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Sammendrag

Copepoder har god naringsverdi og er en viktig forkilde for marine fiskelarver i havet. Ved
oppdrett av mange marine fiskearter er copepoder et godt alternativ til de tradisjonelle
fororganismene; Artemia og rotatorier. Acartia tonsa produserer egg som kan hestes og lagres
til senere bruk. Dette kan benyttes i kommersiell sammenheng, men det er da viktig & ha
kontroll over bakterieinnhold og forhindre overforing av patogener. Dette kan forhindres ved

desinfisering av copepodeeggene.

I denne oppgaven ble copepodeegg desinfisert med varierende styrker av Pyceze,
glutaraldehyd, natriumhypokloritt og Buffodine. Den desinfiserende effekten ble vurdert ut
fra antall egg med bakterievekst pd brennplater fylt med Marin agar, TCBS agar og
Pseudomonas agar. Eggenes klekkesuksess ble estimert ved a registrere prosent klekte
nauplier etter 48 timer og de klekte nauplienes viabilitet ble vurdert ut ifra antall nauplier som
hadde spist alger etter 3,5 degn. Antall egg med bakterievekst og klekkesuksess ble ogsa
registrert for egg desinfisert med glutaraldehyd (200 mg/L) lagret i sjgvann med og uten
oksygen og egg desinfisert med en kombinasjon av glutaraldehyd (200 mg/L) og Buffodine
(1600 mg/L). Lagringsperioden var 31 dager pa 2 - 4°C 1 meorket.

Samtlige av desinfeksjonsmidlene hadde bakteriereduserende effekt ved heyere doser, men
graden varierte ut fra hvilke midler som var benyttet. Ved brukt av Pyceze var andelen egg
med bakterievekst lavere enn 40 % pd Marine agar ved doser over 200 mg/L med en lav men
signifikant nedgang pa klekkesuksess ved enkelte dosestyrker. Desinfisering med
glutaraldehyd resulterte i overflatesterile egg ved en dose pad 200 mg/L pa Marine agar uten &
redusere  klekkesuksess. Ved desinfisering med natriumhypokloritt var den
bakteriereduserende effekten signifikant allerede ved en dose pa 50 mg/L og eggene var
overflatesterile ved 400 mg/L. Klekkesuksessen var signifikant lavere ved doser pa 100 mg/L
og heyere. Buffodine hadde ingen signifikant effekt pa klekkesuksessen, med unntak av
eggene som var desinfisert 1 dosestyrke pa 100 mg/L og den laveste dosen som ga signifikant

bakteriereduserende effekt pa eggene etter 21 dager pa Marine agar var 400 mg/L.
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Desinfisering med heoyeste dosestyrke pd 1600 mg/L resulterte i lavest andel egg med
bakterievekst (3,33 %) pd Marine agar.

Under lagring hadde andel egg med bakterievekst okt for alle behandlingene.
Copepodeeggene som ble desinfisert 1 glutaraldehyd for lagring i vann med og uten oksygen i
31 dager hadde alle bakterievekst pd Marine agar og en nedgang i klekkesuksess, men
gruppen som var lagret i anoksisk vann hadde en mindre nedgang enn gruppen som var lagret
1 oksygenrikt vann. Fra gruppen som var desinfisert i bade glutaraldehyd og Buffodine var
andelen egg med bakterievekst 70 % pa Marine agar, men klekkesuksessen var den laveste av

samtlige bade for og etter lagring.
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Abstract

Copepods have good nutritional value and are an important source of feed for marine fish
larvae in their natural habitat. In aquaculture copepods are a good alternative compared with
the more traditional first feeding organisms; rotifers and Artemia. Acartia tonsa produces
eggs that can be harvested and stored under the right conditions for several months before
hatching. The unhatched eggs can be sold commercially, but to do this, it is important that the
bacteria associated with the eggs are under control. Disinfection of the copepod eggs can

prevent transfer of potential pathogens.

In this thesis copepod eggs were disinfected with different concentrations of Pyceze,
glutaraldehyde, sodium hypochlorite and Buffodine. The disinfectants were evaluated by the
number of egg with growth of bacteria in wells filled with Marine agar, TCBS agar and
Pseudomonas agar. The hatching success of the copepod eggs were determined by calculating
percentage of hatched nauplii after 48 hours and the viability of the nauplii were estimated
from the number of individuals who had traces of algae’s in their guts after 3,5 days. The
amount of eggs with growth of bacteria and the hatching success was also registered for
disinfected eggs that were stored for 31 days. These eggs were all disinfected in glutaraldehyd
(200 mg/L) before receiving one of three different treatments; storage in sea water, storage in
anoxic sea water or another disinfection with Buffodine (1600 mg/L ) before storage in anoxic

sea water.

All of the disinfectants reduced the amount of eggs with bacteria on high concentrations, but
the degree varied amongst the different disinfectants. Pyceze reduced the amount of egg with
bacteria growth to less than 40 % on Marin agar with the use of concentrations above 200
mg/L, but with a low, but significant reduction in hatching success on some concentrations.
Disinfection with glutaraldehyd (200 mg/L) resulted in surface sterile eggs on Marine agar
without reduction of the eggs hatching success. The bacteria reducing effect of sodium
hypochlorite was already significant with the use of concentrations as low as 50 mg/L and the
eggs were considered surface sterile when disinfected with 400 mg/L. The eggs hatching

success however was significantly lower when disinfected in 100 mg/L and higher
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concentrations of disinfectants. Disinfection with Buffodine did not affect the eggs hatching
success negatively with the exception of eggs that were disinfected with 100 mg/L. The
lowest concentration of Buffodine who gave a significant reduction on the amount of bacteria
on Marine agar was 400 mg/L, while the highest concentration (1600 mg/L ) result in the

lowest amount of eggs with bacteria among the Buffodine groups on Marine agar.

The amount of disinfected eggs with bacteria had increased after storage and there were 100
% eggs with bacteria on Marine agar from the groups who where disinfected in
glutaraldehyde. The hatching success decreased for eggs from all treatments. The eggs which
were stored in anoxic seawater after being disinfected with glutaraldehyde had a lower
decrease in hatching success compared with the eggs stored in normal seawater after being
disinfected with glutaraldehyd. The eggs that were disinfected with both glutaraldehyde and
Buffodine before storage had 70 % eggs with bacteria on Marine agar, but the eggs hatching

success was the lowest amongst the groups, both before and after storage.
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Introduksjon

1 Introduksjon

1.1 Akvakultur

Sjematprodukter er en viktig kilde til protein og 16,6 % av verdens befolknings inntak av
dyreproteiner 1 2009 bestod av fisk. Fisk inneholder en rekke viktige neringsstoffer, samtidig
som at den vanligvis inneholder lite mettet fett, karbohydrater og kolesterol. Fiskeri og
akvakultursektoren stir ogsé for inntektene til en betydelig andel av verdens befolkning da 55
millioner mennesker er involvert i den primere sektoren av fiskeproduksjon i 2010, hvorav 7

millioner er estimert til & vere fiskere og fiskeoppdrettere (FAO 2012).

Fiskeri og akvakultursektoren forsynte verden med omtrent 148 millioner tonn fisk i 2010.
Den globale mengden av fangst fra fiskeri har vert stabil pa rundt 90 millioner tonn de siste
arene, samtidig som akvakulturproduksjonen har gkt. Den globale produksjonen av fisk fra
akvakultur var 59,9 millioner tonn 1 2010, noe som var en gkning pa 7,5 % fra 2009. Omtrent
30 % av fiskebestandene er overbeskattet og produserer lavere utbytte enn potensialet. De
siste ars nedgang i global marin fangst og ekning av overbeskattede fiskebestander har
resultert 1 en forverring innen verdens marine fiskerier og har en negativ innvirkning pé
produksjonen av fisk. Dette har fort til negative gkologiske konsekvenser og redusert den
naturlige produksjonen i havet, noe som igjen har fort til negative sosiale og ekonomiske
konsekvenser. Samtidig er den globale populasjonen av mennesker okende og for &
vedlikeholde dagens inntak av fisk vil verden trenge 23 millioner tonn mer fisk per ar innen

2020. Dette ma i hovedsak komme fra akvakultur (FAO 2012).

Fiskens egg kan vare enten pelagiske eller demersale. De fleste arter 1 ferskvann og noen i
saltvann gyter demersale egg som generelt er storre enn pelagiske fiskeegg. Larver fra
demersale egg er generelt mer utviklet ved klekking, sammenlignet med larver fra pelagiske
egg, og klekking kan veaere utsatt til plommesekken er absorbert og larvene er klare for exogen
foring. De fleste marine fiskearter gyter pelagiske egg som ofte er mindre enn demersae egg.
Disse har generelt mindre plomme hvor larvene ved klekking er i en lite utviklet tilstand. De

fdr nering fra plommesekken fram til sansesystem, muskler, sirkulasjonsystem og
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fordayelsessystem er nok utviklet til at larvene kan leve pa plankton (Kendall 1984, Ahlstrom
og Moser 1980).

Hos 7altricial’e larver er fordeyelsessystemet rudimentazr, det mangler mage og mye av
proteinsyntesen foregdr 1 baktarmens epitelceller (Govoni et al. 1986). Et slikt
fordayelsessystem ser ut til ikke & vare i stand til & prosessere formulert for godt nok og slike
larver har dermed behov for levendefororganismer i den forste fasen etter klekking. Levende
fororganismer svemmer i vannkolonnen og er dermed tilgjengelig for fiskelarven i motsetning
til formulert for som raskt synker mot bunnen. Denne bevegelsen kan ogsa se ut til a stimulere

fiskelarvens forrespons (Stettrup 2003).

Marine fiskelarver har behov for de essensielle fettsyrene Docosahexaenoic acid (DHA, 22:6n
- 3), Eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5n - 3) og Arachidonic acid (ARA, 20:4n — 6). Forholdet
mellom disse flerumettede fettsyrene (PUFA, poly unsaturated fatty acids) er av betydning for
optimal vekst, overlevelse og metamofose (Sargent ef al. 1999). Foret til larvene er kilden til
dette og supplementet gjennom fororganismer og forskjellige anrikningsprotokoller basert pa
fiskeoljer, alger og kommersielle produkter som er rike pa en eller flere av de essensielle

flerumettede fettsyrene DHA, EPA og ARA (Sargent ef al. 1997).

1.2 Levende fororganismer

De mest brukte fororganismene er rotatorier og Artemia. Rotatorier har vaert brukt som
fororganisme for marine fiskelarver i nesten 50 &r. De er planktonisk, tolerant til forskjellige
miljeforhold og har hey produksjonsrate (FAO 1996). De kan produseres i svaert hoy tetthet
og det kreves derfor ikke store volumer. Brachionus rotundiformis kan produseres ved en
tetthet pa 5000 — 8000 individer/ml og med rett utstyr er det mulig & oke tettheten til 20 000
individer/ml (Hagiwara ef al. 2001, Yoshimura et al. 1997). Rotatorier reproduseres raskt og

stor mengder levendefor kan bygges opp pa kort tid (FAO 1996).

Rotatorier er ikke naturlig rike pa n-3 HUFA og for 4 brukes som fororganisme ber
naringsinnholdet vare tilfredsstillende. Dette oppnés ved & tilfore rotatoriene de enskede
lipidene og fettsyrene gjennom foret, ogsd kalt anrikning. Forskjellig anrikning kan gi

forskjeller i totalt lipidinnhold og sammensetning av fettsyrer. (Rodriguez et al. 1996, Garcia
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et al. 2008). Rotatoriens naringskvalitet synker raskt ved sult, noe som kan forekomme i
larvetankene. Eksempelvis resulterte 4 dagers sult ved 18 - 20 °C i tap av 40 - 50 %
kroppsmasse hos brachionus plicatilis (Makridis og Olsen 1999).

Artemia danner cyster som kan hestes, prosesseres og selges 1 beholdere og dermed klekkes
ved behov (FAO 1996). Cystene som er metabolsk inaktive settes i gang igjen metabolsk
under visse miljeforhold og utviklingen er stoppet sa lenge cystene er torre. Overfores de til
sjovann blir cystene hydrerte og embrioet opptar metabolismen. Selve klekkingen kan
forbedres noe ved dekapsuering av men normalt klekker cystene etter 24 timer ved 25 °C
(Stettrup 2003, FAO 1996). Etter 24 timer inkubasjonen i sjovann klekkes frittsvemmende
Artemia nauplier som kan brukes som for med engang, noe som gjor at Artemia til en

beleielig og lite arbeidsom levende fororganisme (FAO 1996).

I 1970 &rene skjot det fart 1 akvakulturproduksjonen og ettersperselen av Artemia ble storre
enn tilbudet. Det ble gjort forsek pd & produsere Artemia i utvikingsland, men store deler av
markedet bestar av cyster hestet fra ”Great Salt Lake” i USA. Dette gjor at markedet er
sarbart, noe som ble illustrert ved den lave cyste innhgstingen pd midten av 90 tallet og som

ogsé bidro til sveert hey pris pa cystene (FAO 1996).

Evjemo og Olsen (1997) sammenlignet lipidinnholdet i anriket Artemia, anrikete rotatorier og
copepoder. Anriket Artemia inneholdt mest lipider av de tre fororganismene, men copepoder
inneholdt naturlig et hoyt innhold av n-3 heyumettete fettsyrer (highly unsaturated fatty acids,
HUFA) og da spesielt DHA som utgjorde mellom 40 og 45 % av totale fettsyrer. Til
sammenligning inneholder anriket Artemia 15 -22 %. Rotatorier hadde lavest innhold av
lipider av samtlige fororganismer, men dette kan forandres ved & endre foringsregimet for
kulturen og vekstraten. Copepodene hadde naturlig et hoyt forhold av DHA og EPA (Evjemo
og Olsen 1997).

Selv om anrikning av Artemia gjor at innholdet av DHA blir hoyere, reduseres mengden raskt
etter anrikning ettersom Artemia selektivt kataboliserer DHA til EPA (Evjemo ef al. 1997,
Navarro et al. 1999).
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1.3 Copepoder og copepodeegg

Copepoder er planktoniske organismer som finnes bade i saltvann og ferskvann. Det er funnet
11500 copepodearter og det er 10 ordener av copepoder. Artene som er oftest brukt i
akvakultur tilherer som regel en av de tre ordenene; Calanoida, Harpacticoida og Cyclopoida
(Humes 1994, Boxshall og Jaume 2000). Calanoide coepoder er oftest pelagiske og kan
opptre i hele vannkolonnen, selv om det ogsa finnes arter som er bentiske. De har antennuler
som tilsvarer kroppslengden eller lengre (Huys og Boxshall 1991, Dussart og Defaye 2001).
Calanoide copepoder har en viktig rolle i det marine ekosystemet da mange arter er en link

mellom phytoplankton og pelagiske fisk som f.eks sardiner og sild (Mauchline et al. 1998).

