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SAMMENDRAG

Ved produksjon av torskelarver (Gadus morhua) har man ofte opplevd problemer med lav
reproduksjonen blant annet pd grunn av bakterielle infeksjoner. For & forseke & redusere
bruken av antibiotika i oppdrettsnaringen forseker man & finne ulike mater & kontrollere det
mikrobielle miljeet rundt fiskelarvene. En type mikrobiell kontroll er tilsetning av probiotiske
bakterier til vannet eller foret for & kolonisere torskelarvene med enskede bakterier. En annen
type mikrobiell kontroll er & hindre patogene bakterier i & skade fiskelarvene ved & forstyrre

quorum sensing prosessen.

Dette ble foretatt et 17 dagers startforingsforsek og et 5 dagers Kkorttidsforsek.
Startforingsforseket ble gjennomfort i 2 liters flasker med filtrert autoklavert sjgvann (FASV)
(30 torskelarver L) med aktiv lufting og torskelarvene ble foret hver dag fra dag 3 etter
klekking. Korttidsforseket ble gjennomfort i flasker med 50 mL FASV (30 torskelarver) uten
lufting og foring. Systemene ble holdt gnotobiotiske under hele forseket.

Microbacterium sp., Pseudoalteromonas sp. og Vibrio sp., tre probiotiske kandidater ble
undersgkt med hensyn til deres innvirkning pa torskelarvers vekst, overlevelse og genuttrykk.
Levende Microbacterium sp. og Pseudoalteromonas sp. hadde en negativ effekt pa
torskelarvenes overlevelse, mens Vibrio sp. hadde ingen effekt i forhold til den bakteriefri
kontrollbehandlingen. De probiotiske kandidatene tilsatt som monokulturer hadde ingen
probiotisk effekt pa torskelarvene. Dgde bakterier gav ingen respons med hensyn til
torskelarvenes overlevelse, og det ble konkludert med at bakteriene méd vare levende/aktive

for & ha en effekt.

8 ulike gener ble kvantifisert for torskelarvene fra startforingsforseket og to av genene ble
kvantifisert for larvene fra korttidsforseket med levende og dede probiotiske bakterier. Fiaf
og Fdps er gener som er involvert i fiskens naringsmetabolisme. Uttrykket av disse genene
var oppregulert i behandlingene med levende Microbacterium sp. Dette var ogsa tilfellet for
Cyplal som er involvert i den xenobiotiske metabolismen. C3 og Gpx2 er begge gener som er
koblet til immunsystemet, og disse hadde begge hayest uttrykk i larvene fra den bakteriefrie
kontrollbehandlingen, og lavest uttrykk i larvene fra behandlingen med ded Microbacterium

sp. CLECT er ogsé et gen som er involvert i fiskens immunrespons, men her var det ingen



signifikante forskjeller mellom uttrykket i de ulike behandlingene. Det var det heller ikke for
WARS, et gen involvert i fiskens proteinsyntese. ltghlbp3 koder for integrin B-1-binding
protein, og dette var uttrykt heyest i behandlingene med levende Microbacterium sp. For
torskelarvene fra korttidsforseket ble genene C3 og Cyptal kvantifisert, og begge gener var
hgyest uttrykt hos larvene fra behandlinger med L. anguillarum og Pseudoalteromonas sp.
Behandlingene med dede bakterier gav generelt sett lavere respons enn behandlingene med

levende bakterier.

Potensielle quorum sensing nedbrytende kandidater fra torskefeces ble anriket med cellefritt
vann fra L. anguillarum og AHL-molekyler. Tre av anrikingssamfunnene ble benyttet i et
korttidsforsek med L. anguillarum som kjent patogen. Behandling med levende L.
anguillarum forte til rask ded etter bakterietilsetning, mens tilsetning av ded L. anguillarum
ikke hadde noen effekt pa overlevelsen i forhold til en bakteriefri kontrollbehandling. Tilsats
av de anrikede bakteriesamfunnene uten challenge av L. anguillarum hadde ingen effekt pé
torskelarvenes overlevelse, men alle tre samfunn hadde evnen til & utsette L. anguillarum sin
patogene effekt med omtrent 3 dager. Bakteriesamfunnenes positive effekt pa torskelarvene

kom av deres evne til nedbryting av L. anguillarum’s quorum sensing signalmolekyler.
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1 INTRODUKSJON

Torsk (Gadus morhua) er en marin kaldtvannsfisk av typen beinfisk (teleost) som lever blant
annet langs hele norskekysten. Fordelaktige priser pad torsken i de siste arene har gjort
torskeoppdrett til en potensielt attraktiv naring. Ved utgangen av 2007 var det 97 selskaper
som drev med omsetting av torsk, og 299 personer var ansatt i denne naringen. [ lgpet av
2007 ble det til sammen solgt 11 104 tonn torsk i Norge, hvorav 10 375 tonn var torsk
produsert basert pa yngel som var klekket i fangenskap og 729 tonn var fra produksjon basert
pa villfanget smafisk (Fiskeridirektoratet 2007). I folge Fiskeri- og havbruksnaringens
landsforening (FHL) forventes det at torskeoppdrett vil bli en stor og viktig havbruksneering i
tiden fremovers (Nordli 2009), selv om utviklinga ikke har vart sa rask som forst antatt. Det
er per dags dato to avlsprogram pé torsk i Norge, Marine Breed og Nofima Marin i Tromse,
og resultatene fra disse programmene er svaert lovende. Disse avlsprogrammene er langsiktige
og deres mal er & produsere torsk som tilfredsstiller alle kriterier rundt fiskehelse,

miljepévirkning, kvalitet og ekonomi (Nordli 2009).

1.1 Kritiske aspekter ved oppdrett av torskeyngel (Gadus morhua)

De fleste marine fiskearter gjennomgar mer eller mindre den samme grunnleggende
utviklingen fra egg til voksen fisk. Selv om det er forskjeller mellom ulike arter, gjennomgar

alle 5 ulike utviklingsstadier (Kjorsvik et al. 2004) (Figur 1):

Egg: Et innkapslet embryo (fra egglegging til klekking).
Plommesekk-larve: Et frittlevende embryo med en plommesekk (fra klekking til

eksogen foring).

Larve: Fra start av eksogen foring til gjennomgatt metamorfose.
Metamorfose: Overgangen mellom larve og juvenil.
Juvenil: Har den endelige fenotypen, men er ikke kjennsmoden.

Figur 1 Torsk i de ulike utviklingsstadiene fra egg, gjennom plommesekkstadiet,

metamorfosen, og til juvenil (Foto: Diego Mendiola og Kari Johanne Kihle Attramadal).



Lengden pé de ulike stadiene varierer fra art til art. Arter som torsk, piggvar (Psetta maxima)
og kveite (Hippoglossus hippoglossus) har i forhold til arter som for eksempel steinbit
(Anarhichas lupus) og laks, et kort eggstadie og en lang larveperiode, noe som inneberer at
larven er relativt lite utviklet ved klekking. Det er ogsa store forskjeller mellom artene nér det
gjelder eggenes storrelse og type. Mange marine fiskearter, som for eksempel torsk, legger
relativt sma, pelagiske egg som befruktes utenfor mor, og som flyter individuelt neer vannets
overflate. Mange ferskvannsarter og enkelte marine arter derimot, legger store demersale egg

pa bunnen eller festet til et substrat. Slike egg har vanligvis et tykkere eggskall enn pelagiske
egg.

Ved produksjon av marine fiskelarver, deriblant torsk, har reproduksjonen malt i overlevelse
og vekst ofte vert lav. Produksjonen av hey kvalitets yngel er en av de viktigste flaskehalsene
i oppdrett av flere marine fiskearter (Salvesen et al. 1995; Vadstein 1997), pa grunn av at
torskelarvene har hey dedelighet de forste 2-3 ukene etter klekking. I folge Kjorsvik et al.
(2006) er forskjellene i sterrelse og embryoets utvikling hovedgrunnene til problemene rundt
oppdrett av marine fiskearter, da pelagiske larver er mindre utviklet ved overgangen til
startforing enn de dermersale larvene. Deodeligheten kan ogsd skyldes smittsomme
sykdommer, og at torskens spesifikke immunsystem ikke utvikles fult ut for 2-3 méneder etter

klekking (Magnadottir et al. 2004; Magnadottir et al. 2006).

Forhold som egker sannsynligheten for & fa levedyktige larver avhenger av tre samvirkende
faktorer. Dette inkluderer larvene selv, det mikrobielle- og det fysio-kjemiske miljaoet. Disse
faktorene pavirkes igjen av mange ulike forhold, som for eksempel larvenes genetiske arv, det
mikrobielle miljoets sammensetning, og ulike kjemikalier i det kjemiske miljoet (Vadstein

1997). Samhandlingen mellom de ulike faktorene er fremstilt i Figur 2.
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Figur 2 Tre viktige faktorer som pavirker sannsynligheten for & fa levedyktige larver (Py) og
ulike forhold som pavirker disse. Modifisert figur fra Vadstein (1997).

Figur 2 illustrerer at sannsynligheten for a fa levedyktige larver, P,, oker dersom en bruker
metoder som skyver de tre sirklene mot hverandre. En kan ogsé se at forskyving av kun en av
sirklene vil ha en begrenset effekt. Malet blir derfor & finne en strategi som benytter tiltak

rettet mot alle de tre ulike aspektene.

1.2 Fisk - bakterieinteraksjoner

Med tanke pa interaksjoner mellom mikrobielle organismer og eukaryoter, mé fisk og andre
dyr som lever i vann tdle mer i forhold til dyr som lever i luft. Sjevann fungerer som et
medium for bade transport og vekst av mikroorganismer, mens luft hovedsaklig kun sees pa
som et transportmedium (Hansen et al. 1999). Akvatiske dyr lever i et miljo hvor patogener
ofte kan leve uavhengig av sine verter, og fisk lever normalt i bakteriekonsentrasjoner rundt
1 000 000 bakterier mL™', og viruskonsentrasjoner som kan vare 10-100 ganger hoyere enn
bakteriekonsentrasjonene. Mikrobielle organismer kan overferes til, eller samvirke med fisk
pa en rekke ulike mater (Figur 3). Blant annet tas bakterier opp gjennom for og nar larvene
drikker. Kildene for interaksjon kan deles inn i eksterne og interne kilder, som har sterk

pavirkning pa hverandre (Vadstein et al. 2004).
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Figur 3 Viktige eksterne og interne bakterielle kilder, som samvirker med fisk (modifisert fra
Vadstein et al. 2004) (Foto: Diego Mendiola).

I motsetning til terrestriske dyr, som far overfort bakterier gjennom kontakt med mor, legger
fisker og andre akvatiske dyr akseniske egg i vannet. Den mikrobielle ekologien under
utvikling av egg hos torsk og kveite (Hippoglossus hippoglossus) har blitt beskrevet 1 en
undersekelse utfert av Hansen og Olafsen (1989). Det ble observert signifikant bakterievekst
pa overflata av torskeegg to timer etter befruktning, og innen klekking pa dag 18 var eggene

dekket av bakterier (Hansen et al. 1989).

Interaksjoner mellom bakterier og deres verter er symbiotiske forhold som deles inn i tre ulike
hovedtyper (Figur 4). De ulike formene for symbiose er mutualisme, kommensalisme og
parasittisme. Mutualisme er den mest fordelaktige symbioseformen og skjer nar begge
symbionter oppnar noe positivt fra forholdet. Kommensalisme er et forhold hvor en av
symbiontene far fordeler fra symbiosen, mens den andre (verten) verken skades eller hjelpes.
Parasittisme er den mest skadelige formen, og skjer nar den ene symbionten lever pa

bekostning av, eller skader verten (Madigan et al. 2006).
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Figur 4 Skjematisk oversikt over dynamikken i ulike typer symbiotiske forhold (modifisert
fra Prescott et al. (1999)).

Opportunistiske bakterier er bakterier som ikke nedvendigvis er patogene, men de kan
kolonisere en vert dersom denne er svekket, eller bakteriekonsentrasjonen er hgy nok. En slik
overkolonisering kan vare skadelig for verten (Vadstein et al. 2004). Det har blitt vist at
kolonisering av patogener eller oportunistiske bakterier pa overflata av fiskeegg kan vare
skadelige og forarsake sykdommer hos egg (Hansen et al. 1992) og larver (Bergh et al. 1997).
Flere undersgkelser har konkludert med at problemer som oppstadr under produksjon av
fiskeyngel, som oftest skyldes opportunistiske bakterier, og ikke spesifikke patogener
(Hansen et al. 1989; Munro et al. 1995; Vadstein et al. 2004).

For & hindre at ugunstige mikroorganismer koloniserer larvene, er det viktig & ha en stabil,
mutualistisk, mikroflora i larvenes tarmsystem. Dette kan fore til at invaderende populasjoner
av mikroorganismer, inkludert patogene bakterier, blir forhindret fra & kolonisere dette
systemet. I folge en review av Ringe og Birkbeck (1999) viser mange rapporter at bakterier
isolert fra mukus fra fisk produserer forbindelser som hindrer veksten til mange ulike
fiskepatogener. | tillegg kan ufarlige mikroorganismer motvirke infeksjoner og vekst av
patogener, ved at de blokkerer steder de patogene bakteriene kan feste seg til (Ringo et al.
1999).
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1.3 Mikrobiell kontroll i yngelproduksjon

Figur 2 viser hvilke faktorer som er med pa & pévirke sannsynligheten for & fa levedyktige
fiskelarver. Dersom disse faktorene endres i riktig retning, kan det bidra til 4 oke denne
sannsynligheten. Vadstein et. al (1993) kom med et forslag om en generell strategi for
mikrobiell kontroll, som tar hensyn til bdde ekologiske forhold og de tre faktorene i Figur 2.
Strategien innebarer ikke bruk av antibiotika, og baserer seg pa bruken av tre ulike elementer:
Ikkeselektiv reduksjon av bakterier; selektiv forbedring av bakterier; og forbedring av

fiskelarvenes motstandsdyktighet mot bakterier (Tabell 1).

Tabell 1 Tre elementer i en strategi for & oppna mikrobiell kontroll i oppdrett av marine
fiskelarver. Her med eksempler pa mulige metoder for de ulike elementene i strategien
(Vadstein et al. 1993).

Element 1. Ikkeselektiv reduksjon av bakterier

e Opverflatedesinfisering av egg

e Reduksjon i tilfersel av organisk materiale

e Fjerning av organisk materiale

e Kontroll av bakteriell biomasse ved beiting
Element 2. Selektiv forbedring av bakterier

e Scleksjon av enskede bakterier

e Tilfersel av utvalgte bakterier til oppdrettstanker

e Inkorporering av utvalgte bakterier i foret
Element 3. Forbedring av fiskelarvenes motstandsdyktighet mot bakterier

e Stimulering av det generelle immunforsvaret

e Modulering av maternal immunitet

For a undersgke interaksjoner mellom vert og mikroorganismer er bruken av gnotobiotiske
systemer et godt verktey. Et gnotobiotisk system er dyr, for eksempel fisk, som holdes i
bakteriefrie forhold eller i et milje med en spesifikk mikroflora. P4 denne méten kan man
karakterisere det aktuelle dyrets funksjon i et bakteriefritt eller gnotobiotisk milje for sa &
undersoke effekten av & tilsette en bestemt bakteriepopulasjon (Marques et al. 2006). Man kan
dele inn det en kan forske pa ved hjelp av gnotobiotiske systemer, i tre kategorier: a)

ernaringsbehov; b) vert/mikrobe interaksjoner; ¢) og metabolske funksjoner.
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1.3.1 Probiotiske bakterier

En type mikrobiell kontroll som har gitt ekt levedyktighet for fiskelarvene, er & tilsette
probiotiske bakterier til vannet eller foret, med det mal & kolonisere fiskelarvene med enskede
bakterier. Dette herer til under element 2 i Vadstein et al. (1993) sin strategi (Tabell 1)
(Verschuere et al. 2000; Makridis et al. 2000a; Makridis et al. 2000b; Vine et al. 2006).

Verschuere et al. (2000) bruker folgende definisjon av probionter: Probionter er levende
mikrobielle organismer, som utever positive effekter pd verten ved &; modifisere mikrobielle
samfunn assosiert med verten eller i vertens omgivelser; forbedre foropptaket eller forets
naringsverdi; forbedre vertens respons mot sykdommer; eller forbedre kvaliteten pd vertens
omgivelser. Organismer som gar inn under denne definisjonen er mikrober som hindrer
patogene bakterier i & reprodusere seg i vertens tarm, pa overflatestrukturer og i miljeet som
omgir verten; som sikrer optimalt naringsopptak ved & pdvirke vertens fordeyelse; som

forbedrer vannkvaliteten; eller som stimulerer vertens immunsystem (Verschuere et al. 2000).

Flere ulike mekanismer er viktige for at effektene nevnt ovenfor skal kunne oppnés. Fjellheim
(2006a) summerer i sin PhD-oppgave de viktigste av disse:

e Produksjon av inhibitoriske forbindelser

e Konkurranse om adhesjonsseter

e kning av immunrespons

e Produksjon av fordelaktige forbindelser, som for eksempel fordeyelsesenzymer og

vitaminer.
e Antivirale effekter

e Forbedring av vannkvaliteten

I tillegg mé de probiotiske bakteriene kunne feste seg til, og vokse i mukus i tarmen, og kunne
tolerere miljoet i vertens mage og tarm, for & kunne kolonisere verten (Fjellheim 2006).
Fjellheim et al. (2006a) brukte to strategier for seleksjon av probiotiske kandidater fra
torskelarvenes tarmsystem (intestinal tract): a) & isolere den dominante bakteriefloraen i
larvenes tarm, og b) & isolere bakterier som produserer antimikrobielle forbindelser mot den
patogene bakterien L. anguillarum. Nesten 500 kandidater ble isolert, og etter videre testing in

vitro ble 7 kandidater plukket ut til et in vivo eksperiment. Dette forte til at to kandidater ble
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forkastet, mens 5 kandidater forte til gkt overlevelse hos torskelarvene i forhold til den

positive kontrollen. 4 av disse probiotiske kandidatene er vist i Tabell 2.

Tabell 2 Egenskaper hos fire utvalgte probiotiske kandidater (Fjellheim et al. 2006b).
Antagonisme-kolonnene indikerer hvor mange av de fire patogene og de tre dominante
bakteriene som ble inhibert. Extracelluler enzymproduksjon sikter til den totale
poengsummen for alle de 19 extracellulere enzymene (maksimum poengsum 5 for hver av de
19 enzymene, med maksimum totalsum pa 95). Antall enzymer produsert viser kun til

enzymer med en produksjonspoengsum heyere enn 2.

Egenskaper ND2-7 RD5-30 RA4-1 RA7-14
Nermeste match i Microbacterium sp. Vibrio gallicus Roseobacter sp. Pseudoalteromonas sp.
GenBank

Seleksjonsstrategi Dominant Dominant Antagonist Antagonist
Antagonisme mot 0 0 4 3

patogener

Antagonisme mot 0 0 1 1
dominante

Adhesjon til mucus (%) 1,5 4 20 2

Vekstrate i mucus h”! 0,033 0,075 Ingen vekst 0,097
Vekstrate i marine broth, 0,130 0,248 0,166 0,217

bl

Extracelluleer 42 22 22 47
enzymproduksjon

Antall enzymer 9 5 3 9

produsert

Fermentative i OF - +

medium

Ureaseaktivitet - - + +

Utvelgelsen av de 7 isolatene ble gjort av Fjellheim, med bakgrunn i isolatenes egenskaper
(Fjellheim 2006; Fjellheim et al. 2006a). Antagonisme ble kun funnet i isolatene fra den
antagonistiske seleksjonsstrategien, og isolatene med antagonisme mot flere patogener,
deriblant L. anguillarum, ble foretrukket. Evne til adhesjon og vekst i mukus er viktige
egenskaper for & muliggjere kolonisering av tarmsystemet (intestinal tract). Kandidater med
hey evne til adhesjon til mukus ble foretrukket, men kandidater med lavere adhesjon ble ogsé
plukket ut dersom de gjorde det bra i andre tester. Produksjon av mange ekstracellulaere
enzymer, som kan bidra pa en fordelaktig méte til fiskens fordeyelse, ble lagt mer vekt pa enn

kandidatenes vekstrate i mukus. Dette for & hindre at opportunistiske bakterier ble valgt.
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Det finnes mange undersekelser som tar for seg bruk av probiotiske bakterier for & eke
fiskelarvers overlevelsesevne. Sammenhengen mellom probiontenes fordelaktige effekter, og
deres undertrykkelse av patogene bakterier in vivo, trenger imidlertid videre undersokelser.
Selv om det kan vaere en sammenheng mellom bakterienes naringsverdi og deres probiotiske
effekt bar disse to egenskapene undersgkes hver for seg (Verschuere et al. 2000). Ved tilsats
av levende probiotiske kandidater under produksjon av torskelarver, kan deres probiotiske
effekt pa torskelarvene in vivo undersekes. Dersom dede probiotiske kandidater tilsettes kan
man se om bakterienes naringsverdi har en effekt pa torskelarvene, eller om bakterier som
partikler kan ha en pévirkning pa torskelarvenes immunsystem. Ved & sammenligne disse
resultatene, kan en finne ut om bakteriene ma vare aktive for & ha en positiv effekt pa

torskelarvene, eller om det er bakterienes bestanddeler som star for effekten.

Det er blitt vist at bakterier kan bidra til & eke naringsverdien i for som brukes i dyrking av
Artemia, ved at bakteriene direkte eller indirekte er en av hovedkildene for proteiner,
vitaminer, essensielle aminosyrer, fettsyrer, polyaminer, enzymer og uorganiske
neeringsstoffer (Hessen et al. 1990; Gorospe et al. 1996). Marques et al. (2005) fant at dede
bakterier kan eoke biomasseproduksjonen hos Artemia, og at overlevelsesevnen eoker ved
tilsats av dede bakterier. Dette gjelder spesielt ved bruk av for med lavt neringsinnhold. I det
aktuelle forsoket sa det likevel ikke ut til at dode bakterier bidro med nok neringsstoffer til at

den individuelle lengden hos Artemia eker (Marques et al. 2005).

