referansebakteriene,
men ikke hos type-TEO bakteriene. Figuren viser ogsd forskjellige bandmgnstre
hos V. angusllarum-bakterier isolert fra torsk- og laksefisk.
(Mengde bakterielt DNA pr. brgnn: 27-30 ug).
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BARTERIER:

HI-7751

TEO 84.020

TED 83.001

ABSORBANCE

MsC 2-75

NCMB 2129

A 3.1

NCHB 6

o

MIGRATIOR FROM CATHODE

FIGUR 4.2: Figuren viser "fingeravtrykkene” av DNA fra tre geografisk forskjellige
TEO-bakterier etter at de fotografiske negativene av polyacrylamid-gelen er
analysert ved hjelp av laser-densitometer. Til sammenlikning er tatt med tre
forskjellige V. anguillarum-bakterier (A 3.1, NCMB 6 og NCMB 2129) og V.
ordalii MSC2-75 (modifisert etter HOLM et al. 1985).
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4.4 DISKUSJON.

Som tidligere nevnt, vil DNA-fragment béndene pd polyacrylamidgelen
("fingeravirykkene”) avspeile antall- og plassering av restriksjonsseter langs de
undersgkte DNA-trddene. Variasjoner i de forskjellige bdndenes intensitet, avhenger
av faktorer som DNA repetisjon, forskjellige fragmenter med lik lengde og varierende
grad av metylerte restriksjonsseter (BJORVATN et al. 1984). Det forutsettes at DNA
trdden er klgyvd fullstendig av restriksjonsenzymet, slik at "falske” fragmenter ikke
forekommer. Dersom plasmider forekommer, vil de kunne bidra til forskjeller i band-
intensitet. Dette er et viktig poeng ved tolkningen av resultatene i dette kapitlet. Det

er kjent at plasmider forekommer i V. anguillarum-bakterier, og at disse kan vare
store (over 100 kB; TORANZO et al. 1083).

Hvorvidt de aktuelle referansebakteriene inneholder plasmider, er ikke kjent. TEO-
bakteriene inneholder plasmider (VALLA pers medd. 1985; se fig. 4.3). Dette kan vare
forklaringen pa visse forskjeller i "fingeravtrykk” mellom TEOQO-bakteriene og de
benyttete referansebakteriene. Det er imidlertid vist (WIIK, pers medd. 1085) at DNA
fra HI-7751 og TEO 83.001 begge hadde et innhold av guanin og cytosin (molprosent
G+C: 41-42) forskjellig fra bade Vibrio anguillarum (NCMB 6 og NCMB 2129; ca.
47%), V. ordalii (DF;K og MSC 2-75; 46-48%) og V. parahemolyticus (46%). WIIK
fant ogsd ved hybridiseringsforsgk liten grad av homologi mellom HI 7751 (type TEO)
og bakteriene nevnt ovenfor (30-39% homologi). Dette kan tyde pé at de registrerte
forskjeller 1 "fingeravtrykk” ikke skyldes ulikt plasmidinnhold.

Ved & fjerne plasmidene p& forhédnd vil metoden sansynligvis kunne avslgre forskjeller
i kromosomalt DNA fra de aktuelle bakteriene.

Metoden representerer muligens en fremgangsmate for & kunne pévise forskjeller
mellom patogene og ikke-patogene bakterier.
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FIGUR 4.3: Figuren viser et plasmidkart for TEQ-bakteriene. Bakteriene er 84.031
(a), 84.029 (b), 84.028 (c), 84.026 (d), 84.025 (e), 84.024 (), 84.023 (g), 84.022
(h), 84.021 (i), 84.020 (j) og 83.001 (k). De tre nordligste isolatene (a, b og k)
har et plasmid-mgnster forskjellig fra isolatene fra Helgelandskysten (f-j) og
Lofoten (c-e). (Analysen er utfert av Dr. S. Valla, Universitetet i Trondheim).