Copepoder gyter egg rett ut i vannkolonnen og det finnes flere eggtyper. Normale
copepodeegg (’subitaneous” egg, SE) har normal metabolisme og klekker raskt etter gyting,
men hvis omstendighetene er ufordelaktige kan utviklingen hos enkelte egg (”’quiescence”
egg) stanse og egget forbli 1 denne tilstanden for en periode (Alekseev et al. 2007, Drillet et
al. 2011).

Hvileegg (“diapause” egg) styres av hormoner som induseres av biotiske og abiotiske
faktorer. Klekking er ikke mulig selv for en viss tid har gatt og nar denne perioden er over kan
eggene enten klekke eller forbli quiescent inntil miljeforholdene er gode nok (Alekseev ef al.
2007). En annen kategori er forsinket klekkete egg (’delayed hatching” egg, DHE). Disse
eggene er ulike dem i de andre kategoriene da de ikke klekkes raskt nok for & bli betegnet som
vanlige egg eller ikke klekker sakte nok for & bli betegnet som ekte hvileegg (Drillet et al.
2011).

Drillet et al (2011) fant at Acartia tonsa fra Tyskland og Danmark normalt hadde vanlige egg,
men det ble 1 tillegg produsert egg med forsinket klekking. Andelen hvileegg som ble

produsert okte med lavere for konsentrasjoner.

Copepoder har vart i bruk ved kultivering av marine arter i flere tidr, og da eksempelvis ved &
hostes fra naturen og brukt enten direkte som levendefor eller prosessert for senere bruk 1 en
formulert diett. Det har vert gjort forsek med & kultivere copepodearter intensivt siden starten

pa 1990 tallet (Stettrup 2003).
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Copepoder er et naturlig bytte for mange typer fiskelarver. De har hagye nivaer av HUFA som
DHA og EPA i den dominerende formen av fosfolipider og hey andel av DHA/EPA (McEvoy
et al. 1998, Stettrup et al. 1999, Bell et al. 2003, Stettrup 2003). Flere studier viser at marine
fiskelarver som har et forregime som inkluderer copepoder har bedre overlevelse, vekst og
pigmentering (McEvoy et al. 1998, Neass og Lie 1998, Stettrup et al. 1999, Bell et al 1999,
Payne og Rippingale 2000).

1.4 Mikrobiologi og desinfeksjon

I copepodekulturer kan bakterieveksten vare ukontrollert og flere bakteriegrupper, som
Vibrio ssp,. Aeromonas ssp, Arcobacter spp. og E-coli, er funnet sammen med dyrepankton i
naturen (Stettrup. 2003, Maugeri et al. 2004). Bakteriesammensetninger som er i
laboratoriekulturer av dyreplankton har sterke likhetstrekk med bakterisammensetningen som
er 1 foret og i vannet som benyttes 1 kulturen (Skjermo og Vadstein 1993). Skjermo og
Vadstein (1993) fant at antallet bakterier ekte 50 -150 % etter foring av rotatorier med
akkarmel. Det tok 3 dager ved 6 °C for bakterieantallet var pa samme nivé som for foring og

innholdet av bakterier var ogsd mer likt i vann og i rotatorier etter 3 degn.

Sochard et al. (1979) hentet copepoder fra lokaliteter i Mexico gulfen, Atlanterhavet og fra
Naval Research Laboratory. Bakterieprover fra copepodenes overflate og tarmflora ble dyrket
pd marine agar, TCBS agar og sopp agar. I deres prover var den mest dominante
bakteriegruppen fra genus Vibrio og de fant flere bakterier pa copepodene enn i prover tatt fra
frie vannmasser. Det ble funnet faerre bakterier fra prevene av copepodenes tarm enn fra deres
overflate. Vibrio spp. var den dominante bakteriegruppen hos copepoder fra de pelagiske
lokalitetene og Pseudomonas spp. var mest dominant i copepodene fra laboratoriet (Sochard

etal. 1979).

Neass og Bergh (1994) desinfiserte egg fra copepodene Acartia clausi og Euryteora affinis
som var samlet fra sedimentet i sjgen i Vest Norge med Fam-30, Buffodine og glutaraldehyd.
De fant at Buffodine ikke hadde god nok desinfiserende effekt, men at middelet ikke hadde
signifikant effekt pa klekkeprosent og overlevelse. Fam-30 hadde noe negativ effekt mot egg
fra A.clausi, da klekkesuksess var omtrent 4 % lavere enn kontroll, men forarsaket sveaert lav

klekkeprosent hos E.affinis samt ingen overlevelse av nauplier over 5 dager. glutaraldehyd
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hadde ingen signifikant effekt pa klekkeprosent, men samtlige nauplier dede for 5 dager var
omme. Det var ingen signifikant effekt pa klekking av E.affinis ved desinfisering av
glutaraldehyd, selv om en negativ tendens i klekkeprosent og overlevelse ble observert. Fam-

30 og glutaraldehyd ga mest bakteriereduksjon ( Naess og Bergh).

1.4.1 NatriumhypoKkloritt

Hypokloritter er blant de mest brukte desinfiseringsmidlene og er godt kjent som blekemiddel.
Det har heyere kostnad enn klorgass, men innehar lavere ulykkesrisiko. Hypoklorittion kan
kombineres med flere kationer, men natrium har lav kostnad og er enkel & handtere (Simpson

og Sofos 2009).

Den antimikrobielle aktiviteten 1 vannlgsning av hypokloritt forarsakes av molekylart klor
(Clp), hypoklorittion (OCI") og underklorert syre (HOCI), men sistnevnte er den storste
bidragsyteren (McDonnell 2007). HOCI er elektrokjemisk neytralt, har liten sterrelse, lav
molekylervekt og disse egenskapene gjor at molekylet kan penetrere celleveggen (Simpson
og Sofos 2009). Den antimikrobielle aktiviteten er avhengig av pH, konsentrasjon og
temperatur. Pkning i temperatur eller konsentrasjon eker aktiviteten. HOCI dominerer ved en
pH ved 4 -7 og ved heyere pH verdier produseres OCI" (McDonnell 2007). Klor er svert
reaktiv mot organisk materiale, men den utfordringen kan til en viss grad leses ved & bruke
hoyere konsentrasjoner av desinfeksjonsmiddel (Simpson og Sofos 2009). Hypoklorittene er
mer aktive 1 en sur lgsning enn i en basisk lesning og virkningen vil derfor vare pavirkt av pH
(Naidu og Khanna 2000). Kommersielle lesninger av natriumhypokloritt inneholder opptil 15
% tilgjengelig klor i lgsningen. Hoyere konsentrasjoner fordrsaker problemer med renhet
grunnet bunnfall (Naidu og Khanna 2000). Konsentrasjonen av klor i lgsning avtar over tid.
Losninger pd 1 — 2 % som lagres i1 gjennomskinnelige beholdere vil ha en konsentrasjon pa 40
- 50 % av den opprinnelige konsentrasjonen etter 30 dager (Rutala ef al. 1998). Tapet oker
ved eksponering for lys og ved haye temperaturer. Losninger ber derfor oppbevares meorkt og
ved lave temperaturer. Tilstedevarelse av tungmetaller, organisk materiale og lesningens pH

pavirker stabiliteten (Dychdala 1983, Simpson og Sofos 2009).

Hypokloritter viser antimikrobielle mekanismer som ligner pd dem for molekylert klor

(Naidu og Khanna 2000). Klorforbindelser er generelt effektive mot gram-positive og gram-



Introduksjon

negative bakterier, syrefaste bakterier, sopp, alger, sporer og virus (Dychdala 1983,
McDonnel og Russel 1999, Naidu og Khanna 2000).

Den antimikrobielle effekten er ikke fullt kartlagt, men det er generelt antatt at den
antimikrobielle effekten er forarsaket av oksidering (Naidu og Khanna 2000). Effekten virker
a vere mot strukturelle og funksjonelle proteiner (McDonnell 2007, Knox et al. 1948).
Bakterieaggregater er mer motstandsdyktige mot klor enn frie bakterier, men dette er

avhengig av styrken av klor og av kontaktiden (Herson et al. 1987).

1.4.2 Buffodine®

Buffodine brukes mye ved desinfisering av lakseegg og inneholder Jod som det aktive
virkestoffet. Losningen inneholder en blanding av jod, ikke-ionske surfaktanter og pH

bufferagenter (oppgitt av produsent).

Jod er et oksydasjonsmiddel som kan brukes ved desinfisering og ved sterilisering avhengig
av styrke (Madigan 2009). Spesifikk virkningsmekanisme er ikke helt kjent, men jod bindes
til proteiner, noe som forer til denatuering. Dette kan foregé pa flere mater, ved oksidering av
S-H bindinger hos aminosyrer som cystein og metionin og ved & forhindre hydrogenbindinger
gjennom reaksjon med N-H grupper hos arginin, histidin, lysin eller hos fenolgruppen hos
tyrosin (McDonnell og Russell 1999, Gottardi 2001, Cooper 2007). Jod reagerer ogsa med
karbon-karbon bindinger i1 fettsyrer og hydrogenbindinger i nukleinsyrer forhindres ved
jodbinding til nukleotider (Apostolov 1980, Gottardi 2001, Cooper 2007). Jod har felgelig et
bredt spekter av antimikrobiell aktivitet og inhiberer bakterier, sopp, protozoer og virus

(McDonnell og Russell 1999, Gottardi 2001).

Jod er generelt ustabilt 1 vannlesninger og det kan vare en kompleks likevekt mellom flere
varianter hvor molekyler jod (I;) antas & veere hovedarsaken til den antimikrobielle effekten.
Stabiliteten til jodlesninger er avhengig av pH-verdien og okt alkalinitet og lagringstid ferer
til lavere antimikrobiell aktivitet (McDonnel og Russel 1999, Gottardi 2001, Cooper 2007).
Tilfersel av jodoforer, som er komplekser av jod og et hjelpestoff som eker loseligheten, laser

denne utfordringen (McDonnel og Russel 1999, Gottardi 2001).
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1.4.3 Glutaraldehyd

Glutaraldehyd er et alkylerende desinfeksjonsmiddel med et bredspektert aktivitetsomrade
(Gorman et al. 1980, Madigan 2009). Det er et mettet 5-karbon dialdehyd med formel
CsHgO,. Glutaraldehyd er mer stabile ved lav pH enn ved hey pH, og ved pH pé 8 eller
hoyere taper glutaraldehyd generelt aktivitet innen 4 uker (Russell, Hugo et al. 2004).
Drapsraten er mye lavere for lgsninger med lav pH enn lgsninger med hey pH, men med
temperaturgkning vil forskjellen minke. Forholdet mellom konsentrasjon, temperatur og pH er

folgelig komplekst (Gorman et al. 1980).

Lave konsentrasjoner av glutaraldehyd inhiberer spiring av bakterier og heyere
konsentrasjoner er sporisidal (McDonnell og Russell 1999). Virkningsmekanismen er ikke
fult kartlagt (Gorman et al. 1980, McDonnel og Russell 1999). Glutaraldehyd danner
krysslinking av proteiner i celleveggen, den ytre membranen og ellers i cellen (McDonnel og

Russell 1999).

1.4.4 Pyceze

Pyceze Vet. er et legemiddel som inneholdende Bronopol og brukes mot soppinfeksjoner pa
laksefisk og rogn (Novartis). Kjemiske studier av interaksjoner av bronopol med cystein,
cysteinmetylester og glutation demonstrerte at bronopol virker som en katalyst for oksidering
av tiolgrupper til disulfider i neerver av luft, med rask konsumering av oksygen (Sheperd et
al. 1988). Bronopol degraderes raskere med ekende temperature, men sollys eller luft har
ingen effekt pd prosessen (Matczuk et al. 2012). Pyceze har vist seg a vare effektiv mot sopp
hos fisk (Pottinger og Day 1999, Aller-Gancedo og Fregeneda-Grandes 2007). Birkbeck et al.
(2006) viste at Bronopol hadde effekt pa 13 forskjellige bakteriearter funnet pd egg fra tosk og
kveite. Bronopol har bakteriereduserende effekt pd torskeegg ved desinfisering (Treasurer et

al. 2005).

1.5 Mal med oppgaven

For at A.tonsa skal kunne brukes som levende for i marine klekkerier er det viktig at

bakterieveksten er under kontroll. Det har stor betydning & finne frem til optimale prosedyrer
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for desinfisering av copepodeegg slik at skadelige bakterier ikke edelegger eggene eller blir

med over i dyrkningskarene nar eggene skal klekkes.

Malet med oppgaven er a finne et egnet desinfiseringsmiddel med bakteriedrepende effekt og

en desinfeksjonsmetode som ikke skader eggene.
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2 Material og metode

Forsgkene ble gjennomfert ved NTNU Senter for fiskeri og havbruk (Sealab) og SINTEF
Fiskeri og havbruk, 2011.

Det ble gjennomfert fire forsek med desinfisering av copepodeegg og effekten av forskjellige
desinfeksjonsmidler ble malt ved registrering av prosentandel copepodeegg med bakterievekst
pa agar og prosentandel copepodegg som klekte. Desinfeksjonsmidlene som ble utprevd i

disse eksperimentene var:

e Pyceze (Novartis) bronopol 500 mg/ml
e Glutaraldehyd (vwr international) 25% glutaraldehyd
e Natriumhypokloritt 10-15 % aktivt klor

¢ Buffodine (Evans Vanodine International Ltd): 1 % aktivt iod

Det ble deretter gjennomfort ett forsek hvor det ble sett pa lagring av egg som var desinfisert.
Det benyttet glutaraldehyd og Buffodine av desinfiseringsmiddel og effekten av behandlingen

ble registrert ved samme metode som de forste forsekene.

2.1 Produksjon av copepodeegg og mikroalger.

Sjevann som ble benyttet til dyrkning av Acartia tonsa og under forsekene var hentet opp fra
Trondheimsfjorden ved 70 meters dyp, 800 meter fra land. Vannet var sandfiltrert, UV-
behandlet og luftet for bruk.

2.1.1 DyrKking av A. tonsa

A. tonsa ble kultivert 1 en sylindrisk tank med et vannvolum pé& 1000 L og med 100 %
vannutskiftning per degn. I tanken var det montert slanger med lufting som ble regulert slik at
oksygenkonsentrasjonen holdt seg over 60 % metning. Temperaturen i karet ble mélt daglig
og var 19 — 20 °C. Kulturen ble foret kontinuerlig med alger (Rhodamonas baltica) som ble
pumpet inn i tanken ved en hastighet som var justert slik at algetettheten skulle vaere 30 000

celler ml™.