Taoka et al. (2006) viste at dede bakterieceller kan ha en positiv effekt pa tilapia
(Oreochromis niloticus). Bade tilsettelse av dede og levende bakterier forte til reduserte
stressfaktorer hos fisken, samt at hemoglobinnivéet 1 blodet ekte. Men ved tilsetting av en
patogen bakterie hadde behandlingen med levende probiotiske bakterier storst effekt pa
fiskens overlevelse (Taoka et al. 2006).

1.3.2 Quorum sensing

Quorum sensing er en form for kommunikasjon som brukes av bakterier. Denne
kommunikasjonen bestar av frigjoring, detektering og respons pa endringer i konsentrasjonen
av kjemiske signalmolekyler som kalles autoindusere. Bakteriene kan slik kontrollere
uttrykket av ulike gener basert pd populasjonstettheten. Pa denne maten kan en
bakteriepopulasjon koordinere genuttrykket til hele bakteriepopulasjonen (Schauder et al.

2001). Mange bakterielle fenotyper hos gram positive og gram negative bakterier kontrolleres
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pa denne méten. Eksempler pa dette er luminescens, sporedannelse, produksjon av antibiotika,
dannelse av biofilm og produksjon av lytiske enzymer, toksiner og molekyler brukt i adhesjon

(Bassler et al. 1993; Miller et al. 2001; Schauder et al. 2001; Whitehead et al. 2001).

Quorum sensing ble forst oppdaget i den marine bakterien Vibrio fischeri av Nealson og
Hastings (1979). Bioluminescens skjer kun ved heye bakteriekonsentrasjoner, og denne
prosessen kontrolleres ved hjelp av quorum sensing (Nealson et al. 1979). Det finnes i
hovedsak tre ulike quorum sensing systemer (Defoirdt et al. 2004). Gram negative bakterier,
som V. fischeri, benytter acetylerte homoserinlactoner (AHL) som sine autoindusere, mens
gram positive bakterier bruker prosesserte oligopeptider (Figur 5) (reviews fra Miller et al.

2001; Schauder et a. 2001; Whitehead et.al 2001).
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Figur 5 (modifisert fra Miller og Bassler 2001) A) Gram negative bakterier har minst to

regulatoriske proteiner, som er homologe til proteiner funnet hos V.fischeri. Disse kalles LuxI
og LuxR. LuxI-lignende proteiner star for biosyntesen av. AHL molekyler. LuxR-lignende
proteiner binder disse autoinduserene nar de kommer opp pa et visst konsentrasjonsniva.

LuxR-autoinduser komplekset, kan da aktivere transkripsjon av spesifikke malgener (Miller et
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al. 2001). B) Gram positive bakterier bruker prosesserte oligopeptider som sine autoindusere.
Disse fraktes ut av cella, og nar den extracellulere konsentrasjonen er hey nok, vil en
histidinsensor-kinase detektere peptidene, og dermed aktiveres ved autofosforylering.
Fosforgruppa overferes til en respons-regulator inne i cella, som etter fosforylering kan

aktivere transkripsjonen av spesifikke malgener (Miller et al. 2001).

Det tredje systemet benytter flere ulike AHL molekyler som fungerer sammen (Figur 6) og
finnes hos Vibrio harveyi. Denne metoden bestdr av tre system som har hver sine
autoindusere, henholdsvis harveyi autoinduser 1 (HAI-1, N-(3-hydroksybutanoyl) homoserin
lakton) (Cao et al. 1989), autoinduser 2 (Al-2, 3A-metyl-5,6-dihydro-furo(2,3-
D)(1,3,2)dioksaborole-2,2,6,6 A-tetraol) (Chen et al. 2002), og en tredje autoinduser, cholerae
autoinduser 1, som kalles CAI-1 (Henke et al. 2004a). Disse systemene fungerer pa en
koordinert mate for & kontrollere blant annet bioluminescens, type I1I sekresjon og produksjon
av metalloprotease. HAI-1 produseres av proteinet LuxM og detekteres av LuxN, mens Al-2
produseres av LuxS, og detekteres av to proteiner, LuxP og LuxQ, som fungerer sammen.
CAI-1 produseres av en autoindusersyntase kalt CqsA, og detekteres av sensoren CqsS.
Resten av signalsporet er likt for de tre systemene (Figur 6) (Cao et al. 1989; Bassler et al.

1993; Bassler et al. 1994; Chen et al. 2002; Henke et al. 2004a; Henke et al. 2004b).
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Figur 6 Modell av Vibrio harveyi quorum sensting systemene. V.harveyi har tre parallelle
systemer som regulerer uttrykket av ulike gener. Hvert av systemene har sin egen autoinduser,
HAI-1, AI-2 og CAI-1, som produseres av hver sine syntaser, og detekteres av hver sine

sensorer (Waters et al. 20006).

For & belyse hvordan disse systemene virker, tas det her utgangspunkt i bakteriens evne til
bioluminescens. Ved lav celletetthet, det vil si lav konsentrasjon av autoindusere,
autofosforyleres LuxN og LuxQ. Fosforgruppene overfores sa til LuxU, som er et
fosfotransferaseprotein, som sa overfarer gruppene videre til LuxO. Dette forer til at LuxO
aktiveres, som sammen med o, aktiverer uttrykket av gener som koder for smé regulatoriske
RNA molekyler (sSRNA). Disse vil, sammen med Hfg, et RNA chaperon, destabilisere /uxR
mRNA, og LuxR produseres ikke. Operonet /luxCDABE, som koder for luciferase, vil da ikke
transkriberes, og bakteriene vil ikke kunne produsere lys. Ved hoy celletetthet, det vil si hay
konsentrasjon av autoindusere, endres LuxN og LuxQ til fosfataser, og fosfatgrupper fjernes
fra LuxO. LuxO vil da inaktiveres, [uxR uttrykkes, LuxR bindes til /uxCDABE promotoren,

noe som aktiverer uttrykket av operonet, og bakterien produserer lys (Defoirdt et al. 2004).
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Mange virulensfaktorer hos patogene bakterier styres av quorum sensing. A kunne forstyrre
quorum sensing prosessen er fortsatt et relativt uutforsket omridde, men de rapportene som
foreligger tilsier at dette kan ha potensiale innen sykdomsbekjempelse blant akvatiske
organismer. Defoirdt et al. (2004) har listet opp 5 ulike teknikker som kan brukes for & hindre

quorum sensing:

1. Inhibering av biosyntesen av signalmolekyler.
Bruk av quorum sensing antagonister.
Kjemisk inaktivering av signaler brukt i quorum sensing.

Biologisk nedbryting av signalmolekyler.

A I

Bruk av quorum sensing agonister.

I et forsek utfort av Defoirdt et al. (2006), ble det vist at Artemia fransiscana kunne beskyttes
mot patogene bakterier som Vibrio harveyi, V. campbellii og V. parahaemolyticus, ved bruk
av brominerte furanoner. Bakterienes AI-2 baserte quorum sensing system regulerer
virulensen mot A. fransiscana. Dette systemet ble hindret ved bruk av en naturlig og en
syntetisk brominert furanon, noe som forte til at A. fransiscanas overlevelse okte. V. harveyi
har ogsé en negativ innvirkning pa veksten til rotatorien Brachionus plicatilis. Tinh et al.
(2007a) har gjennomfert et forsek og konkludert med at to av quorum sensing systemene til

V. harveyi er nadvendige for at bakteriene skal ha en vekstreduserende effekt péd B. plicatilis.

V. harveyi er en viktig patogen i oppdrett av blant annet reker. Karunasagar et al. (1994) fant
ved undersekelse av et tilfelle av masseded 1 et klekkeri for Penaeus monodon, at
antibiotikaresitente linjer av V. harveyi kunne isoleres fra alle infiserte larver (Karunasagar et
al. 1994). Problemet med antibiotikaresistente linjer av V. harveyi, gjor det nedvendig & finne
nye metoder for & bekjempe sykdomsutbrudd grunnet denne bakterien. V. harveyi er en av
mange bakterier som benytter AHL molekyler som signalmolekyler i quorum sensing. Ved &
bruke bakteriesamfunn som kan bryte ned disse signalmolekylene, vil en muligens kunne

redusere bakteriens patogene effekt ved & hindre quorum sensing.
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1.4 Mal og delmal

Denne oppgavens mal var & studere torskelarve/bakterie interaksjoner ved hjelp av
gnotobiotiske systemer. Torskelarvenes respons ble malt med genuttrykk, vekst og

overlevelse. Mélet ble delt opp i folgende to delmal:

1. Teste effekten av quorum sensing inhiberende bakterier pad en patogens evne til a

skade torskelarver.

2. Vurdere betydningen av levende versus dede bakterier for genuttrykk, vekst og

overlevelse hos torskelarver.
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2 MATERIALER OG METODER

2.1 Biologisk materiale

2.1.1 Bakteriefrie algekulturer

Bruk av marine mikroalger er svert utbredt i startforingsforsek med marine fiskelarver.
Algene brukes i produksjon av rotatorier som brukes som levende for, og de gis ogsé direkte
til larvene sammen med rotatoriene (Naas et al. 1992; Reitan et al. 1993; Reitan et al. 1997).
Denne metoden, som innebarer bruk av sma mengder mikroalger, kalles gront-vann metoden,
og brukes i produksjon av de fleste marine fiskearter. Algen kan fungere som nering bade for
fiskelarver i tidlige utviklingsstadier og rotatorier. Det antas at bruken av mikroalger i
startforingsprosessen forbedrer neringsforholdene for fiskelarvene pé to mater. Enten direkte,
eller ved & oke rotatorienes naringsverdi (Reitan et al. 1997). I folge Naas et.al (1992) vil
tilsetting av alger i fisketankene fore til at lysforholdene i tankene og ogsé fiskelarvenes

spisevaner endrer seg.

Algen som ble brukt i forsekene var Isochrysis sp., og ble kjopt fra Culture Collection. Der
var den allerede gjort bakteriefri. Algen ble dyrket bakteriefritt i F/2 medium (Tabell V2.3) i
dyrkningsflasker med aktiv lufting ved 20°C og konstant lys.

Ved bruk av alge som karbonkilde for rotatorier er det nedvendig & estimere mengde karbon i
algekulturen. Dette ble gjort ved at den optiske tettheten (OD) til algen ble malt ved 750 nm,
og resultatet etter mélingene ble omregnet til mgC L™ ved hjelp av folgende empiriske formel
(Reitan et al. 1994):

Caige (mgC L) = 133,5 X — 2,8055

Hvor:

OD7s er optisk tetthet ved 750 nm i 1 cm kyvette.
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2.1.2 Bakteriefrie rotatoriekulturer

Rotatorien som ble brukt i forsekene var Brachionus “Nevada” (Sintef Fiskeri og Havbruk,
Trondheim). Rotatoriekulturen hadde tidligere blitt gjort bakteriefrie av Phd stipendiat Torunn
Forberg. Alle rotatorier ble dyrket bakteriefritt i FASV ved 20°C og konstant belysning, i
flasker med aktivt luftesystem. Isochrysis sp. ble brukt som for. B. "Nevada” krever 2-4 mg
C/L for maksimal veksthastighet (imax). Maksimal veksthastighet kan antas & vaere 1,0 d”' For
a finne optimal tilsats av alge brukes folgende formler:
Biomasse i kulturen etter ett degn:

B, = B, x et
Hvor:
B, og B, = Biomasse dag 1 og dag 0 (individ mL™)
w = veksthastighet (d™)
Karbonproduksjonen i perioden:

Pind =B;-B, eller PC = Pind X ug C/ individ
Antar her at pg C/ individ = 0,3
Karbonkonsumpsjonen i perioden:

Ke=P. /Y

Hvor:

Y = vekstutbyttet, antas 4 vare 0,3 mgC mgC™
Karbonkonsumpsjonen blir da:

K.= 1,7 Heg Calge/ ug Crotatorie X d-l
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King= Kc % pg C/ individ = 0,51 pug Cyjge / individ d!
Mengde alge som skal tilsettes per mL rotatoriekultur kan sd beregnes ut fra felgende formel:
mL alge = B, X King / Calge

For & bestemme antall rotatorier mL™, tas en preve fra kulturen og antall rotatorier telles
under lupe. For telling fikseres rotatoriene ved tilsetting av sur Lugols lgsning (Tabell V2.6).
Ti dréper rotatoriekultur a 100 pL ble satt pd en petriskdl, og 1 drdpe lugol ble tilsatt for
telling 1 lupe. Ved uttak av sterre provevolum ved lave rotatorietettheter, ble Lugols lasning
tilsatt direkte til proven. Proven ble sa latt std urert i 5 minutter slik at de fikserte rotatoriene

sank. Det meste av proven ble s fjernet, og restvolumet ble helt over i telleskip.

2.1.3 Bakteriekulturer

For & ansla antall bakterier i en bakteriekultur, ble den optiske tettheten (OD) maélt ved 660
nm i et spektrofotometer, og resultatet etter malingene ble omregnet til CFU mL™ (Colony
Forming Units) ved hjelp av empiriske formler etablert for hver bakterielinje av Fjellheim
(2006) (Tabell 3). Bakteriene ble dyrket i Marine Broth pa risting, ved romtemperatur og i lys.

De ulike bakterielinjene som ble brukt i forsekene er presentert i Tabell 3.

Tabell 3 Bakterielinjer brukt i korttidsforsek og startforingsforsek, sammen med empiriske

formler for konvertering av ODgg til CFU mL".

Bakterie Linje CFU mL™ vs ODggo (=X)
Vibrio sp. RD5-30 2x 10X -5 %10’
Roseobacter sp. RA4-1 9 x 10X — 4 x 10’
Microbacterium sp. ND2-7 2x10°X —4 x 10°
Pseudoalteromonas sp. RA7-14 1 x10°X —4 x 107
Listonella anguillarum HI6-10 1200 x 10° X

For & kvantifisere bakterier som bryter ned quorum sensing signalmolekyler ble Vibrio
harveyi linje BB120, og ulike mutante linjer brukt (Tabell 4). Alle linjene ble dyrket i Marine
Broth pa risting, ved 28°C i merket.
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Tabell 4 Vibrio harveyi linjer brukt for kvantifisering av AHL-molekyler (Fra Bonnie Bassler
ved Departement of Molecular Biology, Princeton University, New Jersey, USA).

Linje Egenskap

BB120 Villtype

JMH612 Ikkefungerende AI-2 og CAI-1 reseptorer
JMHS597 Ikkefungerende HAI-1 og CAI-1 reseptorer
JAF375 Ikkefungerende HAI-1 og AI-2 reseptorer

2.1.4 Kvantifisering av bakterier

Det ble tatt ut vannprever omtrent hver tredje dag i startforingsforseket, og bakterietetthet og
eventuell kontaminering i disse ble undersgkt ved bruk av flytende og fast medium (Marine
Broth og M65 (Tabell V2.1)). I tillegg ble det tatt ut vannprever ved avslutning av bade
startforingsforseket og korttidsforsekene, og CFU mL™ ble beregnet ved utplating av en
fortynningsrekke pé fast medium (Marine Broth og M65). Bakterietettheten ble ogsa beregnet

ved bruk av flow cytometri.

2.1.4.1 CFU (colony-forming units) og OD (optical density)

Ved utplating av prever pd fast medium ble 0,1 mL vannpreve stroket ut pa agarplater ved
hjelp av en glasstav eller glasskuler. Utplating av sterre provevolum enn dette anbefales ikke,
da det kan fore til at overskuddsvaske ikke absorberes i agaren. Koloniene kan da vokse inn i
hverandre og pd grunn av dette bli vanskelig a telle. En annen faktor som kan fere til
feiltelling, er om antallet bakterier i proven er for heyt. Dersom det er for mange bakterier pd
en plate kan det skje at celler ikke danner kolonier, og voksende kolonier kan overlappe
(Madigan et al. 2006). For & unngé dette ble det her brukt fortynningsrekker ved utplating av
vannprever tatt ved avslutningen av forsekene. Oppsett av en slik fortynningsrekke er vist i
Figur 7. Ved 4 telle koloniene pé platene og ta hensyn til fortynningsfaktoren kan en finne

CFU mL™ i den opprinnelige proven.

23



Vannprave

1 ml

Fortynning  e——a—

1 ml 1 ml 1 ml 1 ml

MM

i}

1/10 1/100 1/103 1/104 1/10°5 1/10°
(10°") (1073 (1073 (107%) (1075 (1079

l | }

KJ(

Z aTe et & =
L - 1 159 1 7 o
For mange kolonier til Kolonier Kaloniar Kalonier Kaloniar
at dat er mulig 3 telle

Kalonier

9 ml flytende

medium —

Utplating av 0.1 ml preve

159 x 10° = 1.59 x 10°

Antall kolonier Fartynnings- Celler (colony-forming unitf, CFU) per ml i

faktor opprinnelig preve
Figur 7 Prosedyre for telling av bakterier pa fast medium ved hjelp av en fortynningsrekke
(modifisert fra Madigan og Martinenko 2006).

En mer indirekte mate & male bakterievekst pé, er & se pa turbiditeten i flytende medium. En
bakteriesuspensjon vil se turbid ut pa grunn av at bakteriecellen sprer lyset som gar gjennom
suspensjonen. Jo flere bakterieceller det er i suspensjonen, jo mer vil lyset spres og
turbiditeten eker. Turbiditeten ble her malt ved hjelp av et spektrofotometer, som maéler
mengden lys som gar gjennom suspensjonen. Belgelengder som brukes 1 slike mélinger er
typisk 540 nm (grenn), 600 nm (oransje) eller 660 nm (red). Reduksjonen av lys som gar
gjennom suspensjonen ndr antallet bakterieceller oker, blir oppgitt i optisk densitet (OD) for
et spektrofotometer. Ved svert hoye celletall kan mélingene bli feil, pd grunn av at lys som
sendes bort nér det stater pa en celle, kan sendes tilbake av en annen celle. Ved slike tilfeller
vil forholdet mellom OD og celletall ikke vere lineaert (Figur 8), og cellesuspensjonen ber
fortynnes (Madigan et al. 2006). I denne oppgaven ble dette gjort ved dyrking av bakterier
som skulle brukes i de ulike forsekene. Det ble mélt OD ved 660 nm, og celletallet i

suspensjonen ble s& beregnet ut fra empiriske formler (Tabell 3).
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Figur 8 Forholdet mellom celletall eller terrvekt, og turbiditetmélinger (OD). 1:1 forholdet
mellom OD og celletall avviker fra lineariteten ved hey turbiditet (modifisert fra Madigan et
al. 20006).

2.1.4.2 Flow cytometri

Den generelle definisjonen av cytometri er en prosess hvor enkeltcellers, eller andre
biologiske eller ikke-biologiske partiklers, fysiske og/eller kjemiske karakteristikker males.
Metoden kan blant annet brukes for telling og identifisering av mikroorganismer. 1 flow
cytometri gjores malingene ved at cellene eller partiklene som skal undersgkes sendes i en
vaskestrom gjennom en lysstrdle med en viss belgelengde. Partiklene blir som regel farget
eller merket med fluoriserende merker (tags), noe som forer til at de kan detekteres
elektronisk nar de passerer gjennom en laserstrale (Marie et al. 1997; Marie et al. 1999;
Davey et al. 1999). Flere detektorer er rettet mot punktet hvor stremmen av partikler passerer
lysstrdlen. En detektor gar i samme retning som lysstralen (Forward Scatter, FSC), og flere
gar vinkelrett pa lysstralen (Side Scatter (SSC) og en eller flere detektorer for fluoresens)
(Marie et al. 1997; Marie et al. 1999; Davey et al. 1999; Shapiro 2003). I dette forseket ble
det benyttet FACSScan flow cytometry (Becton Dickinson, USA) utstyrt med en laser (15
mW, 488 nm) og standard oppsett av filter (beskrevet i Marie et al. 1999).

Hver partikkel eller celle som passerer lysstralen vil spre dette lyset pa en viss mate (Figur 9),
og fluoriserende materialer pa eller i partiklen kan eksiteres slik at det sender ut lys som har
en lengre belgelengde enn lyskilden. Denne kombinasjonen av spredt og fluoriserende lys

plukkes opp og analyseres av de ulike detektorene. Ut fra denne informasjonen kan en si noen
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om de fysiske og kjemiske egenskapene til partiklene som gér gjennom lysstralen. FSC gir

informasjon om partiklenes volum, og SSC om den indre stukturen til partiklene.

Mengden lys som spres med store '
vinkler (13-150 grader) aker med

cellas indre granularitet og hvor

ru cellas overflate er. Den totale lysreduksjonen fra
den innkommende lysstrélen
representarer mengden lys
som absorheres og spres av
cella.

Innkammende lysstréle Cele .————_—b

Mengden lys som spres med

Mengden fluoresens som sm3 vinkler (0.3 - 3 grader)
emitteras m3 vere mindre enn gir et omirentlig mal p
mengden lys som absorheres, og cellestarrelse.

er generelt satt proporsjonal med
mengden fluoresensmateriale |
eller p cella.

Figur 9 Spredning av lys i mate med en celle (modifisert fra Shapiro 2003).

I denne oppgaven ble metoden brukt til & kvantifisere antall bakterier i vannprever fra de ulike
behandlingene i startforingsforseket. Dette for & folge med pa de tilsatte bakterienes utvikling
med hensyn til vekst, og for & undersegke eventuell kontaminering i bakteriefrie behandlinger,
behandlinger tilsatt dede bakterier og bakteriefrie rotatorie- og algekulturer. Det ble tatt ut
vannprever til undersgkelse pad dag 6, 10 og 17 (avslutning av forseket) etter klekking, og

rotatorie- og algekulturene ble undersokt ved avslutning av forseket.