Resultatene presentert i dette kapitlet representerer et fgrste forsgk pi & anvende en
metode tilpasset Neisseria meningitidis (BJORVATN et al. 1984) p& Vibrio sp.
bakterier. Slik metoden er anvendt, er det derfor mulig at betingelsene ikke var

optimale for Vibrio sp. bakterier. Resultatene er imidlertid lovende, og er derfor tatt
med i oppgaven.

ach
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Sjukdom pa fisken er det stgrste gkonomiske problemet for dagens lakseoppdrettere.
Den sjukdommen som i de senere &rene har péfgrt naeringen de stgrste tapene, er
sikalt "Hitrasjuke” eller "Hemorrhagisk syndrom” (HS).

HS forekommer i salt- og brakkvannsmiljg, og har siden 1977 spredt seg langs hele
kysten fra Finnmark i nord til Rogaland i sgr. Tilfeller av sjukdommen er i &r ogsé
rapportert i Skottland og pd Fergyene.

De kliniske symptomene pid HS minner om de en finner ved infeksjoner av Gram-
negative bakterier i fisk. Blodmangel, blgdninger og unormal utskillelse av vaske
dominerer bildet, bdde makro- og mikroskopisk. Sjukdomssymptomene, tilknytningen
til saltholdig miljg og det tydelige spredningsmensteret sgrover langs Norskekysten,
indikerer at en eller flere marine bakterier medvirker til fiskens dgd.

Hensikten med denne oppgaven var 3 isolere og klassifisere bakterier som (eventuelt)
forekommer i fisk med HS og som kunne settes i sammenheng med sjukdommen.

Isolater ble tatt fra fiske-nyrer hos dgende laks med symptomer p& HS. I tillegg ble
bakterier forsgkt isolert fra fisk uten disse symptomene. Det var ingen oppvekst av
bakterier (eller sopp) p4 skaler med utstryk av blod fra fisk uten symptomer pad HS.
Bakteriene som vokste opp etter utstryk fra fisk med HS var tilsynelatende
renkulturer som ble betegnet TEO-bakterier. Tjue isolater av TEO-bakterier fra
forskjellige lokaliteter langs Norskekysten ble karakterisert biokjemisk (kap. 2) og
strukturelt/immunologisk (kap. 3). I tillegg ble DNA-"fingeravtrykk” fra utvalgte
TEO-bakterier sammenliknet med referansebakterier (kap. 4).

Resultatene viste at samtlige bakterier tilhgrte gruppen Vibrio. Vibrio sp. TEO-
bakterien var "kuldeelskende” (psykrofil) med en maksimums-temperatur omkring
18°C. Den vokste best i omraddet 12-16°C. Den optimale NaCl-konsentrasjonen la
omkring 350 mM (2%), med en nedre grense for vekst omkring 100 mM (0.5%).
Optimalt pH-omrade 1& omkring 7.0. Ingen av de undersgkte bakteriene kunne
hydrolysere gelatin og (lgselig) stivelse, redusere nitrat, fermentere sukrose, utnytte
citrat, produsere acetoin ved fermentering av glukose eller produsere indol ved
(eventuell) omsetning av tryptofan. I tillegg var fglgende tester negative: arginin-
dihydrolase, lysin- og ornithin-dekarboksylase. Bakteriene var derimot istand til &
fermentere cellobiose, gentiobiose, glukonat, glycerol, mannitol, mannose og trehalose.
Resultatene viser at Vibrio sp. TEO-bakteriene er en type Vibrio-bakterie som tidligere
ikke er beskrevet.

Resultatene av den serologiske klassifiseringen viste en klar innbyrdes likhet mellom
Vibrio sp. TEQ-bakteriene, uavhengig av isoleringssted. De var ogsd klart forskjellige
fra referansebakterier av typen Vibrio anguillarum og V. ordalii. Disse resultatene
synes dermed & bekrefte resultatene av den biokjemiske karakteriseringen.
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Sammendrag

DNA fra utvalgte Vibrio sp. TEO-bakterier gav “fingeravtrykk” forskjellige fra de
benyttete referansebakteriene. Disse forskjellene er imidlertid noe usikre. Bakterienes
totale DNA er benyttet, og siden 10 av de undersgkte bakteriene inneholdt plasmider,
vil dette ganske sikkert influere pa ™fingeravtrykkene”. Tilnzrmet like "fingeravtrykk”
av DNA fra bakterier med forskjellige plasmidmenstre (TEQ 84.020, 84.031 og 83.001)
kan likevel tyde p& at plasmidene ikke bidrar signifikant til de observerte forkjeller i

"fingeravirykk”. ¥

Konklusjon.