10



Material og metode

Tanken hadde pamontert en rekterarm som i lepet av 20 minutter gikk en runde i bunnen og
samlet egg og organisk materiale. Dette ble sifonert ut av tanken med hevert som forsiktig ble
fort rundt rekterarmen. Eggene ble deretter vasket i filtrert sjgvann (1 pm filtrert) i en sil med
maskestorrelse pad 120 um slik at alt materiale storre enn dette ble fjernet. Denne prosedyren
ble gjentatt en gang til for eggene ble vasket i en sil med maskestorrelse pd 64 um og skylt
med sjevann til fargen pa vannet som gikk gjennom silen var blankt og eggene hadde en klar
bla farge. Eggene ble sa samlet i en nunc EasyFlask™ Nunclon™ flaske (200 ml) og fylt opp
med sjovann. Copepodeegg som ikke ble brukt med en gang ble lagret i kjoleskap med
temperatur pa 2-4 °C.

2.1.2 Dyrking av Rhodomonas baltica

R. baltica ble brukt som for til bdde eggproduksjon i copepodekulturene og under forsekene.
R. baltica ble dyrket 1 ror av polykarbonat med volum pa 200 L eller 160 L. Algererene var
omgitt av 6 fluorescens lysror (58 W) pa 3 sider og ble daglig tynnet 40-50 % slik at
celletettheten var mellom 1-1,5 millioner celler mI™”. Algene ble hestet ved & feste en slange
under rerene og den enskede mengde alger ble hestet til bruk. Tilsvarende mengde sjevann
fra et vannreservar ble deretter tilsatt sammen med 1 ml Conwy (Walne 1974) medium per

liter vann.

Sjevann som skulle brukes i algeproduksjonen ble samlet i et vannreservoar og desinfisert ved
a tilsette 25 ml natriumhypokloritt (10 — 15 %) per 100 L vann. Vannet ble avklorert etter
minimum 5 timer ved at det ble tilsatt 3 g natriumthiosulfat pentahydrat per 100 L vann. Det
ble deretter satt pa sterk lufting ved bunnen av reservoaret i minst 5 timer. Algekulturene ble
fornyet hver andre uke. Til dette ble en kultur av 10 L R. baltica med tetthet pd minst 2-3
millioner celler ml™ fra stamkultur tilsatt ett ror med 150 liter sjovann og tilsvarende mengde
Conwy medium. Malinger av pH-verdi i1 algekulturene ble gjort daglig og CO, mengden i
luftingen ble justert slik at pH verdien ble holdt innenfor 7,5 og 8,7.
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2.2 Eksperimentelt oppsett

Figur 2.1 viser skjematisk oversikt over forseksoppsettet.

Hasting | vasking
av egg

=

Material og metode

Desinfisering
(10 minutter)}

Praveglass med desinfiserte egg

L £ A
OO0O00O0OOOCOQ | |Egg overfores t bronnb
08086 0080808 mggdczggzz bal;i:n]{le:eitstog
80808880808@ blir registrert etter 2 og 21
QQO00O0000OC0O0 | | dager.
foYelolelole o e ote e o] M
QOQOOOCOO000
OOCOOO0OO0000

Egg overfores til petriskdler
og andel klekte egg blir registrert

‘\ etter 48 timer.
s

Egg klekkes i begerglass med hufting og
fores pa alger. Andel nauplier som har mntatt
for registreres etter 86 timer.

Figur 2.1 Skjematisk oversikt som viser prosedyren fra copepodeeggene ble hestet og desinfisert til
uttak av egg for brennbrett med agar, klekketester og klekking av nauplier til viabilitetstester.

[S—
\]



Material og metode

Egg fra A. tonsa ble desinfisert med fire forskjellige desinfeksjonsmidler. Midlenes effekt ble
malt ved & registrere andel egg med bakterievekst, eggenes klekkesuksess og nauplienes
viabilitet. Samtlige egg som ble brukt i de 4 desinfeksjonsforsgkene var dagferske og ble

hestet fra samme kultur, men pé forskjellige tidspunkt av copepodenes produksjonssyklus.

De fire desinfeksjonsmidlene som ble utprevd var Pyceze, glutaraldehyd, Natriumhypoklorid
og Buffodine. Hvilke doser som ble brukt av de ulike desinfeksjonsmidlene er vist i Tabell
2.1. Framgangsmaten var lik ved uttesting av samtlige desinfeksjonsmidler. Eggene som ble

brukt i lagringseksperimentet var hostet 5 dager for forsgksstart.

Alle egg-gruppene ble behandlet likt, med unntak av kontroll-gruppen som ble lagret p isbad
etter hosting / vasking og fram til prevene for bakterievekst ble tatt ut. Fra det tidspunktet var

behandlingen lik.

Ved samtlige forsek ble eggene forst desinfisert for det ble tatt ut egg til inkubering i agar og
egg til klekketester. Under desinfiseringsforsekene ble de resterende eggene satt til klekking

og foret med alger slik at det kunne bli vurdert hvorvidt naupliiene var levedyktige.

2.2.1 Desinfisering og desinfiseringsmidler

Samtlige forsek hvor det ble provd forskjellige desinfiseringsmidler ble gjennomfert med

samme metoder, men med ulike konsentrasjoner tilsatt (Tabell 2.1).
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Tabell 2.1 Oversikt av hvilke desinfeksjonsmidler og doser som ble brukt under forsgkene.

Kontroll Konsentrasjoner (mg/L)
Pyceze 0 0 25 50 100 200 400 800
Glutaraldehyd 0 0 100 200 400 800 1600 3200
Hypokloritt 0 0 50 100 200 400 800 1600
Buffodine 0 0 50 100 200 400 800 1600

Alt sjovann som ble brukt under desinfiseringsarbeidet var filtrert (1 pm) og autoklavert.
Desinfeksjonslosning ble laget ved & blande sjovann til en stamlesning som tilsvarte
konsentrasjon av desinfeksjonsmiddel i den hoyeste aktuelle dosen og deretter tynnet ut med
sjovann til de forskjellige losningene (Tabell 2.1). Arbeidet ble utfert 1 avtrekkskap som var
vasket med 70 % etanol for start. Proveglassene med copepodeegg ble plassert 1 vann iblandet
is bade for og etter behandling. Temperaturen i isbadet ble mélt til 4 - 5,5 °C og noe av vannet
ble tomt ut og erstattet med is gjentatte ganger for 4 holde temperaturen lav og relativt jevn.
50 ml desinfeksjonslesning ble helt i plastkopper som var innpakket i plast fra fabrikanten og
antas relativt rene pad forhand. De ble vasket med sprit pd utsiden og pé innsiden var
desinfeksjonslesningen slik at desinfeksjonsmiddelet ville fjerne eventuelle bakterier i1
koppene. Flasker, begerglass og mélebeger ble forst vasket og sd autoklavert for forsek og det

ble brukt engangspipetter som var autoklavert pa forhand.

Under desinfisering var eggene plassert i siler som var laget ved & sage bunnen av proveglass

av polystyren, for sa & smelte pd en planktonduk (64 um, nylon) ved hjelp av strykejern.
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Disse kunne ikke autoklaveres og ble derfor dyppet i etanol, terket og deretter dyppet i

autoklavert sjgvann for forsgkstart.

550 pl av sjevann iblandet copepodeegg (estimert antall) ble tilfert til de forskjellige
desinfeksjonslgsningene. Dosene som ble brukt av de ulike desinfeksjonsmidlene er vist i
Tabell 2.1. Eggene var i desinfeksjonslesning i 10 minutter og silene ble beveget 2 ganger per
minutt. Nar eggene var ferdig desinfisert ble de skylt 5 ganger med sjovann fer de ble skylt
over 1 autoklaverte dramsglass sammen med sjovann. De ferdigbehandlete eggene ble holdt 1

1svann.

2.2.2 Forbredelse av bakterieagar

Agar ble laget til for forsekstart og det ble benyttet 3 agartyper under forsekene;

e Difco™ Marine agar
e (CM 0559 Pseudomonas agar base (Oxoid)
e Difco™ Thiosulfate Citrate Bile Salts Sugrose agar(TCBS)

Samtlige agartyper ble laget til ut fra beskrivelse oppgitt av fabrikant pd emballasjen, med
unntak av Pseudomonas agar hvor det ble brukt 80 % sjevann og 20 % destillert vann, 1 stedet

for bare destillert vann som var oppgitt pd forpakningen.

Ferdigblandet og avtemperert agar ble pipettert over i sterile brennbrett (Nunc) med 96
brenner. Etter at agaren hadde stivnet ble de dekket av sterile lokk eller plast. Dette arbeidet
foregikk pé sterilbenk og brennbrettene ble si oppbevart ved 15 °C inntil bruk.

2.2.3 Bakterietester

Det ble benyttet to forskjellige sterilbenker under forsekene. Sterilbenk utstyrt med UV
belysning ble benyttet under forsek med glutaraldehyd, natriumhypokloritt og Buffodine og
sterilbenk uten UV belysning ble benyttet under forsek med Pyceze og under
lagringsforseket. Sterilskapet ble vasket med 70 % etanol og UV belysning (nar tilgjengelig)
var slatt pd minst 30 minutter for arbeidet ble startet. Av utstyr ble det brukt tilbredte
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brennbrett med agar, forhandsterile plastpipetter, stereolupe (som ble vasket med sprit for
arbeidsstart), sma petriskaler i sterile pakninger samt en flaske med etanol. Arbeidsflaten ble
torket med etanol gjentatte ganger under arbeidet. Det samme ble utstyr som ble brukt under
arbeid. Da proveglassene som inneholdt desinfiserte copepodeegg ble plassert pa benken ble
de torket over med sprit og satt pa motsatt side fra resten av utstyret. Proveglassene ble

oppbevart i isbad med unntak av da de var plassert pa sterilbenken.

Ved uttak av desinfiserte egg fra proveglassene ble glassene ristet og noen ml ble overfort til
en petriskal under stereolupen, hvor tilfeldige egg ble plukket ut enkeltvis med pipette og
overfort til brennbrett. Fra hver prove av egg som var behandlet med Pyceze og glutaraldehyd
ble det pipettert ut 10 egg til brenner som inneholdt marine agar, 3 egg til brenner som
inneholdt TCBS agar og 3 egg til brenner som inneholdt Pseudomonas agar. Fra hver prove
av egg som var behandlet med Buffodine og natriumhypokloritt ble det pipettert ut 11 egg til
brenner som inneholdt marine agar, 4 egg til brenner som inneholdt TCBS agar og 4 egg til
brenner som inneholdt Pseudomonas agar. Dette ble gjort fordi det ble erfart at i enkelte
tilfeller kunne egget sitte igjen 1 pipetten 1 stedet for i brennen eller at det ved en feil ble
overfort ekstra egg til brennen. Det ekstra egget fungerte dermed som reserve og ble oversett
med mindre det ble observert feil 1 antall egg i brennen. Det ble benyttet nye pipettespisser for

hver pipettering.

Brennbrettene ble inkubert pa 15 °C i en Sanyo incubator og antall egg med bakterievekst ble

registrert ved dag 2 og dag 21 etter start.

2.2.4 Klekkesuksess hos nauplier

Det ble tatt ut 50 pl en eller flere ganger fra bunnen av preveglasset som inneholdt
copepodeegg som var sedimentert, og fort over til en petriskdl som var plassert under et
stereomikroskop (Leica MZ 12.5) med kamera (Sony DFW-SX900) som var tilkoblet en
datamaskin. Det ble tatt bilde av eggene i petriskdlen ved bruk av programvaren Fire-I
Application software. Disse bildene ble senere brukt for a telle antall copepodeegg i
klekketestene. Det ble deretter tilsatt 10 ml sjovann og petriskilen ble lukket, tettet med
parafilm og plassert under konstant belysning i 48 timer ved 22°C (Peck et al. 2006). Det ble
tatt fire klekketester fra hvert proveglass.
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Etter 48 timer ble det tilsatt noen draper Lugols lesning i hver petriskdl med klekte / uklekte
egg for de igjen ble tettet med parafilm og lagret fram til analyse. Antall klekte nauplier ble
registrert under stereomikroskop (Leica M80) ved bruk av en handteller og samtidig fjernet
fra proven ved bruk av en glasspipette som var koblet til en peristal pumpe (ALITEA SX-

Mini). Prosentandel av klekte nauplier ble bestemt ved formelen:

Klekkeprosent = (Antall klekte naupliier/ antall egg) x 100

2.2.5 Viabilitet av nauplier (A.tonsa)

Nauplienes levedyktighet ble brukt som en indikasjon pa hvorvidt copepodeeggene talte de
ulike behandlingene. I denne oppgaven ble antall nauplier som hadde inntatt alger (R.baltica)

brukt som mal pé viabilitet.

Copepodeegg ble plassert 1 begerglass av plast som inneholdt 500 ml filtrert sjgvann (1 pm).
Hvert begerglass ble tilfort svak lufting gjennom et system som var laget ved & koble
plastslanger og glasspipetter sammen, for slik & bedre sirkulasjonen av sjovann og alger 1
begerglassene. Det ble tilsatt mikroalger (R.baltica) 2 ganger per dag. Tettheten av R.baltica
ble holdt over 9000 celler ml™ (Skogstad, 2010) og ble malt ved 4 ta tilfeldige stikkprover fra
begrene. Tettheten av alger ble malt ved bruk av en Multisizer™ 3 Coulter Counter, og

algetettheten ble justert opp hvis den var for lav.

Etter 86 timer ble naupliiene oppkonsentrert ved a helle innholdet fra begerglassene ned 1 siler
og fort over til proveglass. Naupliene ble bedeovd med tricain methansulfonat (MS222,
Finquel). Etter noen minutter ble provene ristet for det ble pipettert ut prover over i et
tellebrett med 4 langsgéende brenner. I stereomikroskop (Leica M80) ble de 50 forste
tilfeldige naupliene registrert. Naupli som inneholdt spor av alger i tarmen ble registrert som

de hadde inntatt fode.

2.3 Lagringsforsgk

Etter forsekene med desinfiseringsmidler var gjennomfoert ble det utfort et lagringsforsek med

varighet 31 dager. Formélet var & fi en indikasjon pd hvor effektivt desinfisering av
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copepodeegg var for lagring ved & sammenligne behandlete copepodeegg (A4.tonsa) med
ubehandlete egg. Eggene som ble brukt i dette forseket var hestet 5 dager for forseket ble
startet. | folge Drillet, Iversen et al. (2006) har ikke lagring av egg i lav temperatur ved
varighet under 2 uker noen merkbar effekt pa eggenes viabilitet, og egg som brukes innenfor
dette tidsintervallet kan dermed anses som ferske. Det ble inkubert 3 replikater som i tidligere

eksperimenter.