For méling ble alle provene fortynnet. Provene fra dag 6 etter klekking ble alle fortynnet 1:10
og kjort pd ”low”. P4 dag 10 og ved avslutningen av forseket, ble proven fra den bakteriefrie
behandlingen fortynnet 1:10 og kjort pd ”low”, mens de andre prevene ble fortynnet 1:50 og
kjort pa “high”. Flow rate for “low” og “high” var p& henholdsvis 18,57 uL min" og 47,31 uL

min™.

For hver prove ble det laget en 500 pL proveblanding for méling. Fer blandingen ble satt pa

apparatet, ble den inkubert i morket ved romtemperatur i 15 minutter. Blandingen inneholdt

folgende:
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50 pL preve

2 uL 1 um monodisperse fluoriserende kuler (2 pL kuler, 498 pL MilliQ)
443 uL FASV

5 uL SYBR® green I (Molecular Probes)

Ved beregning av antall celler mL™ fra antall “events” ble fortynningsfaktoren forst tatt

hensyn til, og deretter ble folgende formel brukt;

(events / flow rate) x 1000 = celler mL"

2.2 Anriking av quorum sensing hemmende kandidater

Tinh et al. (2007¢) isolerte bakteriesamfunn som kan bryte ned signalmolekyler fra tarmen til
rekearten Penaeus vannamei, ved seleksjon med en miks av ulike N-acyl homoserinlakton
(AHL) molekyler (Tinh et al. 2007c). Dette herer til under teknikk 4 biologisk nedbryting av
signalmolekyler brukt i quorum sensing fra Defoirdt et al. (2004), og vil bli fokusert pa i
denne oppgaven. Dette er en kombinert bruk av element 1 og element 2 i Vadstein et al. sin
strategi for & oppnd mikrobiell kontroll i oppdrett av marine fiskelarver, nermere bestemt
overflatedesinfisering av egg, etterfulgt av enten seleksjon av enskede bakterier eller tilforsel

av selekterte bakterier.

Det ble her forsekt isolert quorum sensing nedbrytende bakteriesamfunn fra torskefeces. Dette
ble gjort ved anriking med en miks av ulike AHL molekyler. Ved anriking med AHL
molekyler som eneste karbonkilde, kan en isolere bakterier som kan utnytte disse molekylene

som n&ringsstoffer.

2.2.1 Tillaging av cellefritt vann anriket med AHL

Det ble laget cellefritt vann anriket med AHL fra L. anguillarum, HI-610 og fra V. harveyi,
BB120. Det ble brukt samme fremgangsmaéte for begge linjene (Tinh et al. 2007¢). Kulturene
ble dyrket i Marine Broth til ODgg var pa omtrent 1. Kulturene ble deretter overfort til sterile
sentrifugerer, og sentrifugert pad 5000 rpm, 4°C i 10 minutter. Supernatanten ble si helt av, og
pellet ble resuspendert i autoklavert NaCl-lgsning (20 g L'l). Kulturene ble sa inkubert med
risting ved 28°C i 30 minutter. Etter inkuberingen, ble de igjen sentrifugert pa 5000 rpm, 4°C i

10 minutter. For a fjerne alle bakteriecellene, ble supernatanten filtersterilisert to ganger (0,2

27



um Millipore spraytefilter). Det cellefrie vannet ble oppbevart ved -30°C i maks ¢én maned.

2.2.2 Anriking av AHL-nedbrytende kandidater fra torsk

Mikrobielle samfunn ble anriket fra feces og tarminnhold fra 3 individer av torsk, henholdsvis
fisk 1, 2 og 3, fanget i Trondheimsfjorden (modifisert protokoll fra Tinh et al. 2007c). Fra
hver fisk ble det tatt to praver. Det ble klemt ut feces fra endetarmen (prover F1, F2 og F3) og
deretter ble tarmen tatt ut, og det resterende innholdet ble skrapet ut (prever Flym, F2um 0og
F3im). Det ble ogsé tatt ut to prever av det resterende innholdet i plastposen fiskene hadde

blitt oppbevart i (prever Mix 1 og Mix 2).

Provene ble suspendert i 5 mL autoklavert NaCl-losning (20 g mL™") og satt til inkubering ved
romtemperatur i 2 timer. De ble deretter sentrifugert ved 1000 rpm i 1 minutt, og

supernatanten ble tatt ut og oppbevart i 20 % glyserol ved -80°C.

De mikrobielle samfunnene som ble isolert fra torsken ble brukt videre som startmateriale for
a isolere AHL-degraderende bakterier. Dette ble gjort ved at 200 pL av supernatanten ble
inokulert i et minimalt medium bestdende av 20 mL NSS tilsatt PO, og sporelementer (Tabell

V2.2, V2.4 0g V2.5) og 5 mg L' AHL miks (Tabell 5).

Tabell 5 AHL-molekyler brukt til anriking av bakteriesamfunn (Tinh et al. 2007¢)

AHL-molekyl Forkortelse
N-butyryl-DL-homoserin thiolakton C4-HST
N-butyryl-DL-homoserin lakton C4-HSL
N-heksanoyl-DL-homoserin lakton Ce-HSL
N-octanoyl-DL-homoserin lakton Cs-HSL
N-heptanoyl-DL-homoserin lakton C;-HSL

Kulturene ble s& inkubert med risting ved 28°C. Dette ble gjort i 6 sykluser, som hver varte i
48 timer. Det ble laget 3 paralleller av hver preve. Etter hver syklus, ble 200 pL av kulturen
overfort til en ny kolbe med friskt medium. Dersom det var tegn til vekst i kolbene, ble
celletettheten bestemt ved maling av optisk tetthet (OD) ved 660 nm og ved utplating av 50

pL kultur pa Marine agar.
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2.2.3 Nedbryting av autoindusermolekyler fra Vibrio harveyi

Dette ble gjort ved hjelp av Tinh et al. (2007c¢) sin protokoll. De tre anrikingskulturene med
hoyest vekst ble inokulert i Marine Broth og dyrket ved 28°C med risting i 48 timer.
Kulturene ble s& inokulert i cellefritt vann fra Vibrio harveyi BB120, til en tetthet pa 10° CFU
mL . Kontrollen inneholdt cellefritt vann fra BB120. Det ble laget 3 paralleller for hver
prove. Kulturene ble sa inkubert ved 28°C med risting i 24 timer, og deretter sentrifugert ved
5000 rpm i 10 minutter. For & fjerne alle bakteriecellene ble supernatanten filtersterilisert over

0,2 um Millipore sproytefilter.

For & beregne mengden V. harveyi autoindusere som fortsatt var i supernatanten ble evnen til
a indusere bioluminescens i V. harveyi dobbeltmutanter (Tabell 6). Hver av mutantene
fungerte som reporterlinje for en av de tre autoinduserene V. harveyi bruker i sitt quorum
sensing system, ved at to av tre reseptorer var ikke-fungerende. Mengden av de ulike
autoinduserene 1 supernatanten ble beregnet ut fra mutantenes evne til & indusere

bioluminisens.

Tabell 6 V. harveyi dobbeltmutanter brukt i denne oppgaven

Linje V. harveyi dobbeltmutanter Autoinduser mutanten er reporter for
JMH612 HAI-1

JMH597 Al-2

JAF375 CAI-1

Dobbeltmutantene ble dyrket i Marine Broth, ved 28°C med risting, til ODgg var pa omtrent
1. Kulturene ble sa fortynnet 1:5000 i1 friskt medium. 50 puL av hver av de fortynnede
reporterlinjene ble sa blandet med 50 ul av den filtersteriliserte supernatanten i eppendorfror.
Negativ kontroll var dobbeltmutanter i friskt Marine Broth, og positiv kontroll var
dobbeltmutanter i cellefritt vann fra BB120. Det ble laget 3 paralleller av hver behandling, og
en av negativ og positiv kontroll. Eppendorfrorene ble s& inkubert ved 28°C med risting i 3
timer for JAF375-linjen, og 4 timer for JMH612- og JMH597-linjene. Intensiteten pa
bioluminiscencen til de ulike kulturene, ble sa mélt i “relative light units” (RLU) ved hjelp av

et 20/20" Luminometer (Turner Biosystems).
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2.2.4 Anriking av Listonella anguillarum autoinduser-nedbrytende
kandidater fra torsk

P& samme méte som V. harveyi er L. anguillarum ogsa en viktig fiskepatogen, som skaper
problemer for oppdrettsnaeringen. Ved a anrike bakteriesamfunn med cellefritt vann fra L.
anguillarum, kan en isolere bakterier som kan nyttiggjere seg forbindelsene L. anguillarum

bruker som signalmolekyler i quorum sensing.

Det ble laget cellefritt vann fra L. anguillarum, HI-610, som beskrevet tidligere. 50 uL av de
ulike suspensjonene fra fiskene, ble inokulert i 5 mL cellefritt vann fra HI-610 og deretter
inkubert med risting ved 28°C i 48 timer. Dette ble gjort i 6 sykluser. Etter hver syklus ble 50
pL overfort til 5 mL friskt cellefritt vann fra HI-610. Veksten i anrikingsmediet ble undersokt

ved maling av ODggo 0g ved utplating av 50 pL kultur p4 Marine Agar.

2.2.5 Nedbryting av autoindusermolekyler fra Listonella anguillarum

Mengden av autoindusere i alle de ulike kulturene, ble beregnet ut fra bioluminescens hos V.
harveyi dobbeltmutanter (Tabell 6), pa samme mate som tidligere beskrevet. For & f4 hoy nok
vekst til & gjennomfere luminescens assayet, ble kulturene forst podet over i Marine Broth, og

satt til inkubering ved 28°C med risting, i 48 timer.
2.3 Torskelarveforsgk

2.3.1 Etablering av bakteriefrie torskeegg

I forseket i april 2008, ble torskeeggene hentet fra Troms Marin Yngel (Tromse, Norge).
Disse eggene ble ikke desinfisert for ankomst. I forseket i november 2008, ble eggene hentet
fra Marine Breed AS (Sunndalsera, Norge). Disse eggene ble desinfisert med 400 mg L™
glutaraldehyd pa Sintef Sealab en gang for ankomst.

Ved ankomst ble eggene vasket i to liter filtrert (0,22 pm Micropore filter), autoklavert
sjovann (FASV), og deretter overfort til to liter friskt FASV. Dette vannet ble sa tilsatt
glutaraldehyd (400 mg L™, 25 % losning), og eggene ble desinfisert i 10 minutter ved & rore
eggene forsiktig rundt i desinfiseringsvannet (Salvesen et al. 1995; Salvesen et al. 1997).
Eggene ble deretter skylt i to liter FASV tre ganger. Eggene ble sa pippetert over til store
petriskaler, som inneholdt FASV tilsatt 10ppm hver av ampicillin og rifampicin. All
behandling av torskeeggene ble gjort i sterilbenk og med sterilt utstyr. Petriskdlene med egg
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ble satt til klekking i et temperaturregulert rom, med lyset av. Temperaturen i rommet var da
8°C fram til eggene var klekket, og ble deretter gradvis ekt med ca. 1°C pr degn, inntil
temperaturen i rommet nadde 12°C. Eggene klekket da de var ca 90 degngrader. For
overforing til dyrkningsflaskene ble larvene overfort til store petriskdler med friskt FASV for
a fjerne antibiotika (Salvesen et al. 1997).

2.3.2 Korttidsforsgk

I korttidsforsekene ble det benyttet gjennomsiktige, sterile plastflasker med ventil for lufting
(NUNC™). Flaskene inneholdt 50 mL FASV, og det ble overfort 30 larver til hver flaske.
Flaskene ble sa tilsatt ulike typer bakterier. Flaskene ble oppbevart liggende, under samme
temperatur og lysforhold som for startforingsforseket. Antall dede torskelarver ble talt opp

hver dag.

Ved avslutning av korttidsforseket, ble vannprever fra alle flaskene platet ut pd M65, for &
finne antall bakterier (CFU mL™") i vannet. For oppbevaring av bakterieprover fra vannet til
senere analyser, ble 2 mL vann fra hver flaske sproytet gjennom DynaGard®-filter (0,2 pm).
Dette er filter som bestar av fiber dannet av en hydrofil blanding cellulose estere. Filtrene ble

oppbevart ved -20°C.

Fiskelarvene ble sa helt ut, og vasket raskt i friskt FASV, for de ble overfort til FASV tilsatt
dedelig dose Ethyl 3-Aminobenzoate (metomidat) (98%, Sigma-Aldrich®) (0,5 g LY.
Larvene ble deretter vasket raskt to ganger i MilliQ-vann, for de ble overfort til eppendorfror
med RNAlater Soln. (Ambion®). Rerene ble satt i til avkjeling pa 4°C over natt, og deretter
oppbevart ved -20°C.

2.3.2.1 Levende og degde probiotiske kandidater

I dette forsoket ble effekten pé torskelarvene av eksponering for levende versus dede bakterier
vurdert. Bakteriene ble tilsatt pad dag 0. Forseket omfattet fire forskjellige bakterier tilsatt en
og en eller i blanding, samt en kontroll med bakteriefrie torskelarver. Hver behandling hadde
tre paralleller. De probiotiske kandidatene som ble brukt var Vibrio RD5-30 (P1),
Roseobacter RA4-1 (P2) og Microbacterium ND2-7 (P3). Forsek 2 (Tabell 7), ble satt opp pa
samme mate, men da ble Roseobacter sp. byttet ut med en fjerde probiotisk kandidat,

Pseudoalteromonas RA7-14 (P4). Dette pa grunn av at veksten av Roseobacter sp. var for
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hey i forsek 1. Egenskaper til de ulike bakterielinjene er presentert i Tabell 2 (Fjellheim et al.
2006b).

Dede bakterier ble laget ved autoklavering (120°C, 20 minutter) av bakteriekulturene.
Bakteriene ble tilsatt slik at den endelige bakterickonsentrasjonen var pa 10° CFU mL"
(Fjellheim et al. 2006a). I behandlingene med ulike sammensetninger av de probiotiske
kandidatene, ble det tilsatt like mye av hver bakterielinje. I flaskene 28-33, ble det ved en feil
tilsatt bakterier slik at den endelige bakterieckonsentrasjonen var pa 10° CFU mL™. Flaske 1, 2

og 3 var bakterieftri kontroll.

Tabell 7 Ulike behandlinger i forsek 2 med levende og dede probiotiske kandidater.

Behandling Tilsats av levende Tilsats av dgde bakterier
bakterier (flaskenummer)

(flaskenummer)

Vibrio RD5-30 (P1) 4,5,6 7,8,9

Microbacterium ND2-7 (P3) 10, 11, 12 13, 14, 15
Pseudoalteromonas RA7-14 (P4) 16,17, 18 19, 20, 21
L. anguillarum 22,23,24 25,26, 27
Miks P1+P3+P4 28, 29, 30 31,32,33
Miks P1+P4 34, 35, 36 37,38, 39
Miks P3+P4 40, 41, 42 43, 44, 45
Miks P1+P3 46,47, 48 49, 50, 51

2.3.2.2 Quorum sensing nedbrytende kandidater

Torskelarvene ble fordelt pa 8 ulike behandlinger (Tabell 8). Hvilke bakteriekulturer som ble
tilsatt, ble bestemt ut fra luminiscencemélingene i anrikingsforseket. Det ble valgt & bruke
bakteriekulturene fra Mix 1 og Mix 2 fra anrikingen av AHL-degraderende bakterier fra torsk
(kalt henholdsvis AHL 1 og AHL 2). Bakteriekulturen fra Mix 2, fra anrikingen av L.
anguillarum autoinduser-degraderende bakterier fra torsk, ble ogsa brukt i en behandling (kalt
LAQ). Bakteriene ble tilsatt slik at den endelige bakteriekonsentrasjonen var 10° CFU mL™. I
fire av behandlingene ble det tilsatt levende L. anguillarum til en tetthet pa 10° CFU mL™', pa
dag 3 etter klekking.
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Tabell 8 Ulike behandlinger i korttidsforsek med potensielt quorum sensing hemmende

kandidater.

Behandling Uten Listonella anguillarum WMed Listonella anguillarum
(flaskenummer) (flaskenummer)

Bakteriefri 1,2,3 22,23,24

AHL 1 4,5,6 7,8,9

AHL2 10, 11, 12 13,14, 15

LAQ 16,17, 18 19, 20, 21

2.3.3 Startforingsforsgk

2.3.3.1 Eksperimentelt oppsett

Etter klekking ble larvene overfort til flasker med FASV (2 L, 30 larver L™). Det ble benyttet
9 flasker (2 L, NALGENE®), fordelt pé tre ulike behandlinger, med tre paralleller for hver
behandling (Tabell 9). Alle flaskene hadde et luftesystem (0,2 pm, Millex), og mulighet for
uttapping av vann (Figur 10). Luftingen ble holdt konstant gjennom hele forseket.

Figur 10 Oppsett av flasker med luftesystem og mulighet for uttapping av vann.
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Tabell 9 Ulike behandlinger i startforingsforsek

Behandling Flaskenummer
Bakteriefri kontroll 1,2,3
Levende Microbacterium ND2-7 4,5,6
Dod Microbacterium ND2-7 7,8,9

For flaske 4-9 ble det tilsatt henholdsvis levende og dede bakterier slik at den endelige
bakterickonsentrasjonen var pa 10° CFU mL™. I flaske 7-9 ble det pa dag 9 igjen tilsatt dede
bakterier, slik at celletettheten var p& omtrent 10° CFU mL™".

2.3.3.2 Foring og rekting

Pé dag tre etter klekking, ble lyset i rommet slatt pa, og foring av torskelarvene ble igangsatt.
Rotatorien Brachionus “Nevada” ble brukt som levende for. Antall torskelarver ble anslatt
ved telling og rekting av dede larver, og den daglige formengden ble beregnet ut fra Tabell
10. Roktingen ble foretatt omtrent annenhver dag for a fjerne dede torskelarver og algerester.
Det ble gjort ved a bruke en automatpipette til 4 suge opp avfall fra bunnen av flaskene. Noe
av vannet som ble tatt ut ved rektingen ble brukt til bakterieskjekk. Dette ble gjort ved &
overfore vann fra pipetta til Marine Broth, Marine Agar, flytende M65 og M65-agarplater.

Rer og plater ble satt til inkubering ved romtemperatur, henholdsvis med og uten risting.
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Tabell 10 Skjema for daglig foring av torskelarver under startforingsforsek (Olsen, Y., pers.
med.).

Dag etter Biomasse Vektgkning per Férbehov Forbehov
klekking g C larve™ dag g C larve™ rotatorier per
ug C larve™ dag-1 larve
dag™

52,4
1 53,0
2 53,8
3 54,7 0,92 4,58 25
4 55,8 1,13 5,67 31
5 57,2 1,40 7,00 39
6 59,0 1,73 8,65 48
7 61,1 2,14 10,69 59
8 63,7 2,64 13,2 73
9 67,0 3,26 16,3 91
10 71,0 4,03 20,2 112
11 76,0 4,98 249 138
12 82,2 6,15 30,7 171
13 89,7 7,60 38,0 211
14 99,1 9,40 46,8 260
15 110,7 11,6 57,8 321
16 124,9 14,3 71,3 396
17

For & unngé overforing av torskelarvene, ble overskuddet av rotatorier i flaskene beregnet.
Dette ble gjort ved & telle rotatorier i en vannpreve pd omtrent 10-15 mL. Tilsatt formengde

ble justert ut fra dette antallet.

2.3.3.3 Avslutning av forsgket

Ved avslutning av startforingsforsegket, ble vannpraver fra alle flaskene platet ut pa M65, for a
finne antall bakterier (CFU mL™) i vannet. Platene ble inkubert ved romtemperatur. For
oppbevaring av bakterieprover fra vannet for senere bruk, ble 5 mL vann fra hver flaske
sproytet giennom DynaGard®-filter (0,2 pm) ved hjelp av engangsspreyter. Filtrene ble
oppbevart ved -20°C. Det ble ogsa tatt ut 50 mL vannprever, for méling av total ammonia i

vannet.
Fiskelarvene ble helt ut, og vasket raskt i friskt FASV, for de ble overfort til FASV tilsatt

metomidat (0,5 g L™). Larvene ble deretter vasket forsiktig i MilliQ-vann to ganger, for de ble

tatt bilde av over milimeterpapir, for beregning av larvenes lengde. De ble sd overfort til

35



eppendorfrer med RNAlater Soln. (Ambion®). Rerene ble sa satt i til avkjoling pa 4°C over
natt, og deretter oppbevart ved -20°C.

2.4 Analytiske metoder

2.4.1 Maling av total ammonia

For méling av total ammonia, ble saltet i vannprevene fjernet ved hjelp av Dr.Lange kit: LCW
925. Denne metoden fjerner klorid (opp til 20 g L) ved bruk av selvoksid. Klorid felles ut
som sglvklorid som fjernes. Dette gjores pa folgende mate med sproyter inneholdende

selvoksid:

1. 4 mL vannpreve ble trykket opp 1 sproyta.

2. Spreyta ble holdt opp-ned og 0,5 mL luft ble trukket inn.

3. Spreyta med preven ble deretter ristet opp og ned i 1 minutt, og preven ble deretter

sproytet ut i et oppbevaringsbeger.

Total ammonia i prevene ble deretter malt ved hjelp av et Dr.Lange kyvette kit: LCK 304.
Prinsippet bak denne metoden er at ammonium ioner reagerer med hypokloritt- og
salicylsyreioner og danner indofenolblatt ved pH 12,6 dersom natrium nitroprusside er til
stede som en katalysator. Denne metoden kan brukes til & male ammonia i for eksempel
overflatevann, avlepsvann, drikkevann og badevann. Mengde ammonia i prevene bestemmes
sé spektrofotometrisk. 5 mL prave pippeteres i Dr.Lange-kyvetta og denne ristes kraftig 2-3
ganger. Maksimum absorbans i pravene nds etter 15 minutter inkubering, og forblir sa
konstant 1 ytterligere 15 minutter. pH i1 provene ber vare mellom 4-9 og temperaturen ber

ligge pa 20°C.