Dgende Atlanterhavs-laks med s&kalt “Hitrasjuke” (”Hemorrhagisk syndrom”)
inneholder en bakterie som i oppgaven har fatt betegnelsen Vibrio sp. TEQ. Basert pa
biokjemiske og serologiske undersgkelser, dannet tjue TEO-isolater fra forskjellige
oppdrettsanlegg langs Norskekysten en homogen gruppe, med egenskaper forskjellige
fra kjente Vibrio-bakterier. Likheten mellom isolater fra oppdrettsanlegg spredt langs
en 2000 km lang kystlinje indikerer en sammenheng mellom denne bakterien og
"Hitrasjuke” (”Hemorrhagisk syndrom®). Smitteforsgk utfgrt i Bergen og Tromsg
tyder pa at denne bakterien representerer nok et eksempel pa en oportunistisk patogen
bakterie. Det vil si at bakterien kan finnes i fisken uten & fremkalle sjukdom, men nar
fiskens motstandskraft av en eller annen grunn svekkes, trenger bakterien gjennom
normale barrizrer og fremkaller sjukdom og dgd. Forets og miljgbetingelsenes virkning
pa fiskens immunapparat er fglgelig faktorer som bgr tillegges stor vekt i kampen mot
sjukdom p4 fisken.

Siden TEO-bakterien er isolert fra laksefisk, foreslds navnet Vibrio salmonicida Pa
denne bakterien.
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TABELL A 2.1 Type-TEO-bakteriers evne til fermentering
(syre produksjon) av karbohydrater og noen derivater av slike (n=20).

1 DRGH 4 DBGN 6 D@GH RESULTAT
ng/ml
Triose:
Glyserol x 11.90 - (16/20)  + (1B/20) + {18/20) + (18/20)
Tetrose;
Erythritol x 10.30 - - - -
Pentoser:
Adonitel (ribitel) x 9.70 - - - -
D-Arabinose 10.00 - - - -
L-Arabinose 10.00 - - -
D-Arabitol x 10.00 - - - -
L-Arabitol x £0.00 - - - -
D-Lyxose 10.00 - - - -
Riboge 10.00 - {12/20) + +
Xylitol x 10.00 - -
D-Xylose 10.00 - - - -
L-Xylose 10.00 - - - -
Heksoser:
Duleitol
{galaktitol) x 9.7% - - -
D-Fruktose 10.00 + + +
D-Fukose 9.14 - - -
L-Fukose 9.14 - - - -
D-Galaktose 10.00 + + (11/20) - (16/20) + (U7
Glukonat x 13.14 + + + +
2-keto-glukonat x 14.86 - - - -
B-keto-glukonat x 12.24 - - - -
D-Glukose 10.00 + + * -
Inositel 10.00 - - - -
D-Mannitol x 9.71 * + + +
D-Mannose 10.00 + + * +
L-Rhammosa 9.71 - - - -
D-Sorbitel x 9.7 - - - -
L-Sorbose 10.G0 - - - -
D-Tagatcse 10.00 - - - -
Disakkarider:
D«Callobione 9.42 + + + +
Gentiobiose 3,68 - + (14720} + {19/20) + {19/20)
Laktose 10.00 - - - -
D-Maltose 1U.00 - - - {19/20) -
Melibiose 9.42 - - - .
Sukrose 9.42 - - -
Trehalose 9.42 + + -
D-Turanose 9 .42 - - - .
Trisakkarider:
Melezitose 9.42 - - - -
Raffinose i1.14 - - - -
Polysakkarider:
Giykogen 9.14 - - - -
Inulin 9.14 - - - -
Stivelse (Amidon) 9.14 - - - -
Glukosider:
Amygdalin .71 - - - -
Arbutin T.71 - - - -
Esculin 8.29 - - - -
Salicin 9.42 - - - -
-metyl-giukonid 9.14 - - - -
Andre:
Neacetyl-glukosamin 9.14 + + + +
-matyl-mannosid 8.14 - - - -
~-matyl-xylosid 2.16 - - - -