Desinfisering, bakterietester og klekketester ble alle gjennomfert med samme metode som er
beskrevet i avsnitt 2.2.1-2.2.4 med mindre annet er nevnt. Av praktiske arsaker ble det ikke
sett pa viabilitet 1 dette forsgket. Anoksisk sjevann ble laget med en metode brukt av
Hagemann (2011) og stir narmere beskrevet i avsnitt 2.3.1. Behandlingene som ble

gjennomfort er samlet 1 Tabell 2.2.

Tabell 2.2 Oversikt over hvilke behandlingene som ble brukt i lagringsforseket.

L1: Kontroll, lagret i sjgvann.

L2: Desinfisert med glutaraldehyd (200 mg/L), lagret i sjgvann.

L3: Desinfisert med glutaraldehyd(200 mg/L), lagret i anoksisk sjgvann.

L4: Desinfisert med glutaraldehyd(200 mg/L) og Buffodine(1600 mg/L), lagret i anoksisk

sjgvann.

Gruppe L1 (kontroll) var ubehandlete egg som ble lagret i 1 um filtrert sjovann.
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Gruppe L2 bestod av egg som var desinfisert i glutaraldehyd (200 mg/L), for de ble lagret i

Ium filtrert autoklavert sjgvann.

Gruppe L3 bestod ogsé av egg som var desinfisert i glutaraldehyd, men de ble lagret i 1 um

filtrert anoksisk autoklavert sjgvann.

Gruppe L4 ble desinfisert i glutaraldehyd p4 samme mate som de andre, men etter 30 minutter
ble de samme eggene ogsa desinfisert i Buffodine (1600 mg/L) for provene ble lagret i I um

filtrert, anoksisk autoklavert sjgvann.

Bédde behandlete og ubehandlete egg som ble brukt til bakterietester og klekketester for
lagring ble overfort til egne proveglass som inneholdt filtrert sjevann for kontroll (L1) og
filtrert autoklavert sjovann for de resterende gruppene med egg. De ble holdt i isbad fram til
provene som skulle til lagring var unnagjort. Det ble overfort egg til bronnbrett med agar og
til klekkeprover ved samme metode som er beskrevet tidligere 1 denne oppgaven. Eggene 1
behandling L2 og L3 ble separert forst da de ble satt til lagring siden prosedyren var den
samme for begge gruppene fram til da, noe som ogsa betyr at det forste proveuttaket ble

gjennomfort for dette og er derfor lik hos disse to gruppene.

Ferdigbehandlete copepodeegg ble overfort til proveglass som deretter ble fylt med sjovann
som var klargjort i henhold til Tabell 2.2. Etter de forste provene var klargjorte ble de holdt i
isbad fram til samtlige egg var behandlet og klargjort for lagring. Eggene ble lagret i 31 dager
12 —4 °C 1 morket 1 kjoleskap (Sanyo medicool).

Etter lagringsperioden ble det tatt prover for & bestemme andel egg med bakterievekst og
andel klekte egg. Alle bakterietester ble lagret pd 15 °C, men som folge av en rutinesvikt var
bakterietestene fra de lagrete behandlingene inkubert ved 20 — 22 °C i de 2 forste dognene av
inkubasjonstiden. Antall egg med bakterievekst ble telt ved dag 2 og dag 21.

2.3.1 Vannbehandling

Anoksisk sjevann ble laget etter metoden beskrevet av Hagemann (2011), men med noen

modifikasjoner da dette sjovannet skulle vare bakteriefritt. Filtrert sjovann ble forst
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autoklavert og deretter ilagt en slange pdmontert en oksygenstein, som var koblet til en N;-
flaske. Det ble plassert aluminiumsfolie over flasken for & gjor systemet noe mindre &pent og
sjevannet ble tilfort N, 1 20 minutter. Dette ble utfort i avtrekkskap som var vasket og terket
med etanol for start. Slangen, oksygensteinen og folien var autoklavert for arbeidet startet.
Det var ogsé pé forhand malt oksygenmetning etter forskjellige tider nér sjovann ble tilsatt N».
Det var ikke mulig & fi det helt oksygenfritt ved & bruke denne metoden, da systemet ikke er
lukket for etter provene er tettet, men det antas at oksygenet ble oppbrukt i lepet av kort tid
etter lagringstart.

2.4 Statistikk

Alle resultater er basert pa kategorisk data da alle individene 1 forsekene ble plassert i en av to
kategorier; klekte eller ikke klekte egg, egg med eller uten bakterievekst og nauplier med eller
uten spor av R.baltica i tarmen. Det ble derfor benyttet statistiske tester som passer for denne
type data. Alle statistiske analyser av andeler av copepodeegg med bakterievekst ble
utelukkende gjort ved fischers excact test. Kjikvadrattest ble brukt ved viabilitet og ved andel
klekte nauplier. Det ble testet med 1 frihetsgrad(df) hvis ikke annet er oppgitt. Disse
statistiske testene er gjort pa summert radata og ikke pa gjennomsnitt. For & beskrive trenden
ble det kjort en linear regresjons analyse pd data fra klekkesuksess og viabilitet. Her ble
prosent fra de individuelle replikatene plottet inn og resultatene fra denne analysen er samlet i
Tabell 3.1. Signifikansnivaet er 0,05 i hele oppgaven. Alle figurer og statistiske tester ble

gjort i SigmaPlot 12.0. I figurene er data presentert som gjennomsnitt med konfidensintervall.
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3 Resultater

3.1 Desinfisering av copepodeegg med Pyceze

Andel egg med bakterievekst pd marine agar etter desinfeksjon i 0-800 mg/L Pyceze er vist i
Figur 3.1. Ved dag 2 ble det observert bakterievekst pa samtlige egg fra kontroll (ubehandlete
egg) og fra O-gruppen (egg som ble héandtert likt som de desinfiserte eggene, men uten
desinfeksjonsmiddel ). Det var 26,7 % egg med bakterievekst som var behandlet i 25 mg/L og
33,3 % egg med bakterievekst som var behandlet i 800 mg/L. P4 egg som var desinfisert i 800
mg/L ble det funnet 100 % egg med bakterievekst hos ett replikat og ingen bakterievekst pé

de to resterende.

Ved dag 21 var det bakterievekst a finne ved samtlige dosestyrker. Egg som var behandlet i
25 - 100 mg/L hadde alle 96,7 % egg med bakterievekst. Hos egg som var desinfisert i 200
mg/L var andelen med bakterievekst 37,4 %, med 400 mg /L var andelen egg med
bakterievekst 31,1 % og ved 800 mg/L, 36,7 %.

Ved de sterkeste dosene var reduksjonen av prosentandelene av egg med bakterievekst
mellom 60 — 70 %. Andel egg med bakterievekst hos gruppene som var behandlet med
Pyceze i1 konsentrasjoner 200 - 800 mg/L var signifikant redusert (P = <0,001).
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Figur 3.1 Andel copepodeegg med bakterievekst i Marine agar ved dag 2 og dag 21 (+/- 95 % CL,n=
3 og inneholdt 9 — 10 egg).

P& TCBS agar var det ingen av behandlingene som resulterte i totalt fravaer av bakterievekst
ved dag 21. Heye doser av Pyceze forte til faerre egg med bakterievekst (Figur 3.2). 1
kontrollgruppen ved dag 2 var det 55,6 % egg med bakterievekst, noe som hadde okt til 100
% ved dag 21. Av egg som var behandlet i 0 mg/L hadde 100 % bakterievekst ved dag 2 og
dag 21. Fra gruppene som var behandlet med 25 og 50 mg/L var andelen egg med
bakterievekst 11,1 % ved dag 2, mens hos egg desinfisert i 100 mg/L eller hoyere ble det ikke
registrert bakterievekst i TCBS etter 2 dager. Ved dag 21 var andelen egg med bakterievekst
okt til 66,7 % hos gruppen som var behandlet med 25 mg/L og til 55,6 % egg med
bakterievekst hos gruppene som var behandlet med 50 mg/L og 100 mg/L. Andelen egg med
bakterievekst var 33,3 % for egg som var behandlet i 200 mg/L, 66,7 % for egg som var
behandlet 1 400 mg/L og 22,2 % for egg som var behandlet i 800 mg/L.

Selv om desinfisering med Pyceze ga reduksjon av andel egg med bakterievekst p4 TCBS hos
samtlige grupper, var det bare hos gruppene som var behandlet 1 200 mg/L(P = 0,026) og 800
mg/L at reduksjonen var signifikant (P = 0,002).
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Figur 3.2 Andel copepodeegg med bakterievekst i TCBS agar ved dag 2 og dag 21 (+/-95 % CL,n=3
og hvert replikat bestod av 3 egg, med unntak av det ene replikatet i kontrollgruppen som bestod av 2).

P& Pseudomonas agar var andelen egg med bakterievekst lavere sammenlignet med de to
andre agartypene (Figur 3.3). Ved en dosestyrke pa 25 mg/L var andelen egg med
bakterievekst redusert med 44,5 % sammenlignet med kontrollgruppen og ved heyere

dosestyrker var reduksjonen enda mer markant.

Ved dag 2 var det bakterievekst pd 77,8 % av eggene fra bdde Kontrollgruppen og fra 0 —
gruppen og ved dag 21 hadde dette okt til 88,9 %. Hos egg behandlet med den laveste
konsentrasjonen (25 mg/L) ble det registrert 11,1 % egg med bakterier ved dag 2 og 44,4 %
ved dag 21. Hos resten av copepodeeggene ble det ikke registrert noen bakterievekst ved dag
2, men ved dag 21 var det 11,1 % egg med bakterievekst fra gruppene som var behandlet 1 50
mg/L og 800 mg/L.

Andelen egg med bakterievekst hos gruppen som var behandlet i 25 mg/L var ikke signifikant

forskjellig fra kontroll (P = 0,131). Hos gruppene som var behandlet i 50 - 800 mg/L var
andelen egg med bakterievekst signifikant forskjellig fra kontroll (P = 0,003).
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Figur 3.3 Andel av egg, behandlet i Pyceze, med bakterievekst pd Pseudomonas agar ved dag 2 og
dag 21 (+/- 95 % CI, n = 3 og hvert replikat bestod av 3 egg).

3.1.1 Klekkesuksess hos nauplier fra egg desinfisert med Pyceze

Klekkeprosenten av naupliene ved ulike konsentrasjoner av Pyceze er vist 1 Figur 3.4 og viste
variabel klekking mellom 76 % og 84,2 %. Fra kontroll var andel klekte nauplier 82,8 % og
fra 0-gruppen var andelen klekte nauplier 78,4 %. Dosestyrkene av Pyceze som ga egg med
lavest klekkeprosent(76 % - 77,7 %) var 50 — 200 mg/L og dosestyrkene som hadde de
hoyeste klekkeprosentene (81,5 % og 84,2 %) var 25 mg/L og 400 mg/L.

Det var generelt liten variasjon mellom gruppene, men det ble funnet signifikante forskjeller
av andel klekte nauplier sammenlignet med kontroll hos 0-gruppen og gruppene som ble

desinfisert i 50 mg/L, 200 mg/L og 800 mg/L (P < 0,005).

Trenden viste en svak nedgang i klekkesuksess ved ekende dosestyrker(k = -0,0079), men
denne nedgangen var ikke signifikant (P > 0,05, Tabell 3.1).
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Figur 3.4 Andel klekte nauplier etter gjennomfert desinfeksjon (+/- 95 % CIL, n =7 — 12 og antall egg
varierte fra 26 til 402).
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Tabell 3.1 Ligninger, t, r* og P verdier for klekkesuksess og viabilitet for samtlige desinfeksjonsmidler
funnet ved lineaer regressjon.

Ligning I’ P

Pyceze Klekkesuksess | Y =79.4 - (0.00794 * X) | 0,0203 | > 0,05

Viabilitet Y =83.1-(0.0198 *X) | 0,255 | <0,05

Glutaraldehyd Klekkesukses | Y =79.7 -(0.00383 * X) | 0,0966 | <0,01

Viabilitet Y =85.0+(0.00138 * X) | 0,0624 | > 0,05

Natriumhypokloritt | Klekkesukses | Y =65.5-(0.0123 * X) 0,255 | <0,001

Viabilitet Y=75.6+(0.0119 *X) | 0,0687 | >0,05

Buffodine Klekkesukses | Y =49.2 +(0.00124 * X) | 0,00480 | > 0,05

Viabilitet Y =76.6+(0.00186 * X) | 0,00385 | > 0,05
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3.1.2 Viabilitet hos nauplier fra egg desinfisert i Pyceze

Andel nauplier som hadde inntatt for 86 timer etter desinfisering i Pyceze varierte mellom 64
% og 88 % (Figur 3.5). Andelen nauplier som hadde inntatt for var lavest hos den gruppen
som var behandlet i den heyeste konsentrasjonen av Pyceze (800 mg/L). Hos de resterende
gruppene var andelen nauplier som hadde inntatt for heyere ved alle behandlinger
sammenlignet med kontroll. I kontrollgruppen var andelen av nauplier som hadde inntatt for
74,7 % og hos nauplier som var behandlet i 0 mg/L var andelen nauplier som hadde inntatt

for 88 %.

Sammenlignet med kontroll var andelen nauplier som hadde inntatt for signifikant hgyere hos
gruppene som var behandlet i 0 mg/L (P = 0,003), 50 mg/L (P = 0,018) og 100 mg/L(P =
0,021). Hos de resterende gruppene var ikke forskjellen i andel nauplier som hadde inntatt for
signifikant forskjellig fra kontrollgruppen. Trenden var at viabiliteten var signifikant lavere

ved hayere dosestyrker (k =-0,020, P < 0,05, Tabell 3.1).
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Figur 3.5 Andel nauplier som hadde R.baltica i tarmen 86 timer etter desinfeksjonsprosedyrene ble
utfort (+/- 95 % CI, n = 3 og bestar av 50 nauplier, med unntak av ved dose 50 mg/L og 800 mg/L
hvor antall replikater var 2).
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3.2 Desinfisering av copepodeegg med glutaraldehyd

Desinfeksjon av copepodeegg med glutaraldehyd (100-3200 mg/L) forte til en sterk reduksjon
av andel egg med bakterievekst ved alle dosestyrker nér de ble overfort til Marine agar. Ved
dag 2 hadde 100 % av eggene fra kontroll og 92,6 % av eggene fra 0-gruppen bakterievekst.
(P = 0,229), noe som gkte til 100 % ved dag 21. Det var ingen bakterievekst hos noen av
eggene som var desinfisert i 100-3200 mg/L ved dag 2, men ved dag 21 hadde andelen egg
med bakterievekst okt til 22,2 % hos gruppen som var desinfisert i 100 mg/L, 3,3 % hos
gruppen desinfisert i 400 mg/L og 3,7 % hos gruppen som var desinfisert i 800 mg/L.