2.4.2 Primersekvenser for genuttrykk hos torsk

Primersekvenser er korte, syntetiske oligonukleotider, som vanligvis er mellom 17 og 30
basepar lange med et GC innhold pa ca 50 %. Sekvensene brukes blant annet i PCR. I hver
PCR brukes to ulike primere, ett sdkalt primerpar, som flankerer det enskede DNA-

fragmentet som skal amplifiseres. De to primerene er komplementere til hver sin DNA-trad,
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og bindes ved DNA-hybridisering. Primerene blir da startpunkt for DNA-syntesen (Reece
2004).

For at primere skal fungere godt, er det mange kriterier som ma oppfylles. Primerene mé vare
selektivt komplementere til omradet som skal amplifiseres, slik at ikke andre, uenskede
produkter blir dannet. To primere som brukes i samme reaksjon ber ikke kunne hybridisere
med hverandre slik at det dannes primerdimere, men ha nerliggende smeltepunkt. Primerene

ber heller ikke kunne danne stabile sekundaerstrukturer (Reece 2004).

Ut fra resultatene fra Rawls et al. (2004) og svert like tilgjengelige sekvenser fra torsk i
GenBank, ble qPCR primere designet for & amplifisere gener som koder for complement
component C3 (C3), fasting induced adipose factor (Fiaf), farnesyl diphosphate synthetase
(Fdps), integrin B-1-binding protein 3 (ltgb1bp3), Cyplal (Cyplal), glutathione peroxidase
(Gpx2) og tryptophanyl t-RNA synthetase (WARS). Serum ameloid Al er en av genene som
reguleres av bakterier i zebrafisk, men siden tilsvarende sekvens ikke er tilgjengelig for torsk,
ble primere for serum lectin (CLECT) designet i stedet. De ulike genene og deres funksjoner
er gitt i Tabell 11 (Rawls et al. 2004). For & finne passende primere for disse genene, ble
programmet Primerexpress brukt. Alle de potensielle primersekvensene ble deretter kjort
gjiennom programmet BLAST, for & sjekke at de ikke var komplementere mot andre
sekvenser i GenBank. Primerenes ulike malgen og det amplifiserte fragmentets lengde er
presentert i Tabell 12, og sekvensene til primerene som ble designet i denne oppgaven er

presentert i Tabell 13.
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Tabell 11 Atte utvalgte gener og deres funksjoner og Accession number fra GenBank.

Gen Funksjon Accession

number

C3 Koder for Complement component 3. Proteinet spiller en sentral AY739672
rolle i komplement systemet, som er en del av det ikke-spesifikke
immunsystemet.

CLECT  Koder for serum lectin. Generelt er lektiner reseptorer for EB67705
karbohydrater, og mange er involverte i immunresponser.

Cyplal Koder for et protein i cytochrom P450 superfamilien. Proteinet er DQ270488
involvert i den xenobiotisk metabolismen.

Fdps Koder for farnesyl-diphosphate synthetase; et nekkelenzym i1 et EB677097
biosyntesespor som danner C;s precursorer for ulike steroler,
dolicholer og ubiquinoner. Enzymet er involvert i fiskens
naringsmetabolisme.

Fiaf Koder for fasting induced adipose factor; et sekretert protein som CO542358
inhiberer lipoprotein lipase. Proteinet er involvert i1 fiskens
n&ringsmetabolisme.

Gpx2 Koder for Glutathione peroxidase. Proteinet beskytter organismen EB677081
mot oksidadiv edeleggelse.

Itgblbp3  Koder for Integrin beta 1 binding protein 3. C0542430
WARS Koder for Tryptophanyl-tRNA syntethase som katalyserer CO542316
aminoacetyleringen av tRNA, med tryptofan. Dette er en

essensiell funksjon i en celles proteinsyntese.

Tabell 12 Primerenes malgen og fragmentets lengde

Primerpar Malgen Fragmentets lengde

p25 F/R CLECT 78 bp

p26 F/R WARS 71 bp

p27 F/R C3 76 bp

p28 F/R Cyplal 70 bp

p29 F/R Fdps 67 bp

p30 F/R Fiaf 65 bp

p31 F/R Gpx2 69 bp

p33 F/R Itgb1bp3 68 bp
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Tabell 13 Tabellen viser sekvensen til primere designet til bruk i denne oppgaven, samt deres

smeltepunkt.

Primer Sekvens Smeltepunkt (°C)
p25F CGTCCAAAGATTGGCAGTTGA 67,2
p25R ATGGCACCGACTGCTACAAAT 65,5
p26 F TCGTCACAGGCCATGCAT 66,8
p26 R TCGAACACATCCTGTAGCCATT 65,5
p27F GTGGGAAACTACGCACCTTCA 66,1
p27R AGATAGCTCGCATTTGTTTTCAGA 64,8
p28 F CCAACGCCACCATGAAGAG 66,7
p28 R GTGACGATCTTCTGCACAAAGG 65,9
p29 F CGGCTGCAGGAGCTCATT 66,8
p29R TGGCAAAATTGAGGAACACTGA 66,5
p30F ACCTCAGTGCGGACGTCAA 67,1
p30 R TCCGCAACTGCTGAACCA 67
p31F ATGACCCCAATTCCCTCATG 65,8
p31 R AGATGTCGTTCCGGCAGACT 66,1
p33F GATCACTGCGTCCACGAACTT 66,5
p33 R GGATCGTGAAAGGACCGAAA 66,1

Primere benyttet under amplifisering av housekeeping genet S-actin er vist i Tabell 14.

Tabell 14 Primere brukt for amplifisering av S-actin (Eurofins MWG Synthesis GmbH)

Primer Sekvens Smeltepunkt (°C)
B-actin F TACAGCTTCACCACCACAGC 59,4
B-actin R ATGCCACAAGACTCCATTCC 57,3

2.4.3 Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR brukes til & amplifisere ett bestemt DNA-fragment i en populasjon av andre DNA-
molekyler. Dette gjores in vitro gjennom en serie med reaksjoner, som repeteres til ensket
mengde av fragmentet er oppnadd. PCR-reaksjon gjennomferes ved a tilsette
deoksyribonukleotidtrifosfater (ANTP), to oligonukleotid-primere og en varmestabil DNA

polymerase til en losning som inneholder buffere og DNA templat.

En PCR syklus bestar av tre ulike trinn (Berg et al. 2002; Reece 2004; Klug et al. 2006):

1. Denaturering: Dobbelttrddig DNA denatureres ved & varme preven opp til ca 94°C og
det dannes da enkelttradige DNA-molekyler.

2. Hybridisering: Lesningen avkjeles sd hurtig til ca 50-60°C, slik at primerene kan
hybridiseres til hver sin DNA-trdd. Primerene er enkelttrddige DNA-molekyler, som er

syntetisert ut fra sekvensen til DNA-templatet slik at en primer er komplementeer til 3" enden,
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og den andre til 5" enden av fragmentet. Nar primerene tilsettes en prove med enkelttradig
DNA, vil primerene hybridisere med komplementare nukleotider som flankerer fragmentet
som skal amplifiseres.

3. Forlenging av primere: Lesningen blir s varmet opp igjen til 72°C, og DNA
polymerasen starter syntesen av dobbelttradig DNA ved forlenging av primerene i 5 til 3°
retning pa begge enkelttradige DNA-molekyler. DNA polymerasen som er mest brukt er 7aq
DNA polymerase, som er isolert fra den termofile bakterien Thermus aquaticus. Denne har en
optimumstemperatur pad 72°C, og DNA syntesen skjer derfor ved denne temperaturen.
Grunnen til at det brukes en varmestabil DNA polymerase, er at PCR lgsningen varmes og

avkjeles mange ganger, og andre DNA polymeraser vil edelegges ved haye temperaturer.

Disse tre trinnene utgjor en syklus i PCR amplifiseringen av det enskede DNA-fragmentet.
Antall sykluser etter hverandre bestemmer hvor mye av DNA-fragmentet en sitter igjen med
til slutt. Amplifiseringen skjer eksponentielt, og en vil da, etter n sykluser, ha amplifisert

DNA-fragmentet 2" ganger (Berg et al. 2002; Reece 2004; Klug et al. 2006).

PCR-produkter ble renset ved bruk av QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). Det ble brukt
mikrosentrifuge under rensingen, og all sentrifugering ble utfort ved 13000 rpm. Ferst ble 5
deler buffer PBI blandet med ¢n del PCR-prove. Deretter ble PCR-produktet renset som
beskrevet av forhandleren. DNA ble eluert ved tilforsel av 30 pl elueringsbuffer direkte til
membranen i kolonna, inkubering ved romtemperatur i ett minutt, og sentrifugering i ett

minutt. Det rensede PCR-produktet ble oppbevart ved -20°C.

2.4.4 Isolering av RNA og syntese av cDNA

Det ble isolert RNA fra torskelarver bade fra startforingsforseket og korttidsforseket med
levende og dede probiotiske kandidater. Dette for & se narmere pa torskelarvenes genuttrykk
etter ulike behandlinger. Fra startforingsforsegket ble det isolert to paralleller for hver

behandling, mens det fra korttidsforseket ble isolert tre paralleller fra hver behandling.

RNA ble isolert ved bruk av en metode som baserer seg pa kolonner med silikamembraner;
E.ZN.A.® Total RNA Isolation Protocol. Disse membranene binder RAN, mens
cellebestanddeler og andre kontamineringeer vaskes gjennom kolonna ved sentrifugering.
Alle buffere og lgsninger som ble brukt under isoleringen var laget av produsenten. DEPC-

behandlet vann (Vedlegg 2) ble benyttet for & beskytte pravene mot RNaser.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

For homogenisering av torskelarvene, ble rotor-stator forst vasket med 70% etanol i
DEPC-vann, og deretter i rent DEPC-vann. Etter homogenisering ble den rengjort forst
1 DEPC-vann, deretter i 70% etanol i DEPC-vann.

10 fiskelarver fra hver preve ble homogenisert i 350 uL. TRK Lysis Buffer tilsatt 2-
mercaptoetanol (20 uL mL"' TRK Lysis Buffer), ved bruk av rotor-stator. Samme
volum (350 pL) etanol (70% i DEPC-vann), ble deretter tilsatt, og preven ble blandet

ved vortexing.

Lysatet ble s& overfort til HiBind®RNA kolonne ved hjelp av pipette. Kolonna ble
plassert i et oppsamlingsrer, og sentrifugert ved 10000 x g i 15 sekunder, ved

romtemperatur. Oppsamlingsreret ble tomt og kastet etter bruk.

Kolonna ble sé overfert til et nytt oppsamlingsrer, tilsatt 300 uL RNA Wash Buffer I,
og sentrifugert ved 10000 x g i 15 sekunder, ved romtemperatur. Oppsamlingsreret ble

tomt og kastet.

For hver kolonne ble det laget 75 pL. DNase I digestion mix, som bestod av OBI
DNase I Digestion Buffer (73,5 pL), og RNase-fri DNase I (20 Kunitz units uL™") (1,5
uL). Mixen ble pipettert direkte pA membranen i kolonna, som ble satt til inkubering

ved romtemperatur (20-30°C) i 15 minutter.

Etter inkubering ble kolonna overfort til et nytt oppsamlingsrer, tilsatt 500 pL RNA
Wash Buffer I, og satt til inkubering ved romtemperatur i 5 minutter. Kolonna ble
deretter sentrifugert ved 10000 x g i 15 sekunder, ved romtemperatur.

Oppsamlingsreret ble temt, og brukt pa nytt.

Kolonna ble tilsatt 500 pL. RNA Wash Buffer II og sentrifugert ved 10000 x g i 15
sekunder. Dette ble gjort to ganger. Oppsamlingsreret ble tomt og brukt pa nytt. For &

torke kolonnemembranen helt, ble kolonna sentrifugert pa full hastighet i ett minutt.

For & eluere RNA fra kolonna, ble den overfort til et rent eppendorfrer, og 50 uL

DEPC-vann som var varmet opp til 70°C, ble pipettert direkte pd membranen i
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kolonna. Kolonna ble inkubert ved romtemperatur i 5 minutter for a4 gke utbyttet av

RNA, og deretter sentrifugert pa full hastighet i ett minutt.

9) RNAkonsentrasjonen ble malt ved NanoDrop™", og RNA eluatet ble oppbevart ved -
20°C.

For & underseke kvaliteten pd RNA som ble isolert, ble det kjort agarosegelelektroforese. Hvis
det er bra kvalitet pa det isolerte RNA’et, vil sterke band kunne sees pa gelen. Dersom det har
blitt degradert vil bandene vare utflytende nedover gelen. Oppskrift pa gel er presentert i
Tabell 15.

Tabell 15 Oppskrift agarosegel, for undersekelse av isolert RNA.

Innhold Mengde

Agarose 0,5¢g

1 x MOPS 47,3 mL (Tabell V2.7)
Formaldehyd (37%) 2,7 mL

For péasetting pd gel, ble 5 pL RNA tilsatt 10 uL loading buffer (Tabell V2.8). Dette ble satt
til denaturering ved 65°C i 10 minutter. Provene ble deretter satt pa is i ett minutt, og tilsatt 1
uL etidiumbromid (1 mg mL™). Gelen ble kjort pa 4 V/em (60-70 V) i cirka to timer. Running
buffer var 1 x MOPS buffer (Tabell V2.7).

For kjoring av Real-time PCR, ble isolert RNA omdannet til cDNA ved hjelp av revers

transcriptase.

Ved syntese av cDNA ble det brukt et iScript cRNA Synthesis kit. Alle forbindelser som ble
brukt under cDNA syntesen, var laget av produsenten. Den ferdige reaksjonsmiksen som ble

benyttet bestod av folgende:

Reaction mix 4 uL
Reverse transcriptase 1 pL
Nuclease free water X pL

RNA template X puL
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Mengde RNA templat i hver reaksjon var 1 pg, omregnet til pL isolert RNA. Mengde vann
ble tilpasset slik at totalt volum ble 20 pL. cDNA ble lagret ved -20 °C.

Programmet som ble brukt under cDNA syntesen er presentert i Tabell 16.

Tabell 16 Program brukt ved syntese av cDNA

Temperatur (°C) Tid Syklus
25 5 min 1

42 30 min 1

85 5 min 1

4 Hold

2.4.5 Kvantifisering av genuttrykk med kvantitativ real time PCR (gPCR)

Kvantitativ PCR (qPCR) er av Ginzinger (2002) definert som en palitelig detektering og
maling av produkter som genereres i hver enkelt syklus i PCR-prosessen. Mengde PCR
produkt er proporsjonal med den mengden templat en har for PCR-prosessen starter. Denne
beregningen er mulig pa grunn av at mengde PCR-produkt males i den eksponentielle fasen
av PCR prosessen. For & kunne gjore dette, brukes ulike metoder, som for eksempel SYBR
Green I ™, som er en forbindelse som bindes til “minor groove” i dobbeltradig DNA.
Forbindelsen eksiteres ved hjelp av blatt lys med en belgelengde pad 480 nm, og emitterer
gront lys med en belgelengde pd maksimum 520 nm (Wilhelm et al. 2003). DNA-SYBR
Green komplekset fluoriserer 1000 ganger mer enn ikke-bundet SYBR Green. I PCR-
prosessen vil mengde fluorescens i proven detekteres for hver syklus, og ekningen i
fluorescens kan slik folges “real-time”, det vil si mens det skjer. Fluorescensen blir sé plottet

mot antall sykluser i prosessen, og en far et sakalt amplifiseringsplott (Figur 11).
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Figur 11 Figuren viser et generelt amplifiseringsplott for JPCR med baselinje, grenseverdi og
Cr-verdier (modifisert fra QIAGEN 2003-2009).

Ut fra dette plottet blir en terskelverdi (threshold) bestemt automatisk, og syklusen hvor
fluorescencen gar over dette nivéet kalles Cr-verdien (threshold cycle) til preven. Prover som
inneholder lite initielt cDNA-templat, vil trenge flere sykluser pd & komme over
terskelverdien enn pregver som inneholder mye DNA-templat. Det vil si at jo lavere Cr-verdi
en prove har, jo mer DNA-templat er det i preven. Pa grunn av at mengde DNA fordobles for
hver syklus i den eksponentielle fasen 1 PCR-prosessen, vil en preve som krysser
grenseverdien 3 sykluser tidligere enn en annen prove, ha 2° ganger mer DNA-templat i

proven.

qPCR har mange bruksomrader, blant annet absolutt og relativ kvantifisering av DNA- og
RNA-molekyler, og kvantifisering av genuttrykk eller kopitall (Wilhelm et al. 2003). Absolutt
kvantifisering, ogsa kalt standardkurve-kvantifisering (Ginzinger 2002), bestemmer antall
kopier RNA- eller DNA-fragmenter (total mengde RNA eller DNA) i preven ved hjelp av en
standardkurve, mens relativ kvantifisering beskriver den relative endringen i genuttrykk i
forhold til en referanse. Referansen kan vaere en ubehandlet prove, en prove tatt ved tid ’null”
i undersegkelser som dreier seg om genuttrykk som endres med tiden (Livak et al. 2001), eller
sakalte housekeeping gen. Dette er gener som er involvert i grunnleggende funksjoner som

trengs 1 alle celler i en organisme, og som alltid er uttrykt i cellene.

I dette forsoket ble det foretatt bade absolutt og relativ kvantifisering. For den absolutte

kvantifiseringen ble det laget en standardkurve med kjente konsentrasjoner av plasmid plottet
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mot de tilhgrende Ct verdiene. Antall kopier av plasmidet brukt i standardkurva ble beregnet
ut fra DNA-konsentrasjoner malt ved NanoDrop'". Ved & sette de ukjente provenes Cr
verdier inn for X i standardkurvas regresjonsligning, ble antallet kopier av DNA-templatet i
de ulike preovene bestemt. Omregning fra nanogram DNA til antall kopier ble gjort pé

folgende mate:
Mn = (antall nukleotider x 607,4) + 157,9 (Ambion 2009)
Mol = gram / Mn
Antall kopier = Mol x Ny
Hvor:
Mn = Molvekt til plasmid med insert
Na = Avogradros tall = 6,0221415 x 10? mol™!
Ved relativ kvantifisering ble S-actin brukt som referansegen (Sle et al. 2009). Det ble kjort
qPCR pa f-actin pad samme mate som de andre genene, og antall kopier av genet ble beregnet.
Disse resultatene ble s brukt for normalisering av uttrykket i de andre genene, ved folgende

utregninger.

Trinn 1: Beregning av gjennomsnitt, standardavvik (SD) og standarderror (SE) for

proveresultatene

Trinn 2: Beregning av normaliserte verdier (N) og standarderror til normaliserte verdier (SEy)
N= A/ Anx

Hvor:

Ax = gjennomsnitlig antall kopier av prove

Apk = gjennomsnittlig antall kopier av housekeeping gen

SEn =N xV (SEx / Ax)* + (SEnk / Ax)”
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Hvor:
SEx = Standarderror til det aktuelle genet

SEpk = Standarderror til housekeeping gen

Trinn 3: Beregning av forholdstall (fold change) mellom normaliserte preveverdier og

normalisert kontrollverdi.

Forholdstall = Ny / N

Hvor:
Nx = Normalisert verdi for aktuell prove

Ny = Normalisert verdi for kontroll

I denne oppgaven ble den bakteriefrie behandlingen brukt som kontroll, og forholdstall
mellom denne og de andre behandlingene ble beregnet. Et forholdstall heyere enn 2, tilsier at
endringen 1 genuttrykk er signifikant. Dersom den beregnede verdien er lavere enn 1

(nedregulering) mé folgende gjores;

1 / Forholdstall < 1 = Faktisk forholdstall

2.4.5.1 Testing av amplifiseringseffektivitet

I dette forseket var det ikke kjent hvor stort uttrykket til de ulike genene kunne vare, og pa
grunn av dette var det viktig & benytte primere som kunne detektere cDNA-konsentrasjoner
over et vidt spenn. Kvaliteten av de 10 ulike primerparene ble testet ved absolutt
kvantifisering. For hvert primerpar ble det laget en standardkurve ut fra fortynningsrekker
med kjente konsentrasjoner av plasmid. Innklonet i plasmidene var DNA-sekvensen til
primerparets malsekvens. Cr-verdiene ble sa plottet mot logaritmen til fortynningsfaktoren.
Ved hjelp av dette og stigningstallet til standardkurva, ble sa amplifiseringseffektiviteten, E,
til det testede primerparet beregnet ved hjelp av folgende formel:

E= 10(1/—stigningstall) -1

Effektiviteten kan ligge mellom 0 og 1, hvor 1 er det beste og tilsvarer en effektivitet pa

100%. Stigningstallet vil da veere pa -3,33. R” verdien til regresjonsligninga til standardkurva,
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ber ligge sa neart opp mot 1 som mulig. I tillegg til primerenes effektivitet, er det svaert viktig
at et primerpar kun amplifiserer ett produkt. Dette kan sees ut fra dissosiasjonskurva for PCR-

produktet.

2.4.5.2 Kvantitativ analyse av genuttrykk i torskelarver

Hos torskelarver fra startforingsforseket, ble uttrykket av 8 ulike gener (Tabell 11) undersokt
ved hjelp av qPCR. Det ble kjort gPCR pa to ulike RNA-praver fra hver behandling, med tre
tekniske replikater for hver prove. Hos torskelarver fra korttidsforseket med levende og dede
probiotiske kandidater, ble uttrykket av ett gen undersekt, ved hjelp av primerparet p28 F/R.
Det ble her brukt 3 ulike RNA-prover fra hver behandling, med tre tekniske replikater for
hver prove. Det ble ogsé kjeort en standard for hver primer, som bestod av en fortynningsrekke

av tilsvarende plasmid. Fer tillaging av prover til gPCR ble cDNA fortynnet 1:6.