ONPG (orto-nitrofenyl-beta-
D-galaktopyrancaid 1.0 - - - -
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TABELL A 2.2 (etter BAUMANN et al. 1984)

A Ingferential characierists wf the sprries gad bregars uf the gonus Vibrie®
.

E HE =3 = £
F:3: % & § 3 3 H £ Ls s
i §F i % & £ F = ES H 2 8 £ &
P - e e - oM = N " 0 EN
[ haracteristies i L = # o g od o £ 2 2 5
Number of streins tested W6 91 3413408 R 1B 6 8 T 4 R T4 oo om oA o112
Flageliation:
2-12 Polar fapells P . e e e o o A o m =
Lateral Aogeila when groswn on - e o~ ok or = o~ = d d - d - e e e e e = w o=
sudid media
Sworming or solid complex P e T R R R D
media
Siraight rods" d g + + % + + = 4 4 =~ = P T T T R R,
PHB-accumulatinn B T I 2 d - - e e e e e e e e =
Pigmentation:
YeHow-orange T T T
Biue-block - = = W a m m m m wm = Y
Red - - = m m -, T
Arginine ¢ihydrolzse’ T R O I T S T AT .
Quidase P T S T A S N S A T S S T S S L S 4
Reduction of NG;” to NO;~ + =+ 4+ + + R+ A+ F + + + + - d + + - + d
Luminescence R T T T T S e O
Gas from p-glucese T it B T S
Production of ncetoin andfor + ¢ = - -+ - e = = w4 wr wn o oA = =
diacetyl
Nu required for growth R R I N T A T S T A
Requirement for arganic prowth d d - - - ~ - = - = = - m = = % = d = -~ & d
faciors
Growsh ot
$°C ~ = = e w ow = = d - - d o~ d d - = - = 4 w = & -
g O S S . S S T S N Y S U S S 1
B e - + + + + g - “+ P IS S VI
£0°C + % d = + + + + d 4 F =~ - R T T A
Production ol
Amylnse + 4+ o+ 4+ o+ 4+ -+ d + 4+ -k o+ F = = = k.
Gelminase + + + 4 % 4 d o+ d + d + * - F + 4 Ak = e o+t =
Lipese e T T e T O . T T B R S
Alfinase w o = = = m om o= = = 4 = 4 A o e e = = = e = =
Chitinase + + + + + + = 4 d 4+ 4 e 4 + + + d d + + - + =
Uihizntion oft
D-Xyiose L T
L.-Arsbinose - = d = e A - = A . o~ e . T
D Mannose d d +» d + d d + ~ + d + - d 4+ % #+ = + d 4+ + = -
D-Galactose + d d - 4+ d + + - 4+ + 4 = o+ o+ 4 - 4+ -+ =
Sucrase + + d - - + + = 4+ 4+ + d - + d - + &+ - = = &% ~ +
Trehatose B T T R S T S T R R R -+
Celtobiose - -~ 4+ 4 -~ - d + - d d + d - = e - - -
Melibiose T : T - w = e = = e - -
Lartose O L L L T B
Salicin R S I R - - - - - - - -
©»-Gluecnate + + + = F o+ + 4+ +d - L . B . S .
-Glucuronste - =+ = d - d e - = 4 e e m e oem = m
p-Galscturonate T T
Propinnate P T T T T R S . S O T T S
M aferate R . . TR - - T T O
Heptanome - d 4+ = 4 o+ o+ = d + + 4+ - B T
Gluaraie - - P T d - = = w m - - =
nt.-Malare o d d + + + d o+ 4+ 4+ 4 d d -~ + . T
F-Hydroxy but rone - = e e = w o od - - - e E m w m m o wm =
4, Lagtate e T T T B L T S
Chiyute d d + d F + + 4 & &+ & o4+ + 4+ o+ o+ o+ g e+ - -
u-Rewmplutarate L N e L L T S T R T TR S S
Pyrusate + F 4+ o o+ A+ e+ o+ + o+ 4 + 4+ ot - = e
p-Mannitol + 4+ 4+ d + + & d - + 4+ 4+ O . T T T T
1y -Sarbisol - d = - e e = = e e = = e e
mesn Inesitat R B - BT S R . T I
Ethanol - e e = 4+ d o+ - - = d = d = m om om = e = =
p-Hydroxshenzunte B T T Y B - w = = e = e m
1 -Alanine - 4+ ¢ d d 4+ + + + + + + d L R R -+
L-a-Alanine d d + + 4+ 4+ + + & + + & 4+ + o+ R e e = e
S-Alanine - = - = = d - = . = - & 4 - - = wm % = - -~
L. Serine d + + d + + + - g 4« + + d + o+ o+ A o= omod o+ + O+
t-Leusine P . T T L - - m w = = e == e =
L -Ghaeomate 4 e - = 4+ o+ 4+ o+ o+ o+ d T . T T R B S S
-Aminobutyrate Rl T S . I - = = - B
A Aminotaleente — = e = = % = 4+ =4 - = - 4 e = = m = = e =
1 Histidine d d d - + + + d 4+ & d d d d + % 4 - - + -~
L-Proline + + 4 A+ o F E + + + I . T T S T S
1. Tyrosine - - + d 4+ + ¢ + & + + d d I e T I
Putrescine - - = = o od ¥ - 4 d - - I . R
{ -Rhompose malenme bens e - - - - e e = m =