Den bakteriereduserende effekten var signifikant ved alle dosestyrkene av Glutaraldhyd (P <
0,001). Det var ingen signifikante forskjeller i andel egg med bakterievekst hos egg desinfisert
1200 mg/L og heyere doser (P > 0,492).
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Figur 3.6 Andel copepodeegg med bakterievekst i Marine agar ved dag 2 og dag 21 (+/-95 % CL,n=
3,9 —10 egg i hvert replikat).

P& TCBS agar var den bakteriereduserende effekten av Glutaraldhyd tydelig da det bare var
egg fra kontroll og egg fra 0-gruppen som hadde bakterievekst (Figur 3.7). Bade ved dag 2 og
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21 var andelen egg med bakterivekst 100 % hos kontroll og 66,7 % hos 0-gruppen. Det ble
ikke registrert egg med bakterievekst ved dag 2 og dag 21 hos noen av gruppene som var
desinfisert 1 100 mg/L eller ved hoyere doser. Forskjellen 1 andel av egg med bakterievekst
hos 0-gruppen og kontrollgruppen var ikke signifikant (P = 0,206).
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Figur 3.7 Andel copepodeegg med bakterievekst i TCBS agar ved dag 2 og dag 21 (+/-95 % CL,n=3
og bestar av 3 egg hver).

Det ble heller ikke registrert egg med bakterievekst pa dag 2 og dag 21 pa Pseudomonas agar
fra noen av gruppene desinfisert i Glutaraldhyd (Figur 3.8). Hos kontroll var andelen egg med
bakterievekst 100 % ved dag 2 og hos gruppen behandlet 1 0 mg/L var andelen egg med
bakterievekst 44,4 % ved dag 2, noe som var gkt til 100 % ved dag 21.
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Figur 3.8 Andel copepodeegg med bakterievekst i Pseudomonas agar ved dag 2 og dag 21 (+/- 95 %
CI, n =3 og bestar av 3 egg hver).

3.2.1 Klekkesuksess hos nauplier fra egg desinfisert i Glutaraldhyd

Klekkesuksessen hos naupliene fra de forskjellige behandlingene varierte mellom 59,9 % og
81 %, med lavest klekkesuksess hos gruppene som var desinfisert i de sterkeste dosestyrkene
(Figur 3.9). Kontrollgruppen og gruppene som var desinfisert i 0 — 200 mg /L og 800 mg/L
hadde hoyest klekkesuksess (77,8 — 81 %) og gruppene som var desinfisert med 400 mg/L og
med 1600 — 3200 mg/L hadde lavest klekkesuksess (66,4 — 74,8 %).

Det ble ikke funnet signifikante forskjeller (P = 0,390, df = 4) ved sammenligning av
kontrollgruppen og gruppene behandlet i 0 mg/L, 100 mg/L, 200 mg/L og 800 g/L.
Klekkeprosenten hos egg desinfisert i 400 mg/L, 1600 mg/L og 3200 mg/L var signifikant
lavere enn kontroll (P < 0,001). Trenden viser at klekkesuksessen ble signifikant lavere ved

heyere doser (k =-0,0038, P < 0,01, Tabell 3.1).
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Figur 3.9 Andel klekte nauplier etter gjennomfert desinfeksjon (+/- 95 % CIL, n = 9-12 og antall egg
varierte fra 30 til 584 ).

3.2.2 Viabilitet hos nauplier fra egg desinfisert i Glutaraldhyd

Andelen nauplier som hadde inntatt for fra de forskjellige behandlingene varierte fra 78,7 %
til 91,3 % (Figur 3.10). Den hoyeste andelen nauplier som hadde inntatt for ble funnet i
gruppen som var desinfisert i 3200 mg/L og lavest andel nauplier i gruppen som var

desinfisert i 800 mg/L. Fra gruppen som var desinfisert i 1600 mg/L var det bare 1 replikat.

Andelen nauplier som hadde inntatt for var signifikant lavere hos gruppen som var desinfisert
i 800 mg/L (P = 0,004) sammenlignet med kontroll. Ellers var det ingen signifikante
forskjeller (P = 0,297, df = 6). Den generelle trenden var at viabiliteten ekte noe ved de
hoyeste dosene, men denne gkningen ikke var signifikant (k = 0,0014, P > 0,005, Tabell 3.1).
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Figur 3.10 Andel nauplier som hadde R.baltica i tarmen 86 timer etter desinfeksjonsprosedyrene ble
utfort (+/- 95 % CIL, n = 3 og bestar av 50 nauplier, med unntak av ved 1600 mg/L hvor n = 1).

3.3 Desinfisering av copepodeegg med natriumhypokloritt

Desinfisering av copepodeegg i natriumhypokloritt ga en reduksjon av andel egg med
bakterievekst i Marine agar allerede ved laveste dose pd 50 mg/L (Figur 3.11). Ved dag 2 var
det bakterievekst pa samtlige egg fra kontroll og 0-gruppen. Andelen egg med bakterievekst
var 33,3 % hos gruppen desinfisert 1 50 mg/L og 3,3 % hos gruppen desinfisert i 200 mg/L.
Det ble ikke registrert bakterievekst hos noen av de resterende gruppene pa dette tidspunktet.
Ved dag 21 hadde andel egg med bakterievekst okt til 60 % hos gruppen som var desinfisert
med 50 mg/L og til 6,7 % egg med bakterievekst hos gruppen desinfisert 1 200 mg/L. Det ble
funnet 23,3 % egg med bakterievekst hos gruppen desinfisert i 100 mg/L og 3,3 % egg med
bakterievekst hos gruppen som var desinfisert i 800 mg/L.

Ved dosestyrke 50 mg/L ga natriumhypokloritt en signifikant reduksjon av andel egg med
bakterievekst (P < 0,001) og en dose pd 100 mg/L ga en signifikant sterkere reduksjon av
andel egg med bakterievekst sammenlignet med effekten ved dosestyrke 50 mg/L (P <0,01).
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Figur 3.11 Andel copepodeegg med bakterievekst (+/- 95 % CI, n = 3 og bestér av 10 egg hver) i

Marine agar ved dag 2 og dag 21.

Det var ingen egg med bakterievekst p4 TCBS agar av de gruppene som var desinfisert i

natriumhypokloritt (Figur 3.12). Andelen egg med baktrievekst var 100 % i kontrollgruppen

og 90 % 1 0-gruppen bade ved dag 2 og dag 21. Det ble ikke funnet signifikant forskjell

mellom disse to gruppene (P = 1,000).
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Figur 3.12 Andel copepodeegg med bakterievekst i TCBS agar ved dag 2 og dag 21 (+/-95 % CL,n=
3 og bestar av 3 egg hver).

Etter overforing til Pseudomonas agar ble det funnet egg med bakterievekst bare hos gruppen
desinfisert i laveste dosestyrke (50 mg/L). Ved dag 2 var det 88,7 % egg med bakterievekst
hos kontroll, noe som var gkt til 100 % ved dag 21. I O-gruppen var det 33,3 % egg med
bakterievekst ved dag 2 og 66,7 % ved dag 21. Det ble registrert 11,1 % egg med
bakterievekst fra egg som var desinfisert i 50 mg/L ved dag 21. Det ble for evrig ikke

obsevert noen bakterievekst pa egg desinfisert i 100 mg/L eller i hayere konsentrasjoner.

Ved sammenlignet av antall egg med bakterievekst fra kontroll og fra gruppen desinfisert i 50
mg/L var forskjellen signifikant (P < 0,001), men det ble ikke funnet signifikante forskjeller
mellom egg desinfisert 1 50 mg/L sammenlignet med gruppene desinfisert i heayere
konsentrasjoner av natriumhypokloritt (P = 1,000). Forskjellen i andel egg med bakterievekst

hos kontroll-gruppen og 0 - gruppen var ikke stor nok til & gi utslag pa den statistiske analysen
(P =0,206).
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Figur 3.13 Andel copepodeegg med bakterievekst (+/- 95 % CI, n =3 og bestdr av 3 egg hver) i
Pseudomonas agar ved dag 2 og dag 21.

3.3.1 Klekkesuksess hos nauplier fra egg desinfisert med
natriumhypoKkloritt

Andel klekte nauplier fra de forskjellige behandlingene varierte mellom 70,4 % og 47,3 %
(Figur 3.14), og klekkesuksessen var lavere hos egg desinfisert i 100 mg/L og heyere
konsentrasjoner av natriumhypokloritt. I kontrollgruppen var andelen klekte nauplier 68,2 %
og 1 0-gruppen var andelen 66,4 %. Egg som var desinfisert i 50 mg/L hadde heyest andel
klekte nauplier (70,4 %) og lavest andel klekte nauplier var 47,3 % og var fra gruppen som

var desinfisert i den hgyeste konsentrasjonen; 1600 mg/L.

Selv om andelen klekte nauplier var noe heyere hos egg som var desinfisert i 50 mg/L
sammenlignet med kontroll var forskjellen ikke signifikant (P = 0,566). Andelen av klekte
nauplier fra egg som var behandlet i natriumhypokloritt med konsentrasjon pd 100 mg/L og
heyere var derimot signifikant lavere enn klekkeprosent hos kontroll(P < 0,001). Generelt var
det en signifikant sammenheng mellom lavere klekkesuksess og heyere dosestyrker (k = -

0,0123, P < 0,001, Tabell 3.1).

36



Resultater

100
80 A
9 } { $
3 60 } { {
< ¢
>
v}
C }
L 40
X
o
N
20 -
0 T T T T T T T T

Kontroll 0 50 100 200 400 800 1600
Natrium hypokloritt (mg/L)

Figur 3.14 Andel klekte nauplier etter gjennomfert desinfeksjon (+/- 95 % CI, n = 11-12 og antall egg
varierte fra 27 til 523).

3.3.2 Viabilitet hos nauplier fra egg desinfisert i natriumhypokloritt

Andelen nauplier som hadde inntatt mikroalger var forholdsvis hey i alle gruppene og varierte
fra 80,7 % til 90,7 % (Figur 3.15). De hoyeste andelene av nauplier som hadde R.baltica i
tarmen var fra kontrollgruppen, og fra egg som var desinfisert med 0-50 mg/L og med 400
mg/L. Andelen nauplier som hadde inntatt for fra egg som var desinfisert i 50 mg/L og 1600
mg/L var heyest med 90,7 % hos begge gruppene, men verdiene var ikke mye hoyere enn hos

nauplier fra kontroll (88,7 %), 0-gruppen (88,0 %) og egg desinfisert i 400 mg/L (88,0 %).

De laveste andelene med nauplier som hadde inntatt for var fra egg desinfisert i 100 mg/L

med 80,7 % og egg desinfisert 1 200 mg/L med 82,0 %.

Forskjellene av andel nauplier som hadde spist mikroalger var ikke signifikante (P=0,078, df
= 7). Trenden viser en svak, ikke signifikant gkning av viabilitet ved heyere dosestyrker (k =

0,0119, P> 0,005, Tabell 3.1).
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Figur 3.15 Andel nauplier som hadde R.baltica i tarmen (+/- 95 % CL, n = 3 og bestar av 50 nauplier)
86 timer etter desinfeksjonsprosedyrene ble utfort.

3.4 Desinfisering av copepodeegg med Buffodine

Fra egg desinfisert i Buffodine var andelene egg med bakterievekst pd Marine agar stort sett
synkene for gkende dosestyrke (Figur 3.16). Etter 2 dager ble det registrert bakterievekst hos
alle grupper unntatt de som var desinfisert i 400 mg/L og 1600 mg/L. Etter 21 dager var andel
egg med bakterievekst okt hos alle gruppene, med unntak av kontroll og gruppen som var

behandlet i rent sjgvann, der det var 100 % utslag allerede ved dag 2.

Det var var ingen signifikant forskjell i bakterienivaet til egg desinfisert i 50 mg/L
sammenlignet med kontroll, verken pd dag 2 (P = 0,052) eller dag 21 (P = 1,000). Hos
gruppene som var desinfisert i 100 mg/L eller ved heyere konsentrasjoner var reduksjonen av
andel egg med bakterievekst signifikant lavere ved dag 2 enn hos kontroll (P < 0,001, Fischer
excact), men ved dag 21 var ikke forskjellen signifikant (P = 0,112) hos egg fra 100 mg/L og
hos egg fra 200 mg/L (P = 0,052). Ved en dosestyrke pd 400 mg/L. og heyere var den
bakteriereduserendene effekten signifikant (P < 0,001). Ved sammenligning av eggene fra
400 mg/L og 1600 mg/L var den bakteriereduserende effekten signifikant bedre hos gruppen

som var desinfisert i den sterkeste dosen (P = 0,001).
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Figur 3.16 Andel copepodeegg med bakterievekst i Marine agar ved dag 2 og dag 21 (+/- 95 % CL, n

=3 og bestar av 10 egg hver).

P& TCBS agar ble det bare registrert bakterievekst hos 2 av gruppene som var desinfisert i

Buffodine (50 og 400 mg/L, Figur 3.17). Det ble bade ved dag 2 og dag 21 registrert 33,3 %

egg med bakterievekst hos gruppen desinfisert i 50 mg/L og 11,1 % hos gruppen desinfisert 1

400 mg/L. Fra O-gruppen var andelen 77,8 % ved dag 2 og 88,9 % ved dag 21.

Bakteriereduksjonen ved 50 mg/L og hayere konsentrasjoner var signifikante (P < 0,01).
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Figur 3.17 Andel copepodeegg med bakterievekst i TCBS agar ved dag 2 og dag 21 (+/-95 % Cl,n=
3 og bestar av 3 egg hver).

P& Pseudomonas agar ble det ikke registrert noen egg med bakterievekst fra egg desinfisert 1
100 mg/LL av Buffodine eller hoyere (Figur 3.18). Ved 50 mg/L var andelen egg med
bakterievekst 22,2 % etter 2 dagers inkubering og 33,3 % etter 21 dagers inkubering. I O -
gruppen var andelen 44,4 % ved dag 2, noe som hadde okt til 88,1 % etter 21 degn.
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Figur 3.18 Andel copepodeegg med bakterievekst i Pseudomonas agar ved dag 2 og dag 21 (+/- 95 %
CI, n =3 og bestér av 3 egg hver).