Reaksjonsmiksen for prevene med ukjent konsentrasjon var som felger:

12,5 uL SYBR ® Green I

0,5 puL fwd primer (10pmol pL™)
0,5 pL rev primer (10pmol pL™)
6,5 uL MilliQ vann (autoklavert)
5 uL cDNA (fortynnet)

I reaksjonsmiksen for standardprevene ble det benyttet ufortynnet cDNA, og det ble derfor
tilsatt 1 pL. cDNA og 10,5 pL MilliQ vann (autoklavert). Programmet som ble brukt under
qPCR prosessen er satt opp i Tabell 17.

Tabell 17 Program brukt under kjoring av qPCR

Temperatur (°C) Tid Antall sykluser
95 3 min 1

95 30 sek ]

60 30 sek t40

72 20 sek J

95 1 min 1

70 30 sek 1

95 30 sek 1
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qPCR-produkter ble verifisert pd agarosegel (2%). Gelen ble kjort pd 70 V 1 omtrent 2 timer.
For pésetting pa gel, ble 5 pL cDNA tilsatt 1 pL 5 x Loading Dye (GelPilot, Fermentas). Det
ble brukt en 100 bp DNA Ladder (GeneRuler, 1 pg pL™', Fermentas) (Vedlegg 3). Running
buffer var 1 x TAE buffer (Tabell V2.9).

2.5 Bioinformatiske metoder

2.5.1 BLAST

Forkortelsen BLAST stir for Basic Local Alignment Search Tool (Altschul et al. 1990;
BLAST 2009). Dette er et verktoy som brukes for & sammenligne nukleotid- eller
aminosyresekvenser med sekvenser som ligger i ulike databaser som GenBank, EBI
(European Bioinformatics Institute) og DDBJ (DNA Data Bank of Japan). Dersom to
sekvenser er homologe vil de har korte sekvenser som er identiske eller tilnermet like, og det
er dette BLAST er basert pa. Dersom en sgker pa en ukjent sekvens vil BLAST programmet
prove a finne den beste “’local alignment” (sammenstilling) mellom den ukjente sekvensen og
sekvenser 1 databasen, det vil si den med heyest likhetsscore og ferrest mulig mellomrom
(gaps). Dette gjores ved at programmet lager en rekke korte sekvenser (“nabosekvenser”) av
en viss lengde (3 for proteiner og ca 12 for DNA) som har en likhetsscore til den ukjente
sekvensen som ligger over en viss satt verdi. BLAST skanner s databasen for sekvenser som
far en likhetsscore hoyere enn et visst nivd nar sekvensene settes sammen med deler av den
ukjente sekvensen. Sammenstillingen utvides sa i begge retninger til likhetsscoren faller under

en viss verdi.

I denne oppgaven ble det brukt BLASTN, et program som sammenligner en proteinsekvens
med nukleotidsekvenser i databasen. Dette brukes ofte til & finne homologe proteinkodende
regioner i nukleotidsekvenser som for eksempel expressed sequence tags (EST) (NCBI

2009a).
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3 RESULTATER

3.1 Forsgk med levende og dade probiotiske kandidater

3.1.1 Startforingsforsgk

I startforingsforseket ble det undersgkt om tilsats av levende og ded Microbacterium sp.
ND2-7, hadde innvirkning pa torskelarvenes overlevelse og vekst. Det var i utgangspunktet 3
ulike behandlinger, med 3 paralleller pd hver (Tabell 19), men pa grunn av féormangel og

kontamineringer, ble det endelige forseksoppsettet som folger:

Tabell 19 Forseksoppsett for 17 dagers startforingsforsek for torskelarver med behandlinger
med levende og ded probiotisk kandidat og bakteriefri kontroll.

Flaske Behandling Forkortelse
Flaske fra Torunn Forberg Bakterieftri kontroll Bakteriefti
Flaske 4 Levende Microbacterium 1 LM1

Flaske 5 Levende Microbacterium 2 LM2

Flaske 8 Dead Microbacterium DM

Torskelarvenes overlevelse ble observert ved telling av dede torskelarver gjennom forseket

(Figur 14).
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Figur 14 Utvikling av torskelarvenes prosentvise overlevelse gjennom startforingsforseket fra

dag 0 til dag 17 etter klekking.
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For & sammenligne overlevelsen fra de ulike behandlingene, ble det utfert chi-kvadrat test
(0=0,05, d.f.=1), pa tellingene fra dag 10 og dag 17 etter klekking. Dag 10 ble valgt p& grunn
av at torskelarvene da gér over til kun exogen foring (Kjorsvik et al. 2004), og en har tidligere

pa dette tidspunktet sett stor ekning i torskelarvenes dedlighet.

Pa dag 10 etter klekking var det signifikant forskjell i overlevelsen kun mellom behandlingene
LM1 og DM (P= 0,002). Pa dette tidspunktet var det hayere overlevelse i behandlingen tilsatt

dede bakterier, enn i behandlingen tilsatt levende bakterier.

Pé dag 17 etter klekking er det signifikante forskjeller mellom den akseniske behandlingen og
behandlingene LM1 og LM2 (henholdsvis P= 0,017 og P= 0,010). I begge tilfeller var det
hoyere overlevelse i den akseniske behandlingen, enn i behandlingene tilsatt levende

bakterier.

For & underseke om de ulike behandlingene hadde noen innvirkning pa torskelarvenes vekst,
ble lengden til hver larve malt ved forsekets slutt (Figur 15). Det var kun signifikant forskjell
mellom lengden pa torskelarvene i LMI-behandlingen og DM-behandlingen (P=0,005)
(Tukey’s Honestly-Significant-Difference Test). Det var darligst vekst hos torskelarvene fra
behandlingen med dede bakterier (DM).
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Figur 15 Torskelarvenes gjennomsnittlige lengde (i millimeter) ved startforingsforsekets

slutt. Hver sgyle representerer en behandling, og error bars er standarderror.
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3.1.1.1 Kvantifisering av bakterier

Utplating av vannprever pd Marine Agar og M65 ved avslutning av forseket, viste
kontaminering i1 de bakteriefrie behandlingene og i en av behandlingene med ded
Microbacterium. Ved utplating av vannprever fra de to behandlingene med levende
Microbacterium (LM1 og LM2) ble det kun funnet en type bakteriekolonier, og det ble antatt
at dette var Microbacterium. Platene med 10™ fortynning ble underesgkt, og det ble talt 124
(LM1) og 119 (LM2) kolonier p4 platene. Dette tilsvarer en CFU mL™' pa henholdsvis 1,24 x
10°0g 1,19 x 10°

Pa dag 6 og 10 etter klekking og ved avslutning av forseket ble det foretatt mélinger av de
ulike behandlingenes bakterieinnhold ved hjelp av flow cytometri (Tabell 20 og Figur 16).
Figur 16 viser tellinger gjort av de ulike behandlingene ved avslutning av forsgket. Det var en
klar forskjell i antall celler mellom den bakteriefrie behandlingen og behandlingene med
levende Microbacterium sp. De to parallelle behandlingene derimot, viste relativt lik utvikling
og like resultater. Behandlingen med dede Micrbacterium sp. 1& mellom den bakteriefrie

behandlingen og behandlingene med levende Microbacterium sp. med hensyn til antall celler.

Tabell 20 Resultater etter flow cytometri pa dag 6 og 10 og ved avslutning av forseket.
Resultatene er oppgitt som celler/mL. (LM: levende Microbacterium sp.; DM: ded

Microbacterium sp.)

Behandling Dag 6 Dag 10 Dag 17

Bakteriefti 1,5 % 10° 2,6 x 10* 1,1 x 10*
LMI 3,4 % 10° 1,9 x 10 4,5 %10’
LM2 4,0 x 10° 1,4 x 10 3,9 x 107
DM 3,6 x10° 1,4 x 10° 3,3 x10°
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Figur 16 Bilder tatt ved flow cytometri (SSC) ved avslutning av forseket: a) LM1; b) LM2; ¢)
DM; d) Bakteriefri. De to behandlingene med levende Microbacterium sp. (LM1 og LM2) har
et storre antall celler enn de to andre behandlingene. For DM-behandlingen har bakteriene

blitt detektert selv om de er dede.

3.1.1.2 Maling av total ammonia i vannet

Ved forsgkets avslutning ble det malt total ammonia i vannet (Tabell 21). Malingene viste en
total ammoniakonsentrasjon i vannet som 14 mellom 0,2 og 1,2 mg L. Behandlingen med
dede bakterier (DM) hadde lavest konsentrasjon og LM]I-behandlingen hadde hoyest
konsentrasjon. Det var circa 3 ganger hoyere konsentrasjon i LM1-behandlingen enn i LM2-

behandlingen.
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Tabell 21 Maling av total ammonia i vannprever fra avslutning av startforingsforseket, gjort

ved hjelp av Dr.Lange kyvette test nummer 304.

Behandling Ammonia i vannet (mg L™)
Bakteriefri 1,019
Levende Microbacterium 1 1,237
Levende Microbacterium 2 0,489
Ded Microbacterium 0,234

3.1.1.3 Analyse av genuttrykk hos torskelarver fra startforingsforsgk

For startforingsforseket ble torskelarvenes uttrykk av 8 ulike gener kvantifisert ved bruk av
gqPCR. Uttrykket av to av disse genene ble ogsa testet for korttidsforseket med levende og
dade probiotiske kandidater. For det ble kjort qPCR ble det isolert RNA fra torskelarvene, og
kvaliteten pa dette ble undersgkt ved gelelektroforese (Figur 17A). Dette ble gjort for alle
RNA isolat. Alle qPCR produkter ble ogsa verifisert ved hjelp av gelelektroforese (Figur
17B). Gelene viste at det isolerte RNA’et var av god kvalitet (Figur 17A), og at det ved
kjoring av qPCR kun ble amplifisert ett fragment i hver preve. Dette fragmentet var pa
omtrent 70 basepar (Figur 17B).

A B

Figur 17 A) Gelbilde etter kjoring av gelelektroforese pa prover med isolert RNA. Pa dette
gelbildet kan en se klare band for alle prover, noe som indikerer at det isolerte RNA’et ikke

var degradert, men av god kvalitet. B) Gelbilde etter kjoring av gelelektroforese pd prover
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med qPCR-produkter. P4 dette gelbildet kan en se klare band pad samme plass i alle brenner.
Dette tilsier at kun ett fragment pa ca 70 basepar har blitt amplifisert, og at dette har skjedd i

alle provene.

3.1.1.4 Testing av primereffektivitet

Som et eksempel pa testing av primereffektivitet er resultatene til primerparet p26 F/R vist
her. Dette primerparet er designet for a4 kvantifisere genet tryptophanyl tRNA synthetase
(WARS). Tilsvarende evaluering ble ogsd gjort med alle de andre primerene, og alle
primerparene bortsett fra p32 F/R og p33 F/R viste tilfredsstillende resultater nér det gjaldt
amplifiseringseffektivitet og renhet av PCR-produktet. Testing av primerkvaliteten ble gjort i
samarbeid med PhD stipendiat Torunn Forberg. Dette omfattet evaluering av

amplifiseringseffektivitet og renhet av PCR-produkt.

Primerparet ble testet ved hjelp av en fortynningsrekke av plasmid DNA hvor deler av genet,
inkludert primersekvensene, var klonet inn. Antall kopier av plasmidet per pL ble beregnet ut
fra DNA konsentrasjoner malt pd plasmid med insert. Plasmidet som ble brukt i forseket

kalles pDrive Cloning Vector og er 3,85 kb stort.

1,77 x 10" kopier/uL
1,77 x 10° kopier/uL
1,77 % 10° kopier/uL
1,77 x 10* kopier/uL
1,77 % 10° kopier/uL
1,77 x 10* kopier/uL

@ T oo aw»

0 kopier/uL

Fortynningsrekka ble behandlet som forklart 1 kapittel 2.4.7.2., og amplifikasjonsplottet som
ble generert ved kjeoring med primerparet p26 F/R er vist i Figur 18. Kurvene viser
amplifikasjonen av DNA fragmentet gjennom qPCR-prosessen. Konsentrasjonen av templat i
provene reduseres fra venstre mot hoyre og 10x fortynning gir en forskyvning mot heyre pa
circa 3 sykler. Cr-verdiene er punktene hvor kurvene krysser den horisontale linjen

(terskelfluorescens).
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Fluorescence (dRn)

Figur 18 Amplifikasjonsplott for fortynningsrekka for primerparet p26 F/R. Fluorescens som
indikasjon pa mengde PCR-produkt plottet mot antall amplifikasjonssykler. Kurvene er for

fortynningsrekke (10%) av templat og for kontroll. Horisontal linje er terskelfluorescens.

Ut fra de kjente DNA konsentrasjonene og de ulike Cr-verdiene, ble det generert en
standardkurve (Figur 19). Stigningstallet pa -3,086 indikerer en amplifiseringseffektivitet pa

110,9 %. Amplifiseringen var linezr i hele konsentrasjonsomradet.
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Figur 19 Standardkurve for primerparet p26 F/R. Kurven er viser terskelsyklus (Ct) som som
funksjon av logaritmen til antall templat (logCy). Stigningstallet til kurven ble -3,086 med R’
=0,993.

Det ble ogsd generert en dissosiasjonskurve (Figur 20). Alle kurvene har samme
dissosiasjonstemperatur, noe som viser at det mest sannsylig kun ble laget ett gPCR-produkt

ved bruk av dette primerparet.

=
[
8
g
2
El
&

Figur 20 Dissosiasjonskurve for primerparet p26 F/R. Kurva viser den deriverte av
smeltekurven som funksjon av temperatur for provene som ble brukt til & generere

standardkurven.

3.1.1.5 Analyse av uttrykk av f-actin

p-actin ble brukt som housekeeping gen for normalisering av genuttrykksresultatene.

Resultatene etter kjoring av qPCR pa f-actin er fremstilt i Figur 21.
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Figur 21 Genuttrykk for f-actin for ulike behandlinger med levende (LM) og dede (DM)
probiotiske kandidater og en bakteriefri kontrollbehandling. Seylene viser antall kopier RNA,

og hver sgyle representerer en behandling. Error bars er standard error.

3.1.1.6 Kvantifisering av genuttrykk hos torskelarver

Resultatene er presentert som antall kopier per standardmengde RNA isolert fra torskelarvene
(Figur 22 og 24, signifikante forskjeller er pa disse figurene merket med stjerne (*)) og som
antall kopier normalisert til antall kopier av housekeeping genet f-actin i samme prove (Figur
23-31). Ikke normaliserte resultater er kun vist for C3 og Cyplal. Kun disse genene ble
kvantifisert for korttidsforseket med levende og dede probiotiske kandidater, og resultatene
fra dette forsgket ble ikke normalisert. De beregnede konsentrasjonene av RNA i de ulike
provene ble parvis sammenlignet ved hjelp av Tukey’s Honestly-Significant-Difference Test,
og ut fra disse sammenligningene ble det bestemt at uttrykket av genene C3 og Cyplal skulle
kvantifiseres for korttidsforseket med levende og dede probiotiske kandidater. Forholdet (fold
change) mellom den bakteriefrie behandlingen og de andre behandlingene ble beregnet for de

normaliserte verdiene. Kun forholdstall heyere enn 2 blir oppgitt her.
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Figur 22 Genuttrykk for C3 for de ulike behandlingene. Det var signifikante forskjeller i
genuttrykket mellom den bakteriefrie behandlingen, og behandlingene LM1 (P= 0,0039),
LM2 (P= 0,0011) og DM (P= 0,0015), med hoyest genuttrykk i den bakteriefrie
behandlingen. Sgylene viser antall kopier av C3 per 0,04 pg isolert RNA Error bars er

standard error.
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Figur 23 Genuttrykk for C3 for de ulike behandlingene normalisert mot f-actin. Hver soyle
representerer en behandling. 95 % konfidensintervall (error bars) viste at det var signifikante
forskjeller 1 genuttrykket mellom den bakteriefrie behandlingen og alle de andre
behandlingene. Det er ogsd signifikant forskjell mellom LM2-behandlingen og DM-
behandlingen. Forholdet mellom den bakteriefrie behandlingen og LM1-, LM2- og DM-
behandlingen var pa henholdsvis 5,21, 2,80 og 11,4.
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Uttrykket av C3 viste samme monster bade for og etter normalisering ved at det for begge
metoder var heyest uttrykt 1 torskelarvene fra den bakteriefrie behandlingen. Uten
normalisering var det ikke signifikante forskjeller mellom de andre behandlingene, men etter
normalisering ble genet signifikant hoyere uttrykt i torskelarvene fra LM2-behandlingen enn i

DM-behandlingen.

3,50E+04

Bakteriefti
3,00E+04 MMl

2,50E+04 | R —

2,00E+04 -

1,50E+04 T —

Antall kopier
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5,00E+03 EE—

0,00E+00 -

Bakteriefri LM1 LM2 DM

Figur 24 Uttrykk av Cyplal for de ulike behandlingene. Det er her signifikante forskjeller i
genuttrykket mellom DM-behandlingen og behandlingene Bakteriefri (P= 0,0174) og LMI
(P= 0,0394), med heyest genuttrykk i DM-behandlingen. Seylene viser antall kopier av
Cyplal per 0,04 ng isolert RNA Error bars er standard error.
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Figur 25 Uttrykk av Cyplal for de ulike behandlingene normalisert mot uttrykket av S-actin.
Hver sayle representerer en behandling. 95 % konfidensintervall (error bars) viser at det var
signifikante forskjeller i genuttrykket mellom LM2-behandlingen og LM1-behandlingen og
den bakteriefrie behandlingen. Forholdet mellom den bakteriefrie behandlingen og LM2- og
DM-behandlingen, var pd henholdsvis 9,89 og 4,99.

Uttrykket av Cyplal var ikke likt for og etter normalisering. Det gikk fra & vare hoyest
uttrykt 1 torskelarvene fra DM-behandlingen, til & vare heyest i larvene fra LM2-
behandlingen. For normaliseringen var det signifikant forskjell mellom DM- og LMI-

behandlingen, men denne forskjellen forsvant etter normalisering.
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Figur 26 Genuttrykk for CLECT for de ulike behandlingene normalisert mot f-actin. Det var
ingen signifikante forskjeller mellom genuttrykket i de ulike prevene. 95 % konfidensintervall
er vist med error bars. Forholdet mellom den bakteriefrie behandlingen og LM2-

behandlingen, var pa 2,48.

60



1,00E+00
9,00E-01
8,00E-01 -

7,00E-01 -
6,00E-01 -
5,00E-01 -
4,00E-01 -
3,00E-01
2,00E-01
1,00E-01
0,00E+00

Antall kopier normalisert

Bakteriefri LM2 DM

Figur 27 Genuttrykk for WARS for de ulike behandlingene normalisert mot f-actin. Hver
soyle representerer en behandling. Det var ikke noen signifikante forskjeller i genuttrykket
mellom behandlingene. Forholdet mellom den bakteriefrie behandlingen og DM-

behandlingen var pd 2,51. Error bars er 95 % konfidensintervall.
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Figur 28 Genuttrykk for Fdps for de ulike behandlingene normalisert mot S-actin. Hver soyle
representerer en behandling. Det var ingen signifikante forskjeller mellom de ulike
behandlingene. Forholdet mellom den bakteriefrie behandlingen og LM 1-behandlingen var pa
13,1 og mellom den bakteriefrie behandlingen og LM2-behandlingen var forholdet pa 3,39.

Error bars er 95 % konfidensintervall.
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Figur 29 Genuttrykk for Fiaf for de ulike behandlingene normalisert mot S-actin. Hver soyle
representerer en behandling. Det var signifikant lavere genuttrykk i DM-behanlingen enn i
LM2-behandlingen. Forholdet mellom den bakteriefrie behandlingen og LM1- og LM2-
behandlingen var pa henholdsvis 2,03 og 2,15. Error bars er 95 % konfidensintervall.
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Figur 30 Genuttrykk for Gpx2 for de ulike behandlingene normalisert mot S-actin. Hver soyle
representerer en behandling. Det var signifikante forskjeller mellom DM-behandlingen og de
to behandlingene med levende bakterier (LM1 og LM?2). Forholdet mellom den bakteriefrie
behandlingen og LM2- og DM-behandlingen var pa henholdsvis 2,24 og 7,14. Error bars er

95 % konfidensintervall.
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Figur 31 Genuttrykk for Itgh1bp3 for de ulike behandlingene normalisert mot S-actin. Hver
soyle representerer en behandling. Det var signifikant lavere genuttrykk i DM-behandlingen
enn i LM1- og LM2-behandlingen. Forholdet mellom den bakteriefrie behandlingen og DM-

behandlingen, var pé 2,82. Error bars er 95 % konfidensintervall.

For C3 og Cyplal utgjorde normaliseringen ikke sa store endringer i resultatene. For C3 var
uttrykket heyest i den bakteriefrie behandlingen, og for Cyplal gav LM2- og DM-
behandlingene hoyest uttrykk béde for og etter normalisering. For Cyplal gav DM-
behandlingen signifikant heyere uttrykk enn den bakteriefrie- og LM1-behandlingen for
normalisering, mens det etter normalisering kun var LM2-behandlingen som gav signifikante

forskjeller i genuttrykket.

For CLECT utgjorde normaliseringen ingen endringer i resultatene, da det ikke var noen
signifikante forskjeller mellom de ulike behandlingene verken for eller etter normalisering.
For WARS var uttrykket i torskelarvene fra LMI-behandlingen signifikant heyere enn
uttrykket 1 larvene fra LM2-behandlingen for normalisering, mens forskjellen etter
normalisering ikke lenger var signifikant. DM-behandlingen gav da det laveste uttrykket.
Uttrykket av bdde Fiaf og Fdps var signifikant heyere i larvene fra LM1-behandlingen enn i
larvene fra de andre behandlingene for normalisering. Etter normalisering hadde dette endret
seg betraktelig. For Fiaf gav da LMZ2-behandlingen det heyeste uttrykket og det var

signifikant heyere enn det laveste uttrykket som var i larvene fra DM-behandlingen. For Fdps
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var det ingen signifikante forskjeller mellom de ulike behandlingene etter normalisering. For
Gpx2 var det ingen signifikante forskjeller for normalisering, men etter normalisering var
uttrykket i larvene fra de to behandlingene med levende bakterier signifikant heyere enn
uttrykket i larvene fra DM-behandlingen. Uttrykket av ltghlbp3 endret seg fra ikke & ha
signifikante forskjeller mellom de ulike behandlingene, til at LM1- og LM2-behandlingen gav
signifikant heyere uttrykk enn DM-behandlingen.