wate sperniine hetaine
sarcusine, hippurate

* Traits useful for the preliminary identiGeution of species isee text) are designoted by heldiace tvpe For symbols see standard definitions (excopt

for footnote b beiow)

b4 stenight rods: - eurved rods

- Gtenight rods in exponentisl phase of growth becoming rurved in stationary phase.

* Determined by the annerobic production of ornithine from arginine See text for a discussion of probiems associoted with the Thornley method

which mensures alkali production from arginine

# | sminous sUreins of this species hove been found by Desmurchelier and Reickelt (1981) ond West (1080, Ph.D thesis}

! Witd-type strains nre unoble ta wiilize lactose; many strains moy rendily acquire this property by mutation 73




B.

Avatttangl churaen fisties o speas - end B e

] gL = HEE
“ F e £ £ 3 P : § E . H P
f 3 @ % T o: § ¢ 0§ % £ £ E i 3
It & % 5 0§ 4 2 £ g i £ 3z 3 £ 3
i P RE PR s R EE R
Characterisiicr - s :_ = z PO S R £ 5
Growth at:
¢ A S R N S S S Y +
¢ - d - - - e - . d - = - - - . - e e -
5 e
ization ol:

D-Hibuse DO A S S N S AU e +
n (Hucuse A S R S T Y + 4+
u-Frucinse A S SR N S o,
Mairose D S A S N N S S U VI 4
V-Acen Iglucnsumine e T Vi + o+
Acetate o o+ d o+ o o+ o d o+ o+ 4 4 o+ o4 L . T T R E I
Busyzate T - B T T b = .
Isvhutyrute T B T - = = w =
Isusplerare - - = d d - - d - &~ « « e e e e e

Caprasle I R R & + od = e e e e -
Coprylote L T T B e R - -
Pelargonnte d o« d d + + % « d 4 4+ = o oo e = w - 4 - =
Coprate g d d d ¢+ o+ o+ o 4 d o+ 4 o+ - d - - - 4 + -
Succinate T A A Y
Fumarate R S L O N . T T T T 4+
L-Tartrate o B - -
bt -Glycerme d - + d + + F o+ -~ 4+ o+ g 4 = + 4+ d d s [
Aconitnte L B T T T ST d & -~ + - -
Envthritgt e
Glyceroi R e T S - e e, +
Prepanol T B T T A
Phena locetote e |
Quinate - = = = = = 4+ e = &+ 4 4 - d - = - = e - - -
Glveine = - d - d o+ 4 - 4 dd o+ od o+ b 4 = = e - 4+ = .
- Threonine d o+ + 4 o+ 4 s o o+ o+ o4 od o+ 4 + + 4+ d + + 4