3.4.1 Klekkesuksess hos nauplier fra egg desinfisert i Buffodine

Variasjonen i klekkeprosent fra de forskjellige behandlingene var forholdsvis liten og varierte
mellom ytterpunktene fra 47,3 % hos egg desinfisert 1 100 mg/L til 53,4 % hos
kontrollgruppen (Figur 3.19). Eggkvaliteten var i utgangspunktet lavere i dette forseket
sammenlignet med de tidligere forsekene. Klekkeprosenten ved 1600 mg/L var 52.5 %, noe
som var 1,9 % hegyerere enn ved 0 mg/L. Av alle gruppene var det bare gruppen som var
desinfisert 1 100 mg/LL som hadde signifikant lavere klekkeprosent (P < 0,01) sammenlignet
med kontroll. Trenden viste en svak, ikke signifikant gkning i klekkesuksess ved hayere doser

(k = 0,0012, P> 0,05, Tabell 3.1)
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Figur 3.19 Andel klekte nauplier etter gjennomfert desinfeksjon (+/- 95 % CI, n = og antall egg
varierte fra 53 til 563).

3.4.2 Viabilitet hos nauplier fra egg desinfisert i Buffodine

Det var feerrest nauplier fra egg desinfisert 1 400 mg/L med for i tarmen (73,3 %, Figur 3.19).
Den hgyeste andelen nauplier som hadde inntatt for var klekket fra egg behandlet 1 800 mg/L
(85,3 %). Selv om forskjellen mellom ytterpunktene var pd 12 % ble det ikke funnet
signifikante forskjeller (P = 0,117, df = 7). Trenden viste en minimal, ikke signifikant gkning
i viabilitet ved ekende dosestyrker (k = 0,0019, P > 0,05, Tabell 3.1).

42



Resultater

< 100
(O]

©

3 ¢
= 80 - } { { [ } { }
ISl

C

£

3 60 1

©

@©

=

S

o 40 1

(7]

o

E;

I 20

[

D

©

C

< 0 T T T T T T T T

Kontroll 0 50 100 200 400 800 1600
Buffodine (mg/L)

Figur 3.20 Andel nauplier som hadde R.baltica i tarmen 86 timer etter desinfeksjonsprosedyrene ble
utfart (+/- 95 % CIL, n = 3 og bestar av 50 nauplier).

3.5 Lagringsforsgk av desinfiserte copepodeegg

I dette forseket ble andel egg med bakterievekst og klekkesuksess registrert for egg som ble
utsatt for 4 forskjellige behandlinger etterfulgt av 31 dagers lagring (Tabell 2.2).
Bakterievekst og klekkesuksess ble registrert 2 ganger; etter desinfisering, men for lagring av

copepodeegg og etter 31 dagers lagring av copepodeegg.

Figur 3.21- Figur 3.24 viser samlet bakterievekst registrert etter 21 dagers inkubering (15 °C)
hos egg-gruppene for og etter 31 dagers lagring. Copepodeegg fra gruppe L1 (kontroll) hadde
100 % egg med bakterievekst pa samtlige agartyper, bdde for og etter 31 dagers lagring (Figur
3.21).
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Figur 3.21 Andel copepodeegg med bakterievekst fra L1 (kontroll) i Marine agar, TCBS agar og
Pseudomonas agar fer og etter 31 dagers lagring i sjgvann (+/- 95 % CI, n = 3 og bestar av 10 egg pa
Marine agar og 3 egg pa TCBS agar og Pseudomonas agar).

Hos copepodeeggene fra gruppe L2 (desinfisert i 200 mg/L. Glutaraldhyd og lagret i filtrert
autoklavert 1 um sjovann, Figur 3.22) var den bakteriereduserende effekten tydelig for lagring
da andelen egg med bakterievekst i Marine agar var 10 % og 0 % i bdde TCBS agar og
Pseudomonas agar. Etter 31 dagers lagring hadde andelen egg med bakterievekst gkt til 100 %
1 Marine agar, 77,8 % 1 TCBS agar og 88,9 % 1 Pseudomonas agar. Okningen 1 andel egg med
bakterievekst fra for lagring til etter lagring var statistisk signifikant pd samtlige agar typer;

Marine agar (P < 0,001), TCBS agar (P <0,01) og Pseudomonas agar (P <0,001).
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Figur 3.22 Andel copepodeegg med bakterievekst fra L2 (desinfisert i 200 mg/L Glutaraldhyd) i
Marine agar, TCBS agar og Pseudomonas agar for og etter 31 dagers lagring i 1 um filtrert og
autoklavert sjgvann (+/- 95 % CI, n = 3 og bestéar av 10 egg pad Marine agar og 3 egg pa TCBS agar og
Pseudomonas agar).

For egg fra gruppe L3 (desinfisert 1 200 mg/L Glutaraldhyd og lagret i 1 um filtrert anoksisk
autoklavert sjovann) var verdiene for lagring basert pa de samme som hos egg som
gjennomgikk behandling L2, da behandlingen fram til lagring var lik hos begge gruppene
(Figur 3.23). Andelen egg med bakterievekst etter lagring var 100 % 1 Marine agar, 44,4 % i
TCBS agar og 66,7 % 1 Pseudomonas agar. Den gkte andelen av egg med bakterievekst var
signifikant pd& Marine agar (P < 0,001) og pa Pseudomonas agar (P < 0,01), men ikke péd
TCBS agar (P = 0,082).
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Figur 3.23 Andel copepodeegg med bakterievekst fra L3 (desinfisert i 200 mg/L Glutaraldhyd) i
Marine agar, TCBS agar og Pseudomonas agar for og etter 31 dagers lagring i 1 um filtrert og
autoklavert anoksisk sjgvann (+/- 95 % CI, n = 3 og bestar av 10 egg pa Marine agar og 3 egg pa
TCBS agar og Pseudomonas agar).

I gruppe L4 (desinfisert i 200 mg/L Glutaraldhyd og 1600 mg/L Buffodine, og deretter lagret i
1 um filtrert, anoksisk autoklavert sjgvann) var den bakteriereduserende effekten tydeligst av
samtlige behandlinger (Figur 3.24). For eggene ble lagret var andelen egg med bakterievekst
3,3 % 1 Marine agar og 0 % i TCBS agar. Etter lagring hadde prosentandelen av egg med
bakterievekst gkt til 70,0 % 1 Marine agar og 66,7 % 1 TCBS agar. Det ble ikke registrert noen

egg med bakterievekst i Pseudomonas agar, verken for eller etter 31 dagers lagring.

Okningen av andel egg med bakterier fra eggene for lagring sammenlignet med eggene etter

lagring var signifikant bade pa Marine agar (P = <0,001) og pa TCBS agar (P <0,01).
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Figur 3.24 Andel copepodeegg med bakterievekst fra L4 (desinfisert i 200 mg/L Glutaraldhyd,
deretter i Buffodine etter 30 minutter) i Marine agar, TCBS agar og Pseudomonas agar for og etter 31
dagers lagring i 1 um filtrert og autoklavert sjgvann (+/- 95 % CI, n = 3 og bestér av 10 egg pa Marine

agar og 3 egg pd TCBS agar og Pseudomonas agar).

3.5.1 Sammenligning av bakterieeffektene av de ulike behandlingene
under lagringsforsgket

Desinfisering av copepodeegg med Glutaraldhyd (L2 og L3, 200 mg/L, Figur 3.22) ga en
reduksjon av andelen copepodeegg med bakterievekst i Marine agar pd 90 % for lagring,
sammenlignet med kontrollgruppen (Figur 3.271). Desinfisering med bdde glutaraldehyd og
Buffodine (L4, Figur 3.24) ga en reduksjon pa 96,7 %.

Reduksjonen av andel egg med bakterievekst 1 Marine agar var signifikant ved samtlige
behandlinger (P < 0,001) for lagring, men forskjellen av andel egg med vekst i mellom

behandlingene L2/L3 og L4 var ikke signifikant (P > 0,05).

Andelen av copepodeegg med bakterievekst var hgyere ved samtlige behandlinger etter 31
dagers lagring. Begge gruppene som var desinfisert i glutaraldehyd (L2 og L3) hadde 100 %
egg med bakterievekst i Marine agar etter lagring. Hos egg som var behandlet i béade
glutaraldehyd og Buffodine (L4) var andelen noe lavere med 70 % egg med bakterievekst i
Marine agar. I TCBS agar var andel egg med bakterier 77,8 for gruppe L2, 44,4 % for gruppe
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L3 og 66,7 % for gruppe L4. I Pseudomonas agar var det ingen egg med bakterievekst fra L4,
men fra L2 var det 88,9 % og fra L3 var det 66,7 %.

Andelen av copepodeegg med bakterievekst hos gruppe L4 i Marine agar var signifikant
lavere enn hos de resterende behandlingene (P = 0,002). I TCBS agar var andel egg med
bakterievekst signifikant lavere hos gruppe L3 sammenlignet med kontroll (P < 0,05), men
ikke hos gruppe L2 (P = 0,471) og gruppe L4 (P = 0,206). Det ble ikke funnet signifikante
forskjeller behandlingene seg i mellom. I Pseudomonas agar var det signifikant forskjell
mellom kontrollgruppe L1 og gruppe L4 (P < 0,001), men ikke hos gruppe L2 (P = 1,000)
eller gruppe L3 (P = 0,206) sammenlignet med kontrollgruppen (L1). Det ble ikke funnet
signifikant forskjell ved sammenligning av gruppe L2 og gruppe L3 (P > 0,05), men gruppe
L4 hadde en signifikant lavere andel enn bade gruppe L2 (P <0,001) og gruppe L3 (P <0,05).

3.5.2 Klekkesuksess hos nauplier fra lagringsforsgk

Prosentandelene av klekte nauplier fra samtlige behandlinger er vist i Figur 3.25. Gruppe L1
hadde hoyest andel klekte nauplier med 80,1 % for lagring og 82,9 % etter lagring. Hos
eggene fra gruppe L2 var andelen klekte nauplier 72,1 % for lagring, noe som var sunket til
52,7 % etter lagring. Gruppe L3 hadde som tidligere nevnt samme utgangspunkt som L2, men
hadde en heyere andel klekte nauplier pad 70,1 % etter lagring. Gruppe L4 hadde 62,4 %
klekte nauplier for lagring og 50,1 % etter lagring.

Kontrollgruppe L1 hadde ikke signifikante forskjeller av andel klekte nauplier for og etter
lagring (P = 0,071). Det var en signifikant reduksjon av andel klekte nauplier etter 31 dagers
lagring hos de resterende gruppene (P < 0,001).

En n@ermere vurdering av andel klekte nauplier for lagring viste at andelene klekte nauplier til
gruppe L2 og L3 var signifikant lavere enn hos kontrollgruppen (P < 0,05), noe som ogsé var
tilfellet hos L4 (P < 0,001). Det ber ogsd nevnes at kombinasjonsbehandlingen med
glutaraldehyd og Buffodine (L4) ga en signifikant lavere andel klekte egg enn hos egg
behandlet med bare glutaraldehyd(L2 / L3) (P <0,001).
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Det var ogsa tydelige forskjeller i klekkesuksessen etter 31 dagers lagring. Samtlige
behandlinger ga signifikant lavere andel av klekte nauplier enn hos kontroll (P < 0,001). Hos
gruppe L2 og L4 var det ingen signifikante forskjeller i klekkesuksess (P = 0,991) seg
imellom, men begge gruppene hadde signifikant lavere klekkesuksess enn det var hos egg

som fra gruppe L3 (P <0,001).
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Figur 3.25 Andel klekte nauplier fra L1, L2, L3 og L4 for og etter 31 dagers lagring (+/- 95 % CL,n=
8 — 12 og antall egg var 53 — 563).
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4 Diskusjon

I denne masteroppgaven var malet & finne egnet desinfiseringsmiddel og en metode som gir
god bakteriereduksjon uten a skade copepodeeggene. Dette ble gjort ved a evaluere effekten
desinfiseringsmidlene hadde pa bakterievekst pa egg, klekkesuksess av egg og viabiliteten til
nauplier. Det ble ogsa utfert et lagringsforsek for & gi en indikasjon pa hvordan desinfisering

pavirker eggkvaliteten ved lagring.

4.1 Desinfisering av copepodeegg og bakterieforsgk

Desinfiseringen av copepodeegg ble gjennomfert i romtemperatur ettersom eggene ble hostet
daglig. Ved desinfisering for lagring var det praktisk & gjennomfere prosedyren raskt og
enkelt i romtemperatur for eggene ble satt til lagring. Kontakttiden; den tiden eggene er
eksponert for desinfiseringsmiddelet, var 10 minutter og ble valgt ut ifra denne
forutsetningen. Temperatur og kontakttid er blant variablene som har innvirkning pé

desinfiseringsmiddelets effekt (Madigan 2009).

Det ble ikke malt pH under forsekene. Salvesen og Vadstein (1995) malte pH for lasninger av
glutaraldehyd, Buffodine og natriumhypokloritt under desinfisering av Marine fiskeegg.
glutaraldehyds pH var ikke pédvirket nevneverdig av konsentrasjon, Buffodines pH verdier
sank fra 7,1 til 6,2 ved okning av konsentrasjoner fra 75 mg/L til 400 mg/L og natrium
hypklorittlesningens pH ekte over optimalverdiene ved 800 mg/l (Salvesen og Vadstein,
1995). Selv om natriumhypokloritt er mer aktiv 1 sur lesning enn 1 basisk lesning (Naidu and
Khanna 2000) s& ser ikke det ut til & ha hatt noen synlig negativ innvirkning pa den
bakteriereduserende effekten pa copepodeegg under forsegkene da de fleste eggene ikke hadde
bakterievekst ved heyere doser. natriumhypokloritt hadde god bakteriereduserende effekt
bade ved doser lavere enn 800 mg/L og ved de hoye dosene (Figur 3.11). Hos Salvesen og
Vadstein (1995) sank pH i1 Buffodinelosninger med okt konsentrasjon av Buffodine, men
siden det er gkning i alkalinitet som forer til lavere antimikrobiell aktivitet for jodlesninger er
det lite trolig dette har hatt nevneverdig innvirkning (Cooper 2007). Buffodine er oppgitt fra
produsent & inneholde bufferagenter, & ha neytral pH og vare stabil. Det er derfor liten

sannsynlighet for at lesning med sjovann har pavirket pH i noen sarlig grad under
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desinfeksjon av copepodeegg. Den antimikrobielle effekten ekte med dosestyrker, noe som
ogsé er en indikasjon pa at pH ikke har hatt noen negativ innvirkning ved desinfiseringen av

eggene.