Generelt sett gav behandlingen med dede bakterier lavere uttrykk enn de andre behandlingene
ogsé den bakteriefrie behandlingen, etter normalisering, selv om forskjellen ikke alltid var
signifikant. Unntaket fra dette var uttrykket av Cyplal hvor den bakteriefrie behandlingen og
LM1-behandlingen gav lavere uttrykk enn DM-behandlingen. For de fleste genene var
uttrykket svert forskjellig i de to behandlingene med levende bakterier, noe som kan tyde pa
at forholdet i flaskene var s& forskjellig at det overstyrte effekten bakteriene hadde péa
uttrykket av genene.

3.1.2 Korttidsforsgk med levende og dgde probiotiske kandidater

Torskelarvenes prosentvise overlevelse ble beregnet ved daglige tellinger av dede torskelarver

gjennom forseket (Figur 34 og 35).

110 —e— Aksenisk
—=— Levende Vibrio
100 - Dgad Vibrio
Levende Microbacterium
o 901 —%— Dgd Microbacterium
ks 80 | —e— Levende Pseudoalteromonas
[}
5 —+— Dgad Pseudoalteromonas
e 70 Levende L.a
(0]
° Dgd L.a
o 60
3 Levende P1+P3+P4
2 50 Dod P1+P3+P4
Levende P1+P4
40 < N Ded P1+P4
Levende P4+P3
30 T T T T T Dﬂd P4+P3
0 1 2 3 4 5 6
) Levende P1+P3
Dager etter klekking Ded P1+P3

Figur 34 Tidsutvikling av prosent levende torskelarver for behandlinger med levende og dede
bakterier beregnet etter daglige tellinger av torskelarvene. P1: Vibrio sp.; P3: Microbacterium

sp.; og P4: Pseudoalteromonas sp.
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Figur 35 Torskelarvenes prosentvise overlevelse pa dag 3 og 5. Pl: Vibrio sp.; P3:

Microbacterium sp.; og P4: Pseudoalteromonas sp.

For & sammenligne overlevelse for behandlingene med levende og dede bakterier, ble det
utfort chi-kvadrat test (a=0,05, d.f.=1). For & se eventuell utvikling gjennom forseket ble dette
gjort for resultatene fra dag 3 og 5 etter klekking. I behandlingen hvor det var tilsatt levende
L. anguillarum, var dedligheten sa hgy, at flaskene maétte avsluttes pa dag tre for a kunne ta
vare pa noen av torskelarvene til analyse av genuttrykk. For de fleste behandlingene avtok
overlevelsen gradvis gjennom forsegket, og var mellom 50 og 85% pé dag 5 etter klekking.
Unntaket var behandlingene med levende Pseudoalteromonas sp. hvor overlevelsen var 38%
og behandlingen med levende L. anguillarum hvor det ble antatt at overlevelsen ville vert pa
0% pa dag 5 etter klekking. Forskjellen i torskelarvenes overlevelse for behandlinger med

dede versus levende bakterier var pa 2-31% for de probiotiske kandidatene.

For & vurdere om bakteriene matte vere aktive for & ha noen effekt pa torskelarvenes
overlevelse, ble behandlingene med levende og deode probiotiske kandidater, og
behandlingene med levende og ded L. anguillarum, sammenlignet. P4 dag 3 etter klekking var
det fa forskjeller, men for behandlingene tilsatt L. anguillarum, og Microbacterium og
P1+P4-miks, var overlevelsen signifikant lavere for behandlingene tilsatt levende bakterier

(henholdsvis P=6,6x 107; P=3,14x 10% og P=3,43x 107). Pa dag 5 var det hoyere
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overlevelse ved tilsats av dede bakterier enn ved tilsats av levende bakterier, for alle
behandlingene bortsett fra P4+P3-miks. For denne behandlingen var det ingen signifikante

forskjeller mellom behandlingene med dede og levende bakterier.

Ved sammenligning av den bakteriefrie behandlingen og behandlingene tilsatt levende
bakterier, var det pd dag 3 kun behandlingen tilsatt levende L. anguillarum som hadde
signifikant lavere overlevelse enn den akseniske behandlingen (P=2,88x 107). Ved tilsats av
dade bakterier var det ingen signifikante forskjeller 1 forhold til den bakteriefrie behandlingen.
Dette viste at L. anguillarum induserte okt dedlighet hos torskelarvene. P4 dag 5 var det
lavere overlevelse i behandlingene tilsatt levende Pseudoalteromonas sp., P1+P4-miks og
P1+P3+P4-miks, i forhold til den bakteriefrie behandlingen (henholdsvis P=2,87x 107,
P=0,004; og P=0,032). For behandlingene med dede bakterier, var det lavere overlevelse ved

tilsats av Microbacterium sp. enn i den bakteriefrie behandlingen (P=0,037).

3.1.2.1 Kvantifisering av bakterier

Etter uplating av fortynningsrekker av vannprever fra de ulike behandlingene, ble CFU mL"
bestemt for behandlingene med kun en type bakterie (Tabell 23). Ved starten av forseket ble
det tilsatt bakterier slik at bakterietettheten var pa 1,0 x 10° CFU mL™".

Tabell 23 CFU mL™ for behandlinger med en type bakterie tilsatt.

Behandling CFU/mL
Levende Vibrio sp. 0,04 x 10°
Levende Microbacterium sp. 0,188 x 10°
Levende L. anguillarum sp. 0,04 x 10°

For behandlingene med flere typer bakterier ble det problematisk & telle kolonier pé platene,
da de ulike bakteriene dannet kolonier med ulik sterrelse og farge, og ofte vokste over
hverandre. Vannprevene til behandlingene med alle tre typer bakterier gav vekst av kun to
typer kolonier pé platene, og pa platene for behandlingene med P1+P3 vokste det kun opp en
type koloni. Platene for behandlingene med P1+P3 lignet svaert mye pa platene for
behandlingene med levende Microbacterium sp., og CFU mL™" ble her anslatt & vaere 0,066 x

10°.
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Ved bakteriesjekk og kvantifisering viste utplating av vannprever fra de tre parallelle
behandlingene med levende Pseudoalteromonas sp. vekst av to typer kolonier pé platene. Pa
grunn av at det ble samme type vekst pa alle platene, kan en anta at dette ikke er en tilfeldig
kontaminering, men at flaskene har blitt tilsatt feil type bakterier. Platene fra flaske 16-18 var
sveert lik platene fra flaskene som inneholdt en blanding av Pseudoalteromonas sp. og Vibrio
sp. eller Microbacterium sp. (Figur 36). Muligheten for at Vibrio sp. eller Microbacterium sp.
har blitt tilsatt i tillegg til Pseudoalteromonas sp., er derfor overhengene. Om dette ogsé er
tilfelle for behandlingen med ded Pseudoalteromonas sp. er vanskelig & si uten videre
undersokelser, da dette ikke kan sees ut fra utplating. Til tross for at behandlingen med
levende Pseudoalteromonas sp. var feil, ble det besluttet & bruke torskelarvene ogsa fra denne

behandlingen videre.

Figur 36 Bilder av agarplater etter utplating av vannprever fra behandlinger med levende

Pseudoalteromonas sp. (everst til venstre), miks av Pseudoalteromonas sp. og Vibrio sp.

(overst til hoyre) og miks av Pseudoalteromonas sp. og Microbacterium sp. (nederst).
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3.1.2.2 Kvantifisering av genuttrykk hos torskelarver

Ut fra resultatene for genuttrykk i startforingsforseket, ble det bestemt at uttrykket av C3 og
Cyplalskulle kvantifiseres hos de fem dager gamle torskelarvene fra korttidsforseket med
levende og dade probiotiske kandidater. Resultatene ble sammenlignet ved hjelp av Tukey’s
Honestly-Significant-Difference Test (Figur 37-40, i Figur 38 og 39 er de ulike probiotiske
kandidatene kalt P1 (Vibrio sp.), P3 (Microbacterium sp.) og P4 (Pseudoalteromonas sp.) for

enkelhets skyld. Resultatene er ikke normalisert mot S-actin.
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Figur 37 Genuttrykk for C3 i torskelarver for behandlingene bakteriefri, levende og ded
Vibrio, Microbacterium, Pseudoalteromonas og L. anguillarum. Seylene viser antall kopier

av C3 per 0,04 ng isolert RNA. Error bars er standard error.

For genuttrykket av C3 var det ingen signifikante forskjeller mellom behandlinger tilsatt
levende eller dode bakterieceller av samme type (Figur 37). Behandlingene med dede
bakterier gav lavere uttrykk av C3 enn behandlingene med levende bakterier, men variasjonen
mellom replikatene er sa stor at forskjellen ikke blir signifikant. Uttrykket av C3 er hoyest i
behandlingene med levende og ded L. anguillarum selv om det kun er signifikant heyere enn
de andre behandlingene i1 behandlingen med levende L. anguillarum. Unntaket er
behandlingen med levende Pseudoalateromonas sp. hvor uttrykket av C3 ikke er signifikant

lavere enn i behandlingen med levende L. anguillarum.

68



2,00E+03
1,80E+03
1,60E+03
1,40E+03
1,20E+03
1,00E+03
8,00E+02 T

6,00E+02 T T
4,00E+02

2,00E+02 - r
0,00E+00

O Levende
m Dad

Antall kopier

Bakteriefri P1+P3+P4 P1+P4 P3+P4 P1+P3

Figur 38 Genuttrykk for C3 i torskelarver for behandlingene med ulike blandinger av de
probiotiske kandidatene og den bakteriefrie behandlingen. P1: Vibrio sp.; P3: Microbacterium
sp.; og P4: Pseudoalteromonas sp. Seylene viser antall kopier av C3 per 0,04 pg isolert RNA.

Error bars er standard error.

Ogsé for behandlingene hvor det ble tilsatt blandinger av bakterier var variasjonen i uttrykk
av C3 mellom de ulike replikatene sa stor at det blir lite signifikante forskjeller (Figur 38).
Behandlingen med ded P1+P4 gav signifikant heyere uttrykk av C3 i forhold til
behandlingene med ded P1+P3+P4 og ded P1+P3. Det var ingen signifikante forskjeller
mellom den bakteriefrie behandlingen og de andre behandlingene, eller mellom

behandlingene med levende og ded bakteriemiks av samme type.

Genuttrykket av C3 i behandlingene med levende bakterier 14 pad omtrent samme niva for alle
behandlingene, bade for behandlingene med monokulturer og for behandlingene med miks av
ulike probiotiske kandidater. Det var kun behandlingen med L. anguillarum som skilte seg ut
ved & vaere hoyere enn de andre. Det samme var tilfellet for uttrykket av C3 i larvene fra
behandlingene med dede bakterier tilsatt som monokulturer. Behandlingene med ded P1+P4
og P3+P4 gav et hoyere uttrykk enn behandlingene med dede monokulturer, mens uttrykket i
behandlingene med ded P1+P3+P4 og P1+P3 var pd omtrent samme niva som uttrykket i

behandlingene med monokulturer.
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Figur 39 Genuttrykk for Cyplal i torskelarver for behandlingene bakteriefri, levende og ded
Vibrio, Microbacterium, Pseudoalteromonas og L. anguillarum. Seylene viser antall kopier

av Cyplal per 0,04 pg isolert RNA. Error bars er standard error.

For Cyplal viste sammenligningen av behandlinger med levende og dede bakterier av samme
art, at det kun var L. anguillarum og Pseudoalteromonas sp. som gav signifikant heyere
genuttrykk ved tilsats av levende bakterier i forhold til ved tilsats av dede bakterier (Figur
39). For disse to behandlingene var uttrykket av Cyplal ved tilsats av levende bakterier
henholdsvis 2,2 og 3,4 ganger hgyere enn ved tilsats av dede bakterier. Sammenligningen av
behandlingene som var tilsatt én type levende eller dede bakterier hver, viste at uttrykket av
Cyplal var heyest 1 behandlingen med L. anguillarum (Figur 39). Dette var signifikant
hayere enn genuttrykket i alle de andre behandlingene bortsett fra behandlingen med levende

Pseudoalteromonas sp.
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Figur 40 Genuttrykk for Cyplal i torskelarver for behandlingene med ulike blandinger av de
probiotiske kandidatene og den bakteriefrie behandlingen. P1: Vibrio sp.; P3: Microbacterium
sp.; og P4: Pseudoalteromonas sp. Seylene viser antall kopier av Cyplal per 0,04 ng isolert

RNA. Error bars er standard error.

For uttrykk av Cyplal ved tilsetning av blandinger av bakterier var det ingen signifikante
forskjeller mellom behandlinger med levende og dede bakterier, bortsett fra de to
behandlingene med P1+P3+P4 (Figur 40), men alle behandlingene gav heyere uttrykk av
Cyplal ved tilsetning av levende bakterier enn ved tilsetning av dede bakterier. Dette gjaldt
bade ved tilsetning av renkulturer og blandinger av bakterier. Uttrykket av Cyplal ved tilsats
av levende PI1+P3+P4 var 2,8 ganger hoyere enn ved tilsats av dede bakterier.
Sammenligningen av behandlingene tilsatt ulike kombinasjoner av de tre probiotiske
kandidatene i levende eller ded form, viste at behandlingen med levende P1+P3+P4 gav
signifikant heyere uttrykk av Cyplal enn alle de andre behandlingene bortsett fra
behandlingen tilsatt levende P1+P4 (Figur 40).

3.2 Forsgk med quorum sensing hemmende kandidater

I de to anrikingsforsekene ble det forsekt a anrike bakteriesamfunn fra torskefeces som kan
bryte ned autoindusere fra Vibrio harveyi eller Listonella anguillarum. Bakterienes evne til &
bryte ned slike autoindusere ble beregnet ved & underseke de anrikede bakterienes evne til &

redusere bioluminiscens i cellefritt vann fra henholdsvis V. harveyi og L. anguillarum. Dette
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ble gjort ved méling av RLU (relative light unit). Lave RLU maélinger vil si at det var lite
autoindusere igjen i det cellefrie vannet pd grunn av at bakteriesamfunnene hadde klart a bryte

dem ned.

3.2.1 Nedbryting av autoindusere fra Vibrio harveyi

Av bakteriesamfunnene som ble anriket i cellefritt vann fra V. harveyi BB120, hadde kun F3,

Mix 1 og Mix 2 nok vekst til & kunne tas videre til maling av bioluminiscens (Figur 12).
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Figur 12 Gjennomsnittlige RLU-malinger (relative light units) for de tre ulike
dobbeltmutantene i de ulike behandlingene. Negativ kontroll er dobbeltmutanter i Marine
Broth, og positiv kontroll er dobbeltmutanter i cellefritt vann fra V. harveyi BB120. Error bars

er standard error.

Det var ingen signifikante forskjeller mellom de ulike behandlingene (ANOVA og Tukey’s
Honestly-Significant-Difference Test). Dette kommer muligens av at variasjonen mellom de
ulike replikatene var sd stor at det ble vanskelig & pavise forskjeller. For JAF375 var den
negative kontrollen hgyere enn alle provene, mens den for JMH612 og JMHS597 var lavere.
Den positive kontrollen 14 pd omtrent samme niva som preovene for alle dobbeltmutantene.
Bakteriesamfunn Mix 1 og Mix 2 ble likevel brukt videre i korttidsforsegket med quorum

sensing nedbrytende kandidater.
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3.2.2 Nedbryting av autoindusere fra Listonella anguillarum

Alle de ulike bakteriesamfunnene som ble anriket i cellefritt vann fra L. anguillarum, ble

undersekt for deres evne til & bryte ned autoindusere fra L. anguillarum (Figur 13 ).
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Figur 13 Gjennomsnittlige RLU-malinger (relative light units) for de tre ulike
dobbeltmutantene, i de ulike behandlingene. Negativ kontroll var dobbeltmutanter i friskt
Marine Broth, og positiv kontroll var dobbeltmutanter i cellefritt vann fra BB120. Error bars

er standard error.

Det var ikke noen signifikante forskjeller mellom RLU-maélingene i provene inokulert med
dobbeltmutantene JAF375 eller JMH597 (ANOVA og Tukey’s Honestly-Significant-
Difference Test). For prevene som ble inokulert med dobbeltmutanten JMH612, ble noen
signifikante forskjeller observert (Tabell 18).

Tabell 18 Resultater etter parvis sammenligning RLU-verdier (Relative Light Units) ved
hjelp av Tukey’s Honestly-Significant-Difference Test for prever inokulert med

dobbeltmutant JMH612.

Behandling (hgy verdi) Behandling (lav verdi) P verdi
F1 F2 tarm 0,030
F1 F3 tarm 0,005
Fl1 Mix 2 0,001
F1 tarm F3 tarm 0,018
F1 tarm Mix 2 0,002
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I tillegg hadde alle behandlinger signifikant heyere RLU-verdier enn den negative kontrollen,
og alle untatt F2 tarm, F3 tarm og Mix 2 hadde signifikant heyere verdier enn den positive

kontrollen.

3.2.3 Overlevelse for torskelarver

Utviklingen av torskelarvenes overlevelse i1 lopet av forseket med quorum sensing
nedbrytende kandidater, er presentert i Figur 32, og larvenes prosentvise overlevelse pé dag 5
og 7 etter klekking er presentert i Figur 33. For & kunne ta vare pa noen av torskelarvene
matte den bakteriefrie behandlingen som ble tilsatt levende L. anguillarum avsluttes pa dag 5

etter klekking pa grunn av at dedligheten ble sé hoy.
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Figur 32 Torskelarvenes prosentvise overlevelse beregnet etter daglige tellinger. L.

anguillarum ble tilsatt pa dag 3 etter klekking.
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Figur 33 Torskelarvenes prosentvise overlevelse pa dag 5 og 7, beregnet ut fra antall dede

torskelarver.

For & finne statistisk signifikante forskjeller mellom de ulike behandlingene, ble det benyttet
chi-kvadrat test (a=0,05, d.f.=1) pa antall dede torskelarver. Pa dag 5 var det kun signifikante
forskjeller mellom den bakteriefrie behandlingen og den bakteriefrie behandlingen tilsatt
levende L. anguillarum (P=1,26 x 107), hvor overlevelsen var hoyest i behandlingen uten L.
anguillarum. Tilsats av ded L. anguillarum derimot, hadde ingen innvirkning pa overlevelsen
hos torskelarvene. Siden L. anguillarum induserer gkt dedlighet hos torskelarvene viser det at
det eksperimentelle oppsettet fungerer og dette er en patogen som kan brukes i en slik

’challenge test”.

For & undersgke om de anrikede bakteriesamfunnene interfererte med L. anguillarum, ble den
bakteriefrie behandlingen tilsatt levende L. anguillarum sammenlignet med behandlingene
tilsatt potensielle quorum sensing nedbrytende kandidater og L. anguillarum. Overlevelsen i
den bakteriefrie behandlingen avtok drastisk raskt (mellom dag 4 og dag 5) etter tilsats av L.
anguillarum. For behandlingene med AHL1, AHL2 og LAQ avtok ikke overlevelsen pa
samme mate for mellom dag 7 og dag 8. Effekten av tilsatt L. anguillarum ble altsd utsatt i
omtrent 3 dager. P4 dag 5 var det signifikant heyere overlevelse i behandlingene med AHL1,
AHL2 og LAQ (P=4,48 x 107", P=4.85x 107 og P=1,46x 10'%) som hadde en overlevelse pa
omtrent 90% i forhold til den bakteriefrie behandlingen tilsatt levende L. anguillarum som

hadde en overlevelse pa kun 54%. Selv om den bakteriefrie behandlingen tilsatt L.
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anguillarum ble avsluttet pa dag 5 1 dette forseket, kan en ut fra tidligere forsek anta at den
prosentvise overlevelsen for denne behandlingen ville vert lik null pa dag 7 etter klekking
(Fjellheim 2006a). I behandlingene tilsatt AHL1, AHL2 og LAQ var overlevelsen signifikant
heyere enn null pd dag 7, og en kan anta at de anrikede bakteriesamfunnene interfererte med

L. anguillarums patogene effekt.

AHL1-, AHL2- og LAQ-behandlingene med og uten tilsats av levende L. anguillarum ble
ogsd sammenlignet. P4 dag 5 var det signifikante forskjeller i overlevelse med og uten L.
anguillarum for AHL1 og AHL2 behandlingene (chi-kvadrat test, a=0,05, d.f.=1, P=0,028 og
P=0,001). I behandlingene med AHL1, var overlevelsen hoyest ved tilsats av L. anguillarum,
mens det i AHL2 behandlingene var heyest overlevelse uten L. anguillarum. For LAQ
behandlingene var det ingen forskjell mellom de to behandlingene. P4 dag 7 var det fortsatt
signifikante forskjeller med og uten L. anguillarum for AHL2 behandlingene (P=0,0000),
med heyest overlevelse uten tilsats av L. anguillarum. For AHL1 behandlingene var det ikke

lenger var noen forskjell.

3.2.4 Kvantifisering av bakterier

Beregning av CFU ble gjort ved avslutning av foseket ved hjelp av utplating av
fortynningsrekker ved avslutning av forseket (Tabell 22). Ved starten av forseket ble det
tilsatt 1,00 x 10° CFU/mL. I alle behandlingene bortsett fra behandlingen med LAQ og L.

anguillarum har bakterietettheten okt fra starten til slutten av forseket.

Tabell 22 Kvantifisering av bakterier ved utplating av fortynningsrekker ved avslutning av

forsek med quorum sensing nedbrytende kandidater.