L-Aspariate d + d = + 4 4 + d + + 4+ d d + + 4+ d + 4 4
L-Arginine L e +om
L-Orpithine L T T - J S
L-Citrulline L T e T T S T

* For symbols see standard definitions

*These species or bievars nre net able to yrilize the following orgenic compounds os sole or principel sources of carben and energy: D-nrabinase,
D-furese inulin, cellulose. saccharste, mucate. formate. oxalate. majente. adipate, pimelate, suberate. azelote. sehocate. b-1artvate, meso-tartrate.
piveotate, laevulinate. citroconate itaconnte. mesaconste. ndonital, ethylene plveol. propylene plyeol, 2.3-butanediol. methansl, isapropenol. n.
buranal jsobutanol. b-mendelme. 1-mandelate, benzent formate o-hydrozybenzoate, m-hydroxybenzonu, phenylethanediol. phenal, paphthalens.
L-istleucine, t-norleucine. Lovaline. L-lvsine. L-phenslolanine. Loiryptophan. D-tryptophon. nothranilate. m-aminobenzoote p-ominabenzonte,
methylamine. ethanolomine. benzylamine. histamine trvptamine. burylaming. e-smylamine. 2-amylamine. pentylamine. creatine. pantothenate.
seetamide. nicotinews. nicotinamide. trigonslline eflantoin ndenine, gusnine. cyosine, thymine. uracil and n-dodecnne

* Thie biovar is not able 10 wilize the feflowing orgonic rompeunds s sole sources of carbon end energys odipate. pimelate. subwrate. ozelate.
sebacote. adonited m-hydroxybenroste. phenylacetate 1-isoleusine. &ovaline and L-lysine.

identifictivn of Vibrio species ond allied genero kel 1o be encountered in climicol iaboratorics

..ZE- = § n; o £

£ = Y g & 2 T OE B

- A £ 0% f

o BN Wooow oW oonow & £

Chararteristics - - TR = EX -

Thornley arginine? -+ - - = = w4+ 4w

Lysine decarboxy lose + d - + 4+ 4 4 m - = D+

Qraithine decarhoxylase + - + . T

Glucose gas - - - T

L-Aralinose acid - d - d - - 4 + d D -

Tnosite? ecid - - - . e = e = e -+

Sulicin acid - - d L T S » T

Sucrose stid LS d A . T

Voges Proskauer {44 hi 4+ - d - - - + D -

ONPG hvdrolvsis (24 ht + 4 d B . T T R A

Growth ot 43°C + i d - 4+ + + d - - D %
Inhikition by 07129 phosphate”

18 g 5 5 d $ R AR 8 R H & R d

150 s 5 5 8 § 8 5 § 8§ 8 R 8§

Growtk in = NaCl:

0 + d - - - - - 4 d 4 +

3 + o+ + L S . S T +

6 -+ + + ok o+ o+ o+ d = -

8 - 4 d - + % = d g e - =

18 - - [+ e . D L

Esculin hydrolvsis - d - - = - o~ - =~ D -

Oxidase tKovacs') + - + B S T O S U

NOy e NOS - + + o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+

Grawth on TCBS ¥ G YW 6 6 Y 6 Yy y N - -

* For symbols see standard definitions: also § sensitive: R. resistant; Y. vellow; and G, green,

! To differeminte V' parakoemolyticus. V alpinolyticus, V harpeyi. V campbeliii snd V vudnificus sdequasely s
may be necessary o test for growth on celiobiose gluconate. ethenol. L-serine. [-lewcine. L-glutamate. and
puirescine {see Tnbie & 58)