For forsekstart ble det vurdert 4 telle koloniformende enheter (colony foring units, CFU) men
det viste seg 4 vaere vanskelig & homogenisere copepodeeggene, noe som er ngdvendig for a
fa tilstrekkelig spredning av bakteriene pa agarplatene. Det ble i stedet plassert hele egg i
brennbrett med forskjellige agartyper og andel egg med bakterievekst ble registrert. Dette er
en metode som tidligere er blitt brukt av blant andre Salvesen og Vadstein (1995). Det er
mange bakterier som ikke vokser pad agar (Loesche 1969) og det antas det at hvis
desinfiseringen reduserer agarvoksende-bakteriene, si vil den tilsvarende reduserer bakterier

som ikke vokser pé agar. Egg uten bakterievekst ble derfor definert som overflatesterile.

Det er ogséd verdt & nevne at det skal godt gjeres & fjerne absolutt alle bakterier ved
desinfisering og at overlevelse av bare en bakterie er nok til videre bakterievekst over tid, noe
som ble observert under lagringsforsekene hvor andelene egg med bakterievekst okte etter 31

dagers lagring.

Det ble som tidligere nevnt (kapitel 2.2.3) pipettert 10 egg fra hvert replikat (n = 3) pa Marine
agar og 3 egg pa Pseudomonas agar og 3 egg pa TCBS agar. Det ble brukt 10 egg pd Marine
agar da denne agar varianten er forventet & gi informasjon om den totale tilstedevaerelsen av
koloniformende marine bakteriearter og de to andre agarvariantene gir supplerende
informasjon om spesifikke bakteriegrupper hvor det eksisterer en del patogene bakteriearter
(Lopez-Romalde et al. 2003, Kumaran et al. 2010, Deivasigamani et al. 2010, Lagana et al.
2011).

4.2 Copepodeegg og klekkesuksess

Klekkesuksessen av copepodeeggene ble registrert etter 48 timer under konstant belysning, en
metode som er benyttet tidligere for a finne klekkesuksess ved NTNU/SINTEF. Siden Acartia
tonsa kan produsere egg av bade SE og DHE type er det mulig at ikke alle levedyktige egg
har klekket innen 48 timer (Drillet et al. 2011). Dette kan potensielt bety at klekkesuksessen

var bedre enn hva som ble registrert. Det kan imidlertid antas at tilfeldig fordeling av eggene

51



Diskusjon

vil kompensere for dette ved sammenligning av egg som ble hestet i samme kultur ved samme
tidspunkt. Det var i midlertidig varierende klekkesuksess hos egg fra kontrollgruppen hestet
ved forskjellig dager, noe som kan vare en indikasjon pé forskjellige sammensetninger av
eggtyper hvis noen av eggene behovde lengre tid for & klekkes. Det ber ogséd pipekes at det
ble observert storre mengder organisk materiale i form av bl.a. skallrester og dede copepoder
ved de to siste egghestingene. Fra 4 dager etter copepodene startet & produsere egg ble det
gjort ett forsek hver 4 - 6 dag (av praktiske arsaker). Klekkesuksessen hos kontrollgruppen
var pa 81 % og 82,8 % hos eggene fra de to forste innhestningene, 68,2 % ved den tredje
egghostingen og 53,4 % ved den siste. Klekkesuksess hos kontrollgruppene gir informasjon
pa hvor god eggkvaliteten er for desinfisering og det kan vere en sammenheng mellom
mengden av organisk materiale og eggkvalitet. Ekskrementer, dede og levende copepoder
fungerer som substrater for bakterievekst (Tang 2005) og i en moden kultur hvor innholdet av
dette er hoyt er det ogsé sannsynligvis sterre innhold av bakterier. Det kan ogsd vare andre
faktorer som potensielt har innvirkning pa eggkvalitet, som f.eks vannkvalitet i dyrkningskar

og algekvalitet.

Hvis kvaliteten pa algene som ble foret til copepodene var dérlig med innhold av dede eller
deende celler vil tilgangen pa forpartikler bli darlig. Copepodene kan da produsere DHE
(Drillet et al. 2011) som vil ha en innvirkning pa eggenes klekkesuksess. SE og DHE ligner
morfologisk (Hansen et al. 2010, Hansen et al. 2012) og er derfor vanskelig a skille fra

hverandre 1 lupe.

Eggene hadde en sterk tendens til & klebre seg til hverandre, noe som vanskeligjorde spesielt
uttakene til klekketestene. Proveuttakene ble derfor gjort etter at eggene forst var ristet og
sedimentert til bunnen av preveglassene. Hvis ikke ble uttakene sveart ujevne siden eggene
var sa ujevnt fordelt 1 vannkolonnen. Det var vanskelig & ta uttak pa like antall egg og det var
pa forhand bestemt at hver klekketest skulle inneholde minst 10 egg, men de fleste uttakene

inneholdt en god del flere (opptil 584 egg).

Det er ogsa verdt & nevne at det naturligvis var forskjeller pa klekkesuksess mellom replikater.
Konfidensintervallet til klekkesuksessene var imidlertid relativt jevnt fordelt for de fleste
dosestyrkene, men de to heyeste dosestyrkene av glutaraldehyd skilte seg ut med heyere
konfidensintervall pd 9,86 og 11,7 %. Dette kan ha vart en indikasjon pé at eggene ble ujevnt
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eksponert for desinfiseringsmiddel og dermed ogsé sterre variasjon i dedelighet som felge av

dette.

4.3 Viabilitet av copepoder

Innholdet av R. Baltica i tarmen hos de 50 forste tilfeldige nauplinene ble registrert og brukt
som mal pa nauplienes viabilitet etter desinfisering. Variasjonen av andelen av nauplier som
hadde spor av alger i tarmen var ikke alltid i samsvar med dosestyrke. Viabiliteten hos
nauplier fra egg desinfisert med glutaraldehyd og natriumhypokloritt var hey bade for kontroll
og for den hoyeste tilsatte dosen. Den var noe lavere for mildere doser, men det var ogsa store
variasjoner 1 mellom dosestyrkene ved de to andre desinfiseringsmidlene. Mellom replikater
ved samme dosestyrker var det forskjeller pa opptil 16 % mellom hgyeste og laveste verdi.
Differansen var ikke like stor mellom alle replikatene, men forskjellene varierte ved alle

desinfiseringsmidlene og det ble ikke observert noen sammenheng variasjon og dosestyrker.

Arsaken til de relativt store sprangene mellom viabilitet er vanskelig & si noe konkret om. Det
kan selvfolgelig tenkes at svakheter med utferelses av metodikken kan vare en potensiell
arsak, uten at det kan pépekes spesifikke feil i gjennomfoerelsen. Disse variasjonene framstar
som tilfeldige og som en indikasjon pa at verdiene kunne veart jevnere hvis utvalget som var

pa 50 naupli per replikat hadde vert storre.

Statistikken gir ogsa en indikasjon pa at de fleste variasjonene kan ha vert tilfeldige ettersom
det ikke ble funnet noen signifikante forskjeller i viabilitet ved desinfisering med Buffodine
og natriumhypokloritt. De signifikante forskjellene som ble funnet var ved en konsentrasjon
med glutaraldehyd (800 mg/L,) hvor viabiliteten var lavere. Med Pyceze var viabiliteten
signifikant bedre hos nauplier fra egg fra 0-gruppen, 50 mg/L og 100 mg/L. Den eneste
forskjellen mellom kontrollgruppen og 0-gruppen hos egg som var behandlet 1 Pyceze var at
den sistnevnte gruppen ble behandlet likt som de desinfiserte eggene. Det var ingen
tilsvarende forskjell ved de andre forsekene. En mulig forklaring pd bedre viabilitet ved
dosestyrker pa 50 mg/L og 100 mg/L kan vare at desinfisering ved lave doser av Pyceze kan
hatt en forbedrende effekt pa viabilitet. Den bakteriereduserende effekten var heyere ved
hoyere doser og viser dermed ingen sammenheng mellom gkende viabilitet og redusert

bakterieinnhold. Klekkesuksessen var signifikant lavere hos 0-gruppen og hos gruppen som
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var desinfisert 1 50 mg/l, men det gjaldt ogsd flere andre dosestyrker, noe som gjor det
vanskelig a4 se noe menster. For glutaraldehyd var det lav viabilitet ved dosestyrke pa 800
mg/L, men heller ikke her observeres det sammenheng med den bakteriereduserende effekten
og klekkesuksess.. Det kan derfor spekuleres i om dette er en tilfeldig variasjon. Statistikken
gir ingen informasjon pa forskjeller mellom replikater av egg behandlet med samme

dosestyrke.

Den generelle trenden var at viabiliteten til nauplier fra egg som var desinfisert i Pyceze ble
signifikant lavere ved hoyere dosestyrker (Tabell 3.1). Hoyeste dosestyrke av Pyceze var ogsa
den eneste behandlingen hvor det visuelt ble observert forskjeller i mikroskopet. Naupliene
var generelt mindre av sterrelse. Det var en svak gkning av viabilitet ved hayre dosestyrker
hos nauplier fra egg desinfisert i de resterende midlene, men denne trenden var ikke

signifikant for noen av midlene.

Subjektivt vurderes denne metoden til & gi en indikasjon pa at midlene som ble brukt ikke
hadde noen vesentlig negativ innvirkning pa nauplienes viabilitet, men at dette muligens ikke
er et godt verktoy for & rangere desinfiseringsmidler og dosestyrker opp mot hverandre, 1 alle

fall ikke de midlene og dosestyrkene som ble undersekt i disse forsgkene.

En alternativ metode hadde vert om det ble telt antall levende og dede nauplier, men en slik
metode vil ikke gi informasjon om kvaliteten til de levende naupliene. Nauplier av A.tonsa
starter & innta for ved det andre nauplistadiet (instar) og dermed er spor av alger i tarmen ikke
bare et mal pa at nauplien er levedyktig, men ogsé pa at den har oppnadd minst et stadieskifte
(Landry 1983). Nermere stadiebestemmelse av nauplier ble ikke gjort da grunnlaget for
evalueringen av desinfiseringsmiddelene hovedsakelig var rettet mot bakterietestene og
klekketestene. Det ble observert variasjoner av nauplienes storrelse, bdde hos de som hadde
spor av alger 1 tarmen og blant de som ikke hadde, selv om andelen av sma nauplier var storre
blant de som ikke hadde alger i tarmen. Det kan derfor vere nauplier med god viabilitet som
ikke ble registrert med spor av alger i tarmen, men siden det antes normalfordeling sa skal

dette teoretisk sett ikke ha noen innvirkning pa resultatene.
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4.4 Lagringsforsgk

Lagringsforseket ble gjennomfert ved de samme metodene for desinfisering, bruk av
agartyper og testing av copepodeeggenes klekkesuksess. Det var fire forskjellige behandlinger
som var testet (Tabell 2.2). Gruppe L2 og L3 bestod begge av egg desinfisert i glutaraldehyd,
men gruppe L2 ble lagret i sjgvann med vanlig oksygeninnhold og gruppe L3 ble lagret i
anoksisk sjevann. Eggene 1 gruppe L3 hadde signifikant hayere klekkesuksess etter lagring
(70,1 %) enn eggene i gruppe L2 (52,7 %). Hagemann (2011) viste at lagring av copepodeegg
i anoksisk vann hadde bedre klekkesuksess (91,8 %) sammenlignet med lagring i vann med

normalt oksygeninnhold (85,9 %).

Andelen av egg med bakterievekst hadde 1 begge gruppene okt etter lagring uavhengig av om
eggene var lagret 1 anoksisk vann eller ikke. Andelen av egg med bakterier pd Marin agar var
100 % hos begge gruppene. Pa Pseudomonas agar var det 88,9 % egg med bakterievekst fra
gruppe L2 og 66,7 % egg med bakterievekst fra gruppe L3. P4 TCBS agar var forskjellen 77,8
% egg med bakterievekst fra gruppe L2 og 44,4 % egg med bakterievekst fra gruppe L3. Selv
om andel egg med bakterievekst var lavere hos egg som var lagret i anoksisk vann, var ikke
denne forskjellen signifikant. Forskjellene 1 andel egg med bakterievekst mellom gruppe L2
og gruppe L3 wvurderes derfor ikke til & vere arsaken til forskjellen i klekkesuksess i
gruppene. Selv om béde gruppe L2 og gruppe L3 hadde 100 % egg med bakterievekst kan det
ha vert forskjeller i bakteriemengder i mellom disse gruppene. Denne metoden gir ingen
informasjon om mengden bakterier som er tilstedet, bortsett fra at det var minst ett

bakterieindivid i agarbrennen ved starten av inkubasjonstiden (avsnitt 4.1).

Da det ble tatt agarprover av egg etter lagring ble de forseglete brennbrettene gjenglemt pa et
bord i laboratoriet med den konsekvens at de forste 48 timene av inkuberingstiden var 1 et lyst
rom med temperatur pd 20 °C. Konsekvensene av dette var antageligvis at bakterieveksten var

raskere de forste 48 timene sammenlignet med om de var blitt inkubert ved 15 °C.

4.5 Sammenligning med andre studier

Det er ikke gjort mange studier pa desinfisering av copepodeegg, men Nass and Bergh (1994)

desinfiserte egg med glutaraldehyd og Buffodine. Mine funn samsvarer ikke helt med deres i
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hvordan glutaraldehyd pavirket eggene etter klekking, men de brukte egg fra andre
copepodearter i sine forsgk. Egg fra A. fonsa hadde en klekkesuksess pa 80,2 % og viabilitet
pa 78,7 % ved desinfisering 1 glutaraldehyd (200 mg/L, 10 min). Ness og Bergh (1994) fant
at egg fra Acartia clausi hadde darlig toleranse for glutaraldehyd og til tross for 95,8 %
klekkesuksess var det ingen overlevelse etter desinfisering i 250 ppm i 3 minutter. Samme
studie viste at Eurytemora affinis hadde 79,2 % klekkesuksess og 73,7 % overlevelse etter
desinfisering med glutaraldehyd. Dette var noen prosent lavere enn kontroller i begge testene.
Viabilitet var ikke et direkte mal pad dedelighet, men siden dette er basert pd andelen av
nauplier som hadde spor av alger i tarmen betyr det at overlevelsen var minst 70 %, ettersom
dede nauplier ikke spiser. Det skal papekes at det i denne oppgaven er brukt ferske egg fra en
laboratoriekultur av copepoder, mens Nass and Bergh hestet inn egg fra sjgen og lagret dem
en tid for bruk, noe som potensielt kan ha innvirkning pd forskjeller i toleranse for
desinfiseringsmidlene. Det er ogsa forskjellige arter som er brukt, selv om 4. clausi kan sies
og vare nermere A. tonsa genetisk enn E. affinis. Buffodine var mildt mot egg fra A. tonsa,
men hadde ikke like sterk bakteriereduserende effekt som glutaraldehyd. Buffodine var ogsa
det mildeste desinfeksjonsmiddelet Naess and Bergh (1994) undersokte, med klekkeprosenter
pa 100 % for A. clausi og 83,3 % for E. affinis. Middelet hadde ogsa lavest

bakteriereduserende effekt av midlene de testet, noe som stemmer overens med mine funn.