Behandling CFU/mL
AHL 1 1,57 x 10°
AHL 1 + L. anguillarum 2,95 x 10°
AHL 2 2,06 x 10°
AHL 2 + L. anguillarum 3,84 x 10°
LAQ 1,45 x 10°
LAQ + L. anguillarum 0,51 x 10°
Levende L. anguillarum 2,93 x 10
Bakteriefri + L. anguillarum 1,07 x 10°
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4 DISKUSJON

4.1 Evaluering av modellsystemet

Dyrkningsflaskene som ble brukt i startforingsforsekene var modifisert av PhD student
Torunn Forberg til & passe dette formalet. I det forste startforingsforsegket var det problemer
med stor dedlighet etter dag 10, og en kunne se at mange av torskelarvene hadde en litt
deformert kroppsfasong. Det ble antatt at dette kom av at torskelarvene kreesjet med luftbobler
fra luftesystemet og da ble slatt i svime eller fikk andre skader. P4 dag 10, da larvene géar fra
plommesekkstadiet over til utelukkende eksogent matinntak, ble pakjennelsen for de skadde
larvene for stor til at de klarte & overleve. I startforingsforsek nummer to ble det laget et nett
rundt luftesystemet slik at torskelarvene ikke kunne vare i naerheten av luftboblene. Pa denne
maten fikk en sannsynligvis hindret ugunstige skader pé larvene og mengden deformerte
larver i flaskene ble redusert. Dette var mest sannsynlig arsaken til at dedligheten pa dag 10 i

forsek nummer to var kraftig redusert 1 forhold til det forste forseket.

Fra det forste startforings- og korttidsforseket med levende og dede probiotiske kandidater,
ble det ingen resultater, da de aller fleste flaskene var kontaminerte. Arsaker til
kontamineringen kan vare at eggene ikke var helt bakteriefrie ved starten av forseket, eller
darlige rutiner og handtering av utstyr under sterilarbeid. I forsek 1 ble eggene behandlet med
glutaraldehyd kun en gang, mens de i1 forsek nummer to ble desinfisert en gang for ankomst,
og deretter gjort bakteriefrie ved ankomst, og 1 forsek nummer to var det ikke problemer med
kontamineringer. Dette viser at metoden som ble brukt til & f4 bakteriefrie torskelarver
(Salvesen et al. 1995; Salvesen et al. 1997) fungerte godt, men kun dersom eggene er

desinfisert en gang for eggene gjores bakteriefrie.

Samme type startforingsforsek med torskelarver er tidligere foretatt med litt andre resultater. I
forseket fra Fjellheim et al. (2006a) ble de samme probiotiske kandidatene benyttet, men uten
en bakteriefri behandling. Den positive kontrollen i det aktuelle forseket var ikke-sterilisert
vann, noe som gav en overlevelse hos torskelarvene som var lavere enn overlevelsen ved
tilsettelse av de probiotiske kandidatene. I denne oppgaven var den positive kontrollen en
bakteriefri behandling som gav heyere overlevelse enn ved tilsats av bakterier. Det er mulig at

den bakteriefrie behandlingen gav torskelarvene sé& gode forhold med s& lite stress at
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overlevelsen ble kunstig heye i forhold til det som er normalt. P4 grunn av dette burde det
muligens vart en behandling med modent vann 1 forsekene her ogsa, slik at man pa den méten

kan se hvilken effekt den bakteriefrie behandlingen har pa torskelarvene.

I startforingsforseket var det i utgangspunktet 3 biologiske replikater av hver behandling, men
pa grunn av kontamineringer ble det til slutt kun ¢n parallell av den bakteriefrie behandlingen,
og behandlingen med dede bakterier (DM), og to paralleller av behandlingen med levende
bakterier (LM1 og LM2). Det viste seg at de to parallellene gav relativt ulike resultater. Nar
det gjelder overlevelse og vekst var det ikke signifikante forskjeller mellom LM1 og LM2,
men det var storre og signifikant forskjell mellom LM1 og DM, enn det var mellom LM2 og
DM. Ved kvantifisering av genuttrykk var forskjellen mellom de to parallellene ofte stor, men

store standardavvik bidro til at forskjellen ikke var signifikant bortsett fra for Cyplal.

Ved kvantifisering av bakterier i de ulike behandlingene var det ikke sa store forskjeller
mellom de to parallellene og CFU-malingene som ble tatt ved avslutningen av forseket var
sveert like. 1 folge disse malingene hadde bakterietettheten holdt seg relativt stabilt siden
starten av forseket. Flow cytometri-mélingene som ble tatt i lopet av forsegket derimot, viste at
celletallet steg utover i forseket og at det i LMI-behandlingen var heyere enn i LM2-
behandlingen ved de to siste malingene. At celletallet gker utover i forseket er naturlig, da
bade alger og bakterier vil formere seg som en respons til neringsstoffer og organisk
materiale som dannes i flaskene. For & redusere mengden organisk materiale ble dede
torskelarver og overskudd av alger fjernet jevnlig under forsgket. Dette er kanskje grunnen til
at bakterietettheten ikke ble enda heyere. Mengden av ammonia i vannet ved avslutningen av
forsoket var en del heyere i LM1-behandlingen enn i LM2-behandlingen. Ammonia er et
biprodukt fra fordeyelse av proteiner og det viktigste nitrogenholdige avfallsstoffet fisk skiller
ut (Masser et al. 1999). Bade ammonia og nitritt er giftig for fisk og selv om sensitiviteten for
nitrogen hos fisk er artsspesifikk, anbefaler Masser et al. (1999) at total ammonia holdes
under 1 mg/L, at nivaet av nitritt holdes under 0,5 mg/L, og at uinoisert ammonia holdes pa et
niva under 0,05 mg/L. I LM1-behandlingen var total ammonia over 1 mg/L noe som kan ha

pavirket torskelarvenes genuttrykk.

Ut fra resultatene over kan det se ut til at de fysiske forholdene i flaskene var sa ulike at dette
hadde sé stor innvirkning pa torskelarvene at effekten av de tilsatte bakteriene ble forstyrret.

Grunner til dette er vanskelig & fastsla, men ujevn lysfordeling kan vere en av arsakene. Det
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burde kanskje ogsd vaert mélt pH under forseket da mengden av uionisert ammonia, som er
sveert giftig for fisk, er avhengig av bade pH og temperatur. Fisk kan tile pH fra 6,0 til 9,5,
men en rask endring i pH pa to enheter eller mer er skadelig for fisk, spesielt for larver.
Masser et al. (1999) foreslar at pH ber ligge mellom 7,0 og 8,0 for optimale forhold. For
startforingsforseket vil det vaere vanskelig & ha mindre systemer, men for korttidsforsekene
vil det muligens vare bedre & satse pa & ha brenner med en og en fisk i. P4 den méten blir
forholdene mer like og det blir lettere & ha flere biologiske replikater. Det blir ogsa lettere a

holde oversikten over torskelarvenes dedlighet.

I det forste korttidsforseket ble Roseobacter sp. linje RA4-1 brukt som en potensiell probiont.
Denne linja var tidligere blitt brukt i forsek med torskelarver med gode resultater nér det
gjaldt overlevelse (Fjellheim et al. 2006a). 1 det forste korttidsforseket ble overlevelsen
relativt lav, og det ble problemer med for hey bakterievekst i flaskene og Roseobacter sp.
linje RA4-1 ble byttet ut med Pseudoalteromonas sp. linje RA7-14 i korttidsforsek nummer
to. Roseobacter sp. linje 27-4 har blitt brukt i forsek med piggvarlarver utsatt for L.
anguillarum (Planas et al. 2006), med relativt gode resultater. Men i det aktuelle forseket
hadde de problemer med at vannet ble turbid pd grunn av hey bakterievekst ved tilsats av
hoye konsentrasjoner av bakterier og ved tilsats av Marine Broth supernatant. I
korttidsforsekene i denne oppgaven ble bakteriene tilsatt sammen med Marine Broth. Planas
et al. (2006) antar at neringsstoffene i Marine Broth mediet fremmet vekst av opportunistiske
patogene bakterier som for eksempel Vibrionaceae i vannet, og at dette forte til okt dedlighet
hos piggvarlarvene. Dette kan ogsa ha vert tilfellet i dette korttidsforseket, da alle flaskene
var kontaminerte med ikke-identifiserte bakterier. I det andre korttidsforsgket ble samme
framgangsmaéte benyttet, men da var Roseobacter sp. byttet ut med Pseudoalteromonas sp.,
og det ble da ingen problemer med turbiditet 1 flaskene. I senere forsek ber kanskje bakteriene

fjernes fra Marine Broth og heller lases i for eksempel FASV for de tilsettes.

4.2 Effekt av levende og dgde probiotiske kandidater pa

torskelarver

4.2.1 Overlevelse hos torskelarver

I et tidligere forsek ble det konkludert med at formalininaktiverte probiotiske celler brukt som
fortilskudd hadde en fordelaktig effekt pa regnbueerret (Oncorhynchus mykiss) med byller

(furunculosis) (Irianto et al. 2003). Positive effekter av dede celler kunne ikke observeres i
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forsgkene som ble utfert i denne oppgaven. For de fleste behandlingene gav tilsats av levende
probiotiske kandidater redusert overlevelse i forhold til tilsats av dede probiotiske kandidater,
mens tilsats av dede bakterier ikke gav noen effekt i forhold til den bakteriefrie
kontrollbehandlingen. Dette gjaldt badde for korttids- og startforingsforseket. Resultatene fra
forseket utfort her stemmer overens med et forsek utfert av Taoka et al. (2006). I det aktuelle
forseket ble tilapia (Oreochromis niloticus) infisert med Edwardsiella tarda behandled med
levende og dede probiotiske celler. Den probiotiske behandlingen ferte blant annet til
forbedret ikke-spesifikt immun system og ekt overlevelse, men det ble konkludert med at
bruken av levende probiotiske celler hadde best effekt og at cellene var levende spilte en
viktig rolle. I et forsek utfert av Marques et al. (2005) ble det vist at dede bakterier hadde en
positiv effekt pa overlevelsen hos Arteimia franciscana, men kun dersom det ble benyttet
levende for av lav eller medium kvalitet. I denne oppgaven ble det brukt levende for av hay

kvalitet, noe som kan vere grunnen til at dode bakterier ikke pavirker overlevelsen her.

I en review diskuterer Verschuere et al. (2000) ulike mater probiotiske bakterier kan péavirke
organismer innen akvakultur. Eksempler pa dette kan vaere folgende: konkurranse om
kjemikalier eller tilgjengelig energi; konkurranse om bindingsseter; forbedring av vertens
immunrespons; forbedring av vannkvaliteten; interaksjon med fytoplankton; kilde til makro-
og mikroneringsstoffer; og enzymatisk bidrag til fordeyelsen (Verschuere et al. 2000). Alt
dette, muligens med unntak av forbedring av immunresponsen og kilde til neringsstoffer,
krever levende og aktive bakterier. Det er derfor logisk at levende probiotiske celler har storre

effekt pa for eksempel vertens overlevelse enn dede celler.

Resultatene indikerer at dede bakterier ikke har noen positiv innvirkning pa torskelarvenes
overlevelse, og at bakteriene mé vere levende for & ha en eventuell probiotisk effekt. Det at
tilsetting av levende probiotiske kandidater i dette forseket forte til redusert overlevelse i
forhold til den bakteriefrie kontrollen i de fleste behandlingene trenger ikke bety at
kandidatene ikke har probiotiske effekter. De samme probiotiske kandidatene ble brukt av
Fjellheim et al. (2006a) med gode resultater i forsek hvor negativ kontroll var behandling med
L. anguillarum og positiv kontroll var ikke-sterilisert vann (modent vann). Med hensyn til den
negative kontrollen stemmer resultatene fra Fjellheim et al. (2006a) sitt forsek godt overens
med forsekene utfert i denne oppgaven, men en burde ogsd i denne oppgaven hatt en

behandling med modent vann.
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4.2.2 Kvantifisering av genuttrykk hos torskelarver fra startforingsforsgk

Rawls et al. (2004) gnotobiotiske zebrafisk (Danio rerio) til a finne evoulusjonert konserverte
responser pa fiskens tarmbakterier. Homologer til atte av genene som var sterkt opp- eller
nedregulert 1 det aktuelle forsegket ble her kvantifisert for torskelarver. Genene som ble
undersekt i forsgket til Rawls et al. (2004) var involvert i blant annet naringsmetabolisme,

xenobiotisk metabolisme og immunresponser.

Fiaf og Fdps er begge gener som er involvert i fiskens naringsmetabolisme, henholdsvis
lipidnedbryting og isoprenoidbiosyntesen. Hos zebrafisk var uttrykket av Fiaf oppregulert i
bakteriefrie fisk i forhold til i fisk som hadde hatt bakterier i sine omgivelser (Rawls et al.
2004), og i felge Rawls et al. (2004) var det samme tilfellet i forsek med gnotobiotiske mus.
Dette impliserer at de bakteriefrie fiskene har redusert evne til & ta opp neringsstoffer fordi de
ikke klarer 4 ta opp energikilder i maten som normalt frigjeres av prosesser relatert til
bakterier i tarmen, og metabolismen minner om metabolismen under en fasteperiode (Bates et
al. 2006; Rawls et al. 2004). Hos torskelarvene fra startforingsforseket derimot ble uttrykket
oppregulert hos larvene fra behandlingen med levende Microbacterium sp. i forhold til
larvene fra den bakteriefrie behandlingen og behandlingen med dede Microbacterium sp. Men
uttrykket var ogsd oppregulert i larvene fra den bakteriefrie behandlingen i forhold til
uttrykket av f-actin. Ut fra dette ser det ut til at Microbacterium sp. ikke bidrar til
torskelarvenes n@ringsmetabolisme og at bakteriene kanskje bidrar til ekt stress slik at
larvenes evne til & ta opp naringsstoffer ble redusert i forhold til den bakteriefrie
behandlingen. Uttrykket av Fdps i zebrafisk og mus (Rawls et al. 2004) var oppregulert i fisk
og mus fra behandlinger med bakterier i forhold til bakteriefrie organismer. Dette var ogsa
tilfellet 1 dette forseket, selv om det pa grunn av store standardavvik ikke var signifikante
forskjeller. Ut fra resultatene konkluderte Rawls et al. (2004) med at kolesterolmetabolismen
reguleres av mikrobiota i bidde zebrafisk og mus, og dette ser ut til & stemme hos torskelarver

0gsé.

Cyplal er involvert i fiskens xenobiotiske metabolisme (Rawls et al. 2004). Det vil si
metabolske spor som modifiserer forbindelser som ikke er en naturlig del av en organismes
biokjemi (xenobiotika), og som kan veare giftige for organismen (Oxford Biochemical

Research 2009). Rawls et al. (2004) hevder at uttrykket av Cyplal ber vare heyere i

81



bakteriefrie fisk, da mikrobiota ogsa deltar i nedbryting av xenobiotika. I denne oppgaven ble
uttrykket av genet hoyest for torskelarver fra den ene behandlingen med levende
Microbacterium sp., og uttrykket var ogsd heyere i1 larvene fra behandlingen med dede
bakterier enn den bakteriefrie behandlingen. Det er blitt vist at uttrykket av dette genet
oppreguleres dersom mus utsettes for enkelte miljogifter (Denison et al. 1995). Grunnen til at
uttrykket av genet er oppregulert i LM2-behandlingen, kan skyldes at torskelarvene reagerer
pa forbindelser bakteriene produserer, selv.om LMI-behandlingen ikke gav et oppregulert
uttrykk av genet. Siden torskelarvene fra DM-behandlingen ogsa viste et hayere uttrykk av
Cyplal enn larvene fra den bakteriefrie behandlingen, kan det ogsd vare bestanddeler i
bakteriene torskelarvene responerer pd. Ut fra torskelarvenes overlevelse gjennom forseket,
kan det se ut til at larvene reagerer negativt pa tilsetning av bdde levende og dede bakterier,

og at levende bakterir gir mest respons ogsa pa dette omradet.

C3 og Gpx2 er gener som er involvert i organismers medfedte immunresponser. Gpx2 koder
for et protein som er involvert i beskyttelse mot oksidativt stress, og C3 koder for complement
component 3, som er viktig i aktiveringen av komplementsystemet (Goldsby et al. 2003). Det
er vist at uttrykket av disse genene er lavere bdde i bakteriefrie zebrafisk (Rawls et al. 2004)
og mus (Esworthy et al. 2003) enn i dyr eksponert for bakterier. Dette var ikke tilfellet i denne
oppgaven. Her var uttrykket av begge genene heyest i torskelarvene fra den bakteriefrie
behandlingen, og lavest hos larvene fra DM-behandlingen. CLECT koder for serum lektin,
som ogsa er involvert i fiskens immunresponser. Hos fisk har en funnet lektin i serum, mukus
og egg, og det har blitt vist at lektinene kan reagere med en rekke ulike patogener og det antas
at de bidrar til vertens medfedte immunforsvar (Fock et al. 2000; Ottinger et al. 1999).
Levende, patogene bakterier i torskelarvenes omgivelser vil da sannsynligvis fore til at
uttrykket av CLECT oker 1 forhold til bakteriefrie behandlinger eller behandlinger med dede
bakterier. 1 dette forseket var det ingen signifikante forskjeller mellom de ulike
behandlingene, men uttrykket fra LM2-behandlingen var en del heyere enn de andre
behandlingene. Det kan da bety at Microbacterium sp. forarsaket en respons som forte til gkt
uttrykk av genet i denne behandlingen selv om denne bakterien i1 utgangspunktet ikke skulle
ha en patogen virkning pé larvene. Dette stemmer ogsa godt overens med
overlevelsesresultatene og uttrykket av Cyplal som ogsa tilsier at Microbacterium sp. har en

negativ effekt pa torskelarvene.
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WARS er et gen som koder for tryptofanyl-tRNA syntetase, som katalyserer aminoacyleringen
av tRNAy, med tryptofan noe som er en viktig funksjon i1 cellas proteinsyntese. I
startforingsforseket ble det ingen signifikante forskjeller 1 uttrykket av dette genet mellom de
ulike genene, men uttrykket var lavest i behandlingen med dede Microbacterium sp. og det
var oppregulert i forhold til S-actin for alle behandlingene. ltgh1bp3, som koder for integrin
B-1-binding protein 3, har samme uttrykksmenster som WARS, men her var det signifikante
forskjeller mellom de to LM-behandlingene og DM-behandlingen. Integriner er reseptorer
som sender signaler begge veier over plasmamembranen, og har slik en innvirkning pd mange
av cellas viktige prosesser. Dette inkluderer formering, bevegelse og overlevelse (Goldsby et
al. 2003; Hervy et al. 2006). Homologer av genet er funnet bidde hos mus, menneske og
kylling i tillegg til hos zebrafisk. Hos mus og mennesker er det vist at dette proteinet har evne
til blant annet binding av ATP, kinase aktivitet, binding av proteiner og transferase aktivitet
(NCBI 2009b). Mange medlemmer av integrin -1 familien er involvert i celleadhesjon i
utvikling av muskler (Li et al. 1999) og det er en mulighet for at proteinet /tghbp3 koder for
binder slike integriner. Uttrykket av WARS og Itgblbp3 indikerer da at torskelarvene hadde
hey proteinsyntese og muskelutvikling, noe som stemmer godt da de var i en utviklings- og
voksefase. At uttrykket var relativt likt i de fleste behandlingene impliserer at veksten var like
stor hos alle torskelarvene bortsett fra larvene fra DM-behandlingen noe som stemmer godt
overens med resultatene fra lengdemélingene, hvor det var signifikant forskjell mellom LM1-

og DM-behandlingen.

4.2.3 Kvantifisering av genuttrykk hos torskelarver fra korttidsforsek

Ved kvantifisering av genene C3 og Cyplal i torskelarver fra behandlingene med
monokulturer av bakterier, ble uttrykksmensteret omtrent det samme for begge gener. Begge
genene var hgyere uttrykt i behandlingene med levende bakterier i forhold til behandlingene
med dede bakterier. Uttrykket for begge gener er heyest i behandlingene med levende L.
anguillarum og Pseudoalteromonas sp. Bade C3 og Cyplal er gener som er involvert i
fiskens forsvarssystem, og med tanke pa at bade L. anguillarum og Pseudoalteromonas sp.
forte til lave overlevelsestall, er det logisk at genene er hoyest uttrykt i torskelarvene fra disse
behandlingene. Dessverre viste det seg at behandlingene med levende Pseudoalteromonas sp.
var kontaminert, s& om det er Pseudoalteromonas sp. eller kontamineringene som forte til det

heye uttrykket er vanskelig & si noe om.
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For C3 var uttrykket i behandlingen med ded L. anguillarum heyere enn i den bakteriefrie
kontrollbehandlingen og behandlingene med levende bakterier. Dette kan bety at L.
anguillarum innehar bestanddeler som er med pa & trigge immunsystemet til torskelarvene
uavhengig av om bakteriene er aktive/levende eller ikke. For Cyplal er dette ikke tilfellet,
noe som tilsier at bakteriene ma vare levende for & ha innvirkning pa den xenobiotiske
metabolismen, og at det sannsynligvis er forbindelser bakteriene produserer torskelarvene

responderer pa.

Det samme kan en ogsé se igjen for behandlingene med flere typer bakterier. For C3 er
uttrykket mye hoyere 1 torskelarvene fra behandlingene med ded P1+P4 (henholdsvis Vibrio
sp. og Pseudoalteromonas sp.) og ded P3+P4 (henholdsvis Microbacterium sp. og
Pseudoalteromonas sp.) enn i torskelarvene fra de andre behandlingene, mens det for Cyplal
er hoyest i torskelarvene fra behandlingene med levende bakterier. Dette gir ogsd en
indikasjon pa at uttrykk av C3 kan induseres av bestanddeler av bakteriene, mens Cyplal far

et hoyere uttrykk pé grunn av forbindelser som bakteriene produserer.
4.3 Forsgk med quorum sensing hemmende kandidater

4.3.1 Effekt av quorum sensing hemmende kandidater pa overlevelse

hos torskelarver

I denne oppgaven ble gnotobiotiske torskelarver brukt som testorganisme. P4 denne maten ble
bakteriesamfunn som var naturlig til stede i torskelarvenes miljo eliminert, og kunne derfor
ikke ha noen effekt pa quorum sensing systemet til L. anguillarum. All eventuell nedbryting
av quorum sensing signaler ble derfor utfert av tilsatte bakteriesamfunn. L. anguillarum er en
kjent, patogen bakterie som finnes i de fleste marine fiskearter og i deres omgivelser.
Bakterien har et quorum sensing system som minner om systemet hos V. harveyi, og styrer
blant annet produksjon av metalloprotease, pigment og dannelse av biofilm (Milton et al.
1992; Milton et al. 1997; Croxatto et al. 2002; Croxatto et al. 2004). L. anguillarum har en
negativ effekt pd overlevelsen hos blant annet piggvarlarver (Munro et al. 1995; Sugita et al.
2008). Dette stemmer godt overens med resultatene i dette forseket. Overlevelsen hos
torskelarvene sank drastisk etter tilsats av levende L. anguillarum til i utgangspunktet

bakteriefrie torskelarver. Tilsats av ded L. anguillarum derimot, hadde ingen effekt pa
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torskelarvenes overlevelse. En kan da anta at bakterien ma vare aktiv for & ha en patogen

innvirkning pa torskelarvene.

Det har blitt vist at torskelarvers toleranse mot infeksjon av L. anguillarum kan gkes ved hjelp
av probiotiske bakterier (Taoka et al. 2006). I behandlingene med quorum sensing
nedbrytende kandidater, og L. anguillarum, kan en se en tendens til at effekten av L.
anguillarum ble utsatt i tre til fire dager i forhold til den bakteriefrie behandlingen tilsatt L.
anguillarum. Dette gjelder bade for LAQ-, AHL1- og AHL2-behandlingen. Det er rimelig a
anta at dette kommer av at bakteriesamfunnene som ble tilsatt, bryter ned quorum sensing
signaler fra L. anguillarum og p& den maten forstyrrer bakterienes kommunikasjon. L.
anguillarum ma derfor oppnd en hayere populasjonstetthet for den fir sin patogene effekt, enn
tilfellet er dersom bakterien opptrer alene eller med bakterier som ikke bryter ned quorum

sensing signalene.

I et tidligere forsek ble det vist at probiotiske mikroorganismer isolert fra Sparus aurata
(gilthead seabream) egkte overlevelsen hos fisk utsatt for L. anguillarum (Chabrillon et al.
2006). Dette skjedde ved at probiotene utkonkurrerte L. anguillarum med hensyn til
festesteder i fiskens mukus. Det kan vere tilfellet at dette ogsé har skjedd i denne oppgaven,
og at effekten av de anrikede bakteriesamfunnene ikke kommer av deres nedbryting av L.
anguillarums quorum sensing signaler. I et annet forsek med probionter og ulike patogene
bakterier ble det konkludert med at probiontene hindret de patogene bakterienes mulighet til &
feste seg 1 fiskens mukus kun dersom probiotene ble tilsatt etter de patogene bakteriene (Vine
et al. 2004b). Dersom probiontene ble tilsatt forst var det de som ble utkonkurrert. I denne
oppgaven ble de anrikede bakteriesamfunnene tilsatt for L. anguillarum og en kan pé grunn av
dette anta at deres effekt pa torskelarvenes overlevelse ikke hadde noe med konkurranse om

festesteder i mukus & gjore.

Det har tidligere blitt vist at AHL-degraderende bakterier kan gke overlevelsen hos piggvar
bade ved tilsats av bakterier direkte i vannet, og ved innkapsling av bakterier i rotatorier som
ble brukt som levende for (Tinh et al. 2008). Dette ble ikke resultatet i denne oppgaven ved
tilsats av de ulike potensielle quorum sensing nedbrytende kandidatene alene. Torskelarvenes
overlevelse ble da ikke endret i verken negativ eller positiv retning i forhold til den

bakteriefrie behandlingen. Det er mulig at den bakteriefrie behandlingen eker overlevelsen i
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forhold til naturlige systemer og at bakteriene kunne hatt en positiv effekt i et system med

modnet vann.

4.3.2 Anriking av quorum sensing hemmende kandidater

Isoleringen av quorum sensing nedbrytende kandidater var basert pa evnen bakteriesamfunn
fra torskefeces hadde til & vokse i et naeringsfattig medie med en blanding av AHL-molekyler
som karbon- og nitrogenkilde. Prosedyren som ble brukt var lik den som ble brukt av Tinh et
al. (2007c). Ved AHL-anriking av bakteriesamfunn fra torskefeces, var det svert vanskelig &
fa tette kulturer i anrikingsmediet. Hver syklus i anrikingen ble derfor utvidet fra & vare i 24
timer som det var i den opprinnelige protokollen, til & vare i 48 timer. Dette gjorde at
biomassen steg litt, men det var fortsatt nedvendig & dyrke opp bakteriene i Marine Broth for
luminisensassayet kunne gjennomferes. En mulig lasning pd problemet med lav vekst i
anrikingsmediet, kan vaere & tilsette natriumacetat som karbonkilde 1 tillegg til AHL
forbindelsene som sa blir bakterienes nitrogenkilde. Ved anriking i cellefritt vann fra L.

anguillarum var veksten bedre.

I forseket med AHL-nedbrytende bakterier, var det ingen signifikante forskjeller mellom
RLU-malingene i de ulike prevene. Den negative kontrollen for dobbeltmutantene JMH612
og JIMHS597 som detekterer henholdsvis HAI-1 og AI-2 var lavere enn behandlingene, men
store variasjoner mellom replikatene og derfor store standardavvik ferte til at disse
forskjellene ikke var statistisk signifikante. For & unnga dette ber en ha flere replikater, for
slik & oke neyaktigheten pd middelverdien slik at resultatene blir statistisk riktige. For
dobbeltmutanten JAF375 som detekterer CAI-1 er den negative kontrollen hoyere enn bade
den positive kontrollen og behandlingene, noe som gjer malingene svert usikre. Den positive
kontrollen var ikke signifikant heyere enn behandlingene for noen av dobbeltmutantene. Dette
kan skyldes at de tilsatte bakteriesamfunnene ikke bryter ned autoinduserene, men det kan
ogsé skyldes at RLU malingene ble pévirket av Marine Broth i behandlingene noe verken
positiv eller negativ kontroll inneholdt. Til tross for at det ikke var noen signifikante
forskjeller mellom de ulike behandlingene, ble de anrikede samfunnene Mix1 og Mix2 (kalt
henholdsvis AHL1 og AHL2) likevel brukt videre i torskeforsek pd grunn av at disse hadde

best vekst under anrikingen.
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I forseket med L. anguillarum autoinduser-nedbrytende bakterier, var det kun signifikante
forskjeller mellom de ulike behandlingene for dobbeltmutanten JMH612 som detekterte HAI-
1. For IMH612 gav nesten alle behandlingene signifikant heyere luminescens enn béde
negativ og positiv kontroll. Dette indikerer at autoinduserene fra L. anguillarum mest
sannsynlig ikke brytes ned av de anrikede bakteriesamfunnene, eller at de produserer sine
egne autoindusere som forer til gkt luminescens hos dobbeltmutantene. Det har blitt fastslatt
at enkelte bakterier som produserer AHL-nedbrytende enzymer, ogsa kan produsere AHL-
molekyler selv (Gonzalez et al. 2006), noe som kan vere tilfellet hos bakteriesamfunnene
brukt i dette forseket. Det kan ogsd ha vert rester av Marine Broth 1 prevene som forstyrret
malingene. Tendensen var likevel at Mix 2 (kalt LAQ) gav lavere luminescens hos
dobbeltmutanten JMH612 enn de andre provene som ble méilt, og det ble derfor besluttet &
bruke denne preven videre selv om det er vanskelig & vite hvorfor RLU-malingene ble lavere

hos denne mutanten.

Fordi at variasjonen mellom replikatene var s& stor, burde det blitt foretatt flere replikate
malinger for slik & ke neyaktigheten pa middelverdien (reduserer standard error). En mulig
grunn til at replikatene ble sa forskjellige kan vare feilpipettering ved overforing av anrikede

bakteriesamfunn eller dobbeltmutanter.

4.4 Forslag til videre arbeid

Etter de forste forsgkene som ble kontaminerte, ble det forsekt a isolere 16S DNA fra
bakterier 1 torskelarvene for sd & kjore DGGE pé disse provene for & forseke & identifisere
hvilke bakterier som var tilstede. Alle provene bortsett fra den blanke og renkulturen av
Vibrio sp. delte svert mange band pa DGGE gelen, noe som kan bety at alle provene var
kontaminert av samme type bakterier. Men ved BLAST underseokelser av primerene som ble
brukt viste det seg at disse ogsa amplifiserte DNA sekvenser fra torsk. Siden alle prevene
sannsynligvis inneholdt mye mer DNA fra torsk enn fra bakterier er muligheten stor for at de
felles bandene stammer fra torsken og ikke bakteriene. En ber altsa designe nye primere som

ikke amplifiserer torske-DNA, for sé 4 kjore DGGE pd prover fra de ulike behandlingene.
Det bor ogsd kjeres DGGE pé prover fra anrikingsforsekene for s& & identifisere hvilke
bakterier som er tilstede for eksempel ved hjelp av sekvensering. Selve anrikingsforseket ber

ogsé gjentas med tilsats av natriumacetat for & fa bedre vekst i anrikingsmediet. Deretter ber
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det gjennomferes korttidsforsek med quorum sensing nedbrytende kandidater hvor det brukes
brenner med en og en fisk 1 stedet for flasker med 30 fisk. Forholdene vil da antageligvis bli
mer identiske enn ved bruk av flasker, og det vil bli lettere & fa god oversikt over larvenes
overlevelse. Dette gjelder ogsa korttidsforsek med levende og dede probiotiske kandidater. I
framtidige forsek ber en i tillegg til den bakteriefrie kontrollbehandlingen, ha en
kontrollbehandling med modnet vann, for & se hvordan larvene responderer pa mer naturlige

omgivelser.

Naér det gjelder korttidsforsek med quorum sensing nedbrytende kandidater hadde det ogsa
veert interessant & kvantifisere genene som er involvert i torskelarvenes immunresponser for a
se om de tilsatte bakteriesamfunnene har en innvirkning pé uttrykket av disse genene. Ved
senere qPCR forsek ber antallet tekniske replikater okes for & forseke & redusere standard

C1TorT.
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5 KONKLUSJON

Modellsystemet som ble brukt i denne oppgaven ble designet og modifisert av PhD student
Torunn Forberg. Flaskene pa 2 L med 30 torskelarver L™ gav godt handterbare systemer som
det var mulig & holde bakteriefrie gjennom hele forseket, og metoden som ble brukt for & fa
bakteriefrie torskelarver (Salvesen et al. 1995; Salvesen et al. 1997) fungerte godt da eggene
var desinfisert en gang ankomst og egner seg bra til denne typen forsek. Resultatene viste
likevel at det var store forskjeller mellom behandlinger som i utgangspunktet skulle vaere like.
For & forsgke & hindre dette ber flaskene flyttes minst mulig, og lys og lufting ber vare

konstant og likt i alle flasker.

Ut fra resultatene kan de se ut til at den bakteriefrie behandlingen gir torskelarvene for gode
betingelser i forhold til det som er naturlig, og sammenligninger mellom den bakteriefrie
behandlingen og behandlinger med monokulturer blir derfor usikre, og det blir vanskelig a
bedomme om en probiotisk kandidat virkelig har en probiotisk effekt eller ikke. P& grunn av
dette ber en ha en kontrollbehandling med modent vann slik at man kan sammenligne
behandlinger med monokulturer med sd naturlige forhold som mulig. Fremtidige
korttidsforsek ber gjennomferes med brenner med en og en larve, slik at torskelarvenes
omgivelser blir s& identiske som mulig. En kan p& denne maten ogsa fa flere replikater av

hver behandling, uten at arbeidsmengden blir sd mye storre.

Forsgket med quorum sensing hemmende kandidater og L. anguillarum viste at
bakteriesamfunnene, som var anriket med cellefritt vann fra L. anguillarum eller AHL-
molekyler, fra torskefeces hadde en tendens til & utsette den patogene effekten av L.
anguillarum 1 inntil 3 dager. Torskelarvene fra behandlingen med kun levende L. anguillarum
dede raskt etter tilsetning av den patogene bakterien, mens torskelarvene fra behandlingene
tilsatt anrikede bakteriesamfunn 1 tillegg til L. anguillarum hadde samme overlevelse som
torskelarvene fra den bakteriefrie behandlingen til 3 dager etter tilsetning av L. anguillarum.
Ved tilsetning av bakteriesamfunnene alene uten challenge fra L. anguillarum hadde de ingen
effekt pa torskelarvenes overlevelse. En kan da konkludere med at de anrikede
bakteriesamfunnene i utgangspunktet ikke hadde en probiotisk effekt péa torskelarvene, men at

de sannsynligvis kan bryte ned signalmolekyler som L. anguillarum bruker i sitt quorum
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sensing system. Pa den maten har de en positiv effekt pa torskelarvenes overlevelse, da det tar

lengre tid for L. anguillarum sin patogene effekt inntreffer.

Det ble utfort bdde korttids- og startforingsforsek hvor det ble benyttet levende og dede
probiotiske kandidater. Resultatene etter beregning av torskelarvenes overlevelse viste at
torskelarvenes respons var sterre ved tilsats av levende bakterier enn ved tilsats av dede
bakterier. Dette gjaldt bade Pseudoalteromonas sp. og L. anguillarum, som gav lavere
overlevelse ved tilsats av levende bakterier enn ved tilsats av dede bakterier. Ved tilsats av
deode bakterier var det ingen signifikante forskjeller mellom behandlingene med dede
bakterier og de bakteriefrie behandlingene. Dette indikerer at disse bakteriene méd vaere
levende for & ha en effekt pa torskelarvene. Ved tilsats av Microbacterium sp. ble
overlevelsen lavere enn i den bakteriefrie behandlingen ogsa ved tilsats av dede bakterier, og
det ble konkludert med at Microbacterium sp. har en negativ effekt i stedet for en probiotisk

effekt hvis den tilsettes som monokultur.

Etter kvantifisering av genuttrykk for 8 ulike gener hos torskelarvene fra startforingsforseket
og to gener hos larvene fra korttidsforseket med levende og dede probiotiske kandidater, ble
det konkludert med at torskelarvenes respons var, med enkelte unntak, heyere ved tilsats av
levende bakterier enn ved tilsats av dede bakterier. Dette gjaldt bade for startforings- og
korttidsforseket. Ut fra dette kan en ogsa her konkludere med at bakteriene mé vare levende
for & ha en effekt pa torskelarvene. I de fleste tilfeller var uttrykket av de ulike genene ogsa
heyere hos torskelarvene fra den bakteriefrie behandlingen enn hos larvene fra behandlingene
med dede bakterier, noe som kan indikere at den bakteriefrie behandlingen gir sa hay respons

hos torskelarvene, at en heller burde hatt en kontrollbehandling med modna vann.
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Vedlegg 1: Forkortelser

AHL Acetylert homoserinlacton

Al-2 Autoinduser 2

BLAST Basic Local Alignment Search Tool
CAI-1 Cholerae autoinduser 1

CFU Colony forming unit

Cr Threshold cycle

DEPC Dietylpyrokarbonat

DGGE Denaturing Gradient Gel Electrophoreses
E Amplifiseringseffektivitet

EDTA Etylendiamintetraeddiksyre

EST Expressed Sequence Tag

FASV Filtrert autoklavert sjovann

FHL Fiskeri- og havbruksneringens landsforening
FSC Forward Scatter

HAI-1 Harveyi autoinduser 1

MA Marine Agar

MB Marine Broth

min Minutter

MOPS 3-(N-morfolino)propansvovelsyre
NSS Nine Salt Solution

OD Optisk tetthet

PCR Polymerase Chain Reaction

RLU Relative Light Unit

pm Rounds per minute

SD Standardavvik

SE Standard error

sek Sekunder

SSC Side Scatter

TAE Tris EDTA acetat

qPCR Kvantitativ real-time PCR
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Vedlegg 2: Medier og lgsninger brukt i oppgaven

Bakteriemedium

Marine Broth (Difco ™ 2216), 374 g I, ble brukt som generelt dyrkningsmedium for alle
bakteriekulturer. 1,5 % Marine Agar (Difco™) (37,4 g "' marine broth og 15 g 1" agar noble),

ble brukt som fast dyrkningsmedium.

Tabell V2.1 Oppskrift pa M65 medium (1 L)

Innhold Mengde
Peptone 0,5¢g
Tryptone 0,5¢g
Yeast extract 0,5¢g
Filtrert sjovann 800 mL
Destillert vann 200 mL

Ved tillaging av 1,5 % M65 agarplater, ble det tilsatt 15 g I"" agar noble.

Tabell V2.2 Oppskrift pa minimalmediet Nine Salt Solution

Innhold Mengde per liter destillert vann
NaCl 20,000 g
Na,SO4 1,470 g
NaHCO; 0,080 g
KCl 0,250 g
KBr 0,040 g
MgCl,.6H,O 1,870 g
CaCl,.2H,0 0,410 g
SrCl,.6H,O 0,008 g
H;BOs 0,008 g
NaH,P04.2H,0 0,00565 g
Sporelementer (tabell ##) 0,200 mL
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Algemedium

Tabell V2.3 F/2 medium for dyrking av alger (Gulliard et al. 1962)

Innhold Mengde
Filtrert, autoklavert sjgvann (FASV) 1,000 L
NaNO; 0,075 g1
NaH,P0,.2H,0 0,00565 g 1!
Sporelementer stocklgsning 1,000 mL I'!
Vitaminmiks stocklgsning 1,000 mL 1!

Tabell V2.4 Stocklesning av sporelementer

Innhold Mengde I MilliQ-vann
Na, EDTA 4,16 g

FeCL;.6H,0 3,15¢g

CuS04.5H,0 0,01 g

ZnS0,4.7H,O 0,022 ¢

COClL,.6H20 0,01 g

MnCl,.4H,0 0,18

Na;Mo04.2H,0 0,006 g

Tabell V2.5 Stocklesning av vitaminmiks.

Innhold Mengde I MilliQ-vann
Cyanocobalamin (Vitamin B,) 0,0005 g

Thiamine HCI (Vitamin B)) 0,1g

Biotin 0,0005 g

Ferdig blandet F/2 medium ble s autoklavert (120°C, 20 min) for & fjerne alle bakterier.

Tabell V2.6 Oppskrift pa lugol (Miljslaere.no 2009)

Innhold Mengde
I, (jodkrystaller) 10g

KI (kaliumjodid) 20g
MilliQ vann 200 mL
99% iseddik 20 mL
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Forst ble jodkrystaller og kaliumjodid lest 1 MilliQ vann, fer iseddik sa ble tilsatt. Lasningen
ble oppbevart i brun glassflaske.

Lasninger brukt under RNA isolering

Tabell V2.7 10 x MOPS-buffer. Losningen lages og lagres i merket ved 4°C.

Innhold Mengde (for tillaging av totalt 1000 ml)
3-{N-morpholino] propanesulfonic acid 41,8 g

(MOPS)

Natrium acetat (NaCH3COO) 6,8¢g

EDTA (0,5 M) 20 ml

H,O Opp til 1000 ml

Tabell V2.8 Loading buffer for bruk i gelelektroforese av RNA-isoleringsprodukt.

Innhold Mengde (for tillaging av totalt 500 L)
Deionisert formamid (100%) 250 pL

Formaldehyd (37%) 83 uL

10 x MOPS 50 uL

RNase fri glycerol (100%) 50 uL

Bromfenolblatt (2,5%) 10 uL

DEPC-vann 57 uL

Dietylpyrokarbonat (DEPC) brukes for & inaktivere RNase enzymer i for eksempel vann som
skal brukes i RNA isolering. Bruk av DEPC behandlet vann reduserer sjansen for at RNA
degraderes av RNaser i lgpet av isoleringen. Vannet behandles ved & tilsette 1 ml DEPC
losning "' MilliQ-vann. Vannet settes si pa rering over natt, for sa 4 autoklaveres (120°C, 20

minutter) for & fjerne DEPC rester.
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Tabell V2.9 50 x TAE buffer. Bufferen ble sterilisert ved autoklavering (120°C, 20 min)

Innhold Mengde (for tillaging av totalt 1000 ml)
Tris base (2-amino-2-hydroxymethyl- 242 g

propane-1,3-diol)

Glacial acetic acid 57,1 ml

Na; EDTA (0,5 M, pH 8.0) 100 ml

H,O Opp til 1000 ml
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Vedlegg 3: DNA-standard for gelelektroforese

Ved separasjon av DNA-fragmenter pa agarosegel ble GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder fra
Fermentas (Figur V3.1) benyttet som standard. Ut fra denne standarden ble sterrelsen pa

fragmentene 1 prevene bestemt.

bp ngf05pg % b

1000 450 9.0

/o000 450 90 _ {00
= <. 800 450 90 — EHH
= — 700 450 90 — 8
. 600 450 90 —~ 700
= 500 1150 230 — GO0
8 — 400 400 B0 )
g 300 400 80 — 500
= — 200 400 80 — 400
L — 100 400 &0
g — 300
5
=
= — 200

0.Aaplane, Bem length gel,
1% TBE, &Wem, 1h

— 100

5% polyacry amide

0.5pndane, 20cm length gel,
1 TAE, 8\cm, 3h

Figur V3.1 Fragmentsterrelser og konsentrasjoner i GeneRuler' ™ 100 bp DNA Ladder fra

Fermentas.
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Vedlegg 4: Plasmidkart

Plasmidkart for pDrive Cloning Vector