" To dilferentinte V fluwialis biovors T and Il adequately it is necessary to test for growih on & aminovalerate.
putrescine, gluterate and glucuronete (see Toble 5.38)

¥ See text for distussion of the problems associnted with the Thoraley method

"0/129 phosphate: 2.4-inmino-6.7-diisopropyiperidine phosphate
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TABELL A 3.1

Kanin antistoffer mot:

Bakterier: A3
TEQ 83.001 2.2
TEC 84.020 1.9
TEO 84.021 3.9
TEQ 84.022 3.1
TEC 84.023 3.9
TEO 84.024 3.0
TEOQ 84.025 1.7
TEQO 84.026 6.6
TEO 84.028 1.5
TEO B84.029 6.0
TEO 84.031 1.0
HI-7751 3.4
B 1 -
B 2 1.5
B 3 3.1
B 4

B 5 -
B 6 3.0

Vibrio anguillarum:

A 3.1 17.0
NCHMB 6 14.3
H-F 0.9
MCMB 2129 5.0
Vibrio ordalii:
DFyK 0.3
MsC2~75 0
Veterinzrisolater:
42.222/83 3.1
42.309/83 2.5

.1

NCHB
2129

2.6
7.5
13.5
16.7

TEO
83.001

10.5
14.1
15.9
11.4

9.8
14.6
11.7
16.7
il.4
14.5

7.5

10.4
11.3
15,5
10.7
13.4

7.7
16.3

2.2
2.7
7.2
13.4

14.6
9.1

Antall
RIA

{

D . S

Nl T = = B =R = S R S N X
L

—

(4)
{2)
(3}
(5)

{2)
(1)

(1)
(1)

Serologi-tabell - samtlige bakterier:

Alternative
betegnelser/

kommentarer:

Sb: 1.1/0.6/1.4

Havforskn. inst.
B indikerer at
bakteriene er
isolert i nar-
heten av Bergen.
(E. Bgidius)
(fra orret)

A=Austervoll
ATCC 19264
"Hitra-Froya"
HI~10, Bergen

Vibrio sp. 1669

(Isclater fra
Trygve Poppe).

15
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TABELL A 3.2 Tabellen viser i hvilken grad kaninanti- stoffer produsert mot tre
Vibrio-bakterier (ab,) bindes til overflaten av Vibrio sp. TEO-bakterier. Tallene
representerer bundet radioaktivitet (1251_ab2) 1 prosent av total mengde tilsatt.

Kanin-antisera

Bakterier A 3.1 NCMB 2129 TE(Q 83.001
Vibrio sp. TEO (n=20) 2.8 (1.2 1.6 (1.2) 11.9 (2.86)
Nord (n=86) 2.6 (1.6) 1.5 (0.7) 11.1 (1.9)

Midg {(n=7) 2.9 (0.8) 1.5 (0.7) 13.0 (2.5)

Vest (n=T7) 2.8 (0.9)° 1.8 (1.8) 11.6 (2.6)

Ab,-fortynning: 1/1500 )
*) Tallene i parentes er standardavvik (S.D.)

TABELL A 3.3 I tabellen er bindingsprosenten for korresponderende antiserum-
bakterie satt til 100%.De gvrige tall er relative stgrrelser.

Kanin-antisera

Bakterier A 3.1 NCMB 2129 TED 83.001%

V. anguillarum

A 3.1 100.0 15.6 20.8
NCMB 6 84.1 44 .9 25.5
NCMB 2129 29.4 100.0 126.4
H-F 5.3 80.8 67.9
84-2018 (1-6) 2.9 3.0 2.7
V. ordalit
DFiX 1.7 0.0 0.0
MSC2-756 0.0 0.0 0.0
Vibrio sp. TED *)
TED 83.001 13.0 7.2 100.0
TEO-total (n=20) 16.4 9.6 113.3
Nord (n= 6) 15.3 9.0 104.7
Midt (n= 7) 17.1 9.0 122.6
Vest (n= 7) 16.4 10.8 109.4

*) Gjennomsnittsverdiene fra tabell A 3.2 danner grunnlaget for
tallene.
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