Etter desinfisering med Buffodine var andelen copepodeegg med bakterievekst pd Marine
agar 86,7 % (100 mg/L), 83,3 % (200 mg/L) og 23,3 % (400 mg/L). Salvesen og Vadstein
(1995) evaluerte effekten av glutaraldehyd, natriumhypokloritt, chloroamine-T og Buffodine
pa egg fra radspette, torsk og kveite. De desinfiserte fiskeegg med tilsvarende styrker av
Buffodine og andelen fiskeegg med bakterievekst var over 50 % og opptil 100 %, avhengig av
dosestyrke og gruppeforskjeller, for dosestyrker pa 100 og 200 mg/L og i underkant av 50 %
for 400 mg/L. Salvesen og Vadstein (1995) fant flere egg med bakterier hos den ene av to
grupper og vurderte om forskjellene kunne handle om den initielle bakterebelastningen.
glutaraldehyd hadde sterkere bakteriereduserende effekt pa desinfisering av copepodeegg ved
tilsvarende styrker (200 — 1600 mg/L) og kontakttider som Salvesen og Vadstein (1995) fant
for fiskeegg, men som tidligere nevnt var temperaturene ulike. Andelen egg med
bakterievekst var 0 — 3,7 % hos A.tonsa og rundt 5 — 35 % (avhengig av gruppe og
dosestyrke) for fiskeegg (Salvesen og Vadstein, 1995).
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Desinfisering av copepodeegg med natriumhypoklorid resulterte i 23,3 % (100 mg/L), 6,7 %
(200 mg/L), 0 % (400 mg/L) og 3,3 % (800 mg/L) egg med bakterivekst. Natriumhypokloritt
hadde ogsa god bakteriereduserende effekt pé fiskeegg (Salvesen og Vadstein, 1995). Den ene
gruppen av fiskeegg ble desinfisert med tilsvarende dosestyrker som copepodeeggene og
andelen av fiskeegg med bakterivekst varierte under 5 %. Den andre gruppen av fiskeegg ble
desinfisert med 125, 250 og 500 mg/L og andelen fiskeegg med bakterievekst var fra rundt 20
% ved lavste styrke og til litt under 10 % ved heyeste styrke. Det virker som om copepodeegg
har sterre toleranse til natriumhypokloritt sammenlignet med de marine fiskeeggene (Salvesen
og Vadstein, 1995) selv om ogsa klekkesuksessen hos copepodeeggene sank med ekende

dosestyrker.

Salvesen et al. (1997) desinfiserte egg fra kveite og piggvar med glutaraldehyd ved varierende
dosestyrker og kontaktider. Prosentandelen av egg med bakterievekst etter desinfisering i
glutaraldehyd (10 minutter) var varierende. Ved 400 mg/L var andelen 3 — 95 %, ved 800
mg/l var det 0 — 58 % og ved 1200 mg/L var det 0 — 20 % egg med bakterievekst. Eggene fra
A. tonsa var desinfisert med bade 400 mg/l og 800 mg/L og andelen av egg med bakterievekst
var 3,3 % og 3,7 %. Dette samsvarer med de replikatene med lavest andel egg med
bakterievekst hos Salvesen et al. (1997), men kveiteggene og piggvareggene ble desinfisert pa
lavere temperaturer enn copepodeeggene og temperatur har innvirkning pa effektiviteten til

glutaraldehyd (Gorman, Scott et al. 1980).

4.6 Sammenligning av desinfeksjonsmidlene

Alle desinfiseringsmidlene hadde bakteriereduserende effekt, men graden varierte. De to
desinfiseringsmiddlene som hadde best bakteriereduserende effekt var glutaraldehyd og
natriumhypokloritt. Behandling med glutaraldehyd forte til bakteriereduserende effekt
allerede ved laveste dose (100 mg/L).

Klekkesuksessen hos egg desinfisert 1 ulike konsentrasjoner med glutaraldehyd (100, 200 og
800 mg/L) var ikke signifikant forskjellige fra kontroll og siden 200 mg/L ga en god
bakteriereduksjon framstar dette som en trygg dose med god effekt. Klekkesuksessen hos egg
desinfisert 1 400 mg/L var signifikant lavere enn hos egg desinfisert i 800 mg/L. Trenden viser

at klekkesuksessen ble signifikant lavere ved heyere doser (Tabell 3.1) og forskjellen 1
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klekkesuksess hos gruppene som var desinfisert i 400 mg/L og 800 mg/L kan vere tilfeldig.
Forskjeller i mengde organisk materiale som folger med prevene kan ogsa vare en mulig
forklaring pa dette ettersom organisk materiale har en kjent innvirkning pa effekten av
glutaraldehyd. Organisk materiale kunne potensielt ha konkurrert om de aktive setene pa
desinfiseringsmolekylene (Gorman et al. 1980) og dermed fort til ujevnt fordeling av middel.
Siden det er brukt et godt overskudd pa desinfiseringsmiddel under disse forsekene (gjelder
samtlige midler) virker ikke dette sannsynlig. Under forsekene ble det observert at
copepodeeggene hadde en sterk tendens til a feste seg til hverandre, spesielt under mekanisk
stress nar vannet beveget seg. Det kan tenkes at dette medfererat eggenes overflate ikke var
tilgjengelig for middelet og at organisk materiale kan forsterke dette problemet. Dette kan
hypotetisk fore til at egg fra forskjellige doseringer har ujevnt dekning av
desinfiseringsmiddel og dermed ogsa forskjellig effekt i forhold til klekkesuksess.

Den bakteriereduserende effekten til natriumhypokloritt var ogsa tydelig. Ved de fire hoyeste
dosene (200 mg/L — 1600 mg/L) var det mellom 6,7 % - 0 % egg med bakterievekst, men
klekkesuksessen var signifikant dérligere allerede for egg desinfisert i 100 mg/L og trenden
var at lavere klekkesuksess fulgte hayere dosestyrker (t = 5,643, P < 0,001, Tabell 3.1). Dette
middelet kan brukes for a4 redusere bakteriebelastningen, men det vil redusere

klekkesuksessen.

Pyceze og Buffodine hadde lavere bakteriereduserende effekt sammenlignet med de to andre
midlene, men hadde til gjengjeld lite negativ effekt pa klekkesuksess, spesielt Buffodine.
Desinfiseringsmidlenes effekt pa eggene kan variere ut ifra bakteriebelastningen fra start
(Salvesen og Vadstein 1995). Desinfisering med Pyceze ga heyere andel egg med bakterier
ved heyeste dose sammenlignet med Buffodine. Bakterieveksten ved den heyeste dosen til
Pyceze var utelukkende pé ett replikat, noe som kan antyde at det har skjedd noe feil under
behandling av det aktuelle replikatet og at den heyeste dosen ved Pyceze ikke ber legges vekt
pa. Det var noen forskjeller mellom replikatene pd andre tester ogsd, men disse forskjellene
var mindre og kan skyldes tilfeldig variasjon. Ved den hayeste dosen av Pyceze pé viabilitet
ble det observert forskjeller i mikroskopet. Naupliene var mindre, noe som kan bety at de
hadde dedd pa et tidligere stadium, brukt lengre tid per stadium eller at de brukte lengre tid pa
a klekke, selv om klekkesuksessen bare var 2,7 % lavere enn hos kontroll. Selv om forskjellen

ikke var signifikant i kji kvadrattesten, s& viste trenden at heyere dosestyrker hadde en
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signifikant negativ innvirkning pé& nauplienes viabilitet. Den nest hoyeste dosen (400 mg/L)
framstdr som godkjent bade ved viabilitet og klekkeprosent, men andelen egg med
bakterievekst ved dag 21 var 31,1 % (Marine agar) og 66,7 % (TCBS agar). Dette framstér

derfor ikke som det beste alternativet.

Buffodine har ikke like gode antimikrobielle egenskaper som glutaraldehyd og
natriumhypokloritt, men den bakteriereduserende effekten var svaert god ved den heyeste
dosen pd 1600 mg/L. Bare 3,33 % av copepodeeggene hadde bakterievekst pd Marine agar
ved dag 21.

Klekkesuksessen hos eggene var noe bedre enn hos kontroll og viabiliteten var noe lavere,
men dette var ikke statistisk signifikant og derfor framstar Buffodine ved en dosestyrke pa
1600 mg/L er et godt alternativ til desinfisering av copepodeegg. Buffodine ga en jevn
klekkeprosent for alle dosestyrker og kan dermed anses som et mildt middel. Dette kan ha
noen fordeler. Under lagringsforsekene ble Buffodine brukt sammen med glutaraldehyd.
Dette er to forskjellige desinfiseringsmiddler og det er mulig at de pavirker mikroorganismer
og copepodeegg pa forskjellige méter. Buffodine inneholder jod som aktivt virkestoff og jod
er en oksidasjonsmiddel (Madigan 2009). glutaraldehyd er et alkylerende desinfeksjonsmiddel
og krysslinker aminogrupper i proteiner (Gorman et al. 1980, McDonnell og Russell 1999).
Den fulle virkningsmekanismen er ikke fullt kartlagt for noen av disse midlene, men det
virker som om effekten ikke er lik. Dermed kan det tenkes at en kombinasjon av flere
desinfiseringsmiddel vil gi en bedre og bredere antimikrobielle effekt. Kombinasjonen av
gluataraldehyd og Buffodine (gruppe L4) ga den beste bakteriereduserende effekten av alle
behandlingene under lagringsforseket. Det var signifikant feerre egg med bakterier pa Marine
agar (P = 0,002) da andelen egg med bakterier var 70,0 %. Dette gjor den til eneste
behandlingen som ikke resulterte i 100 % egg med bakterievekst pA Marine agar 21 dager
etter lagring. P4 TCBS agar var det 66,7 % egg med bakterievekst noe som var heyere enn
hos gruppe L3 som hadde 44,4 % egg med bakterievekst etter 21 dager etter lagring, men det
var ikke signifikant hegyere. Det virker som denne behandlingen var svart effektiv mot
Pseudomonas sp. ettersom det ikke ble registrert noen egg med bakterievekst pa Pseudomonas

agar, verken for eller etter lagring.
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Problemet med denne behandling er at klekkesuksessen var lavere. Selv om klekkesuksessen
hos behandling L3 (desinfisering med glutaraldehyd etterfulgt av lagring under anoksiske
forhold) var signifikant lavere enn kontroll allerede for lagring, var ikke forskjellen like stor
som hos de resterende behandlingene (Figur 3.25). Etter 31 dagers lagring var
klekkesuksessen signifikant bedre hos denne gruppen enn de andre gruppene som var blitt
desinfisert. Selv om forskjellen i klekkesuksess for og etter lagring var signifikant, s var den

pa bare 2 %, noe som betyr at dette var den behandlingen som var mildest mot eggene.

Selv om gruppe L4 med 70 % egg med bakterievekst pd Marine agar er lavere enn de
resterende gruppene som hadde 100 % bakterievekst pd Marine agar, er ikke andelen egg med
bakterievekst sd lav som enskelig. Det var forventet at bakterieveksten ville ta seg opp noe
under lagring. Det var ingen av de behandlingene som hadde 100 % egg med bakterievekst
ved dag 2. Dette er en indikasjon pa at bakterienivaet er lavere enn hos kontroll, selv om det

er umulig 4 si noe om i hvilken grad ut ifra metoden som ble brukt.

Eggene fra gruppe L1 (kontroll) hadde 80,1 % klekkesuksess for lagring og 82,9 %
klekkesuksess etter 1 méneds lagring. Denne forskjellen var ikke signifikant. Til
sammenligning hadde Hagemann (2011) en nedgang i klekkesuksess av egg fra A. tonsa ved
lagring i 1 maned under tilsvarende lagringsforhold. For lagring hadde hans copepodeegg
91,0 % klekkesuksess og etter 1 méined var klekkesuksessen 63,5 %. Etter 3 maneder hadde
klekkesuksessen okt til 76,4 % (Hagemann, 2011). Eggene i mine forsgk ble kultivert ved
samme metode som Hagemann brukte og lagret i morket slik som 1 hans forsek. Metoden for
a bestemme klekkesuksess var ogsa lik, noe som betyr at forskjeller i metodikk derfor ikke er
arsak til forskjellene i klekkesuksess. Forskjell i sammensetning av eggtyper kan vare en

mulig forklaring pa dette.

Det var ogsé forskjeller 1 eggenes klekkesuksess etter desinfisert 1 200 mg/L glutaraldehyd
mellom eggene som ble brukt i lagringsforseket og de som ble brukt i desinfiseringsforseket
sammenlignet med kontroll. Gruppe L2 og L3 hadde 8 % lavere klekkesuksess enn kontroll
for lagring og under glutaraldehydforseket var forskjellen bare pd 0,2 %. Hvis normale
copepodeegg og forsinket klekkete egg har ulik toleranse for glutaraldehyd wvil

sammensetningen av eggtyper kunne ha vert en mulig forklaring pa forskjellen i
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klekkesuksess. En annen mulig forklaring kan vare ujevn eksponering ovenfor

desinfeksjonsmiddelet pa grunn av eggenes tendens til & klebre seg sammen.

Det ser ikke ut til at desinfisering av copepodeegg har noen forbedrende effekt pa

eggkvaliteten den forste maneden under lagring.

4.7 Konklusjoner

Samtlige desinfiseringsmidler hadde en bakteriereduserende effekt.

glutaraldehyd (200 mg/L) ga god bakteriereduserende effekt uten & pédvirke klekkesuksess

negativt.

Desinfisering av egg fra 4. fonsa for lagring forer til lavere klekkesuksess og mindre

forskjeller av andel copepodeegg med bakterievekst.

4.8 Spgrsmal ut fra data i denne oppgaven

Er det bedre a desinfisere egg etter lagring?
Er det bedre a desinfisere egg bade for og etter lagring?

Kan kombinasjon av flere desinfiseringsmidler fungere bedre enn de ulike midlene hver for

seg?
Ville lengre lagringstider fort til bedre klekkesuksess?

Vil bakterienivéet ha innvirkning pa eggens klekkesuksess etter en lengre lagringsperiode?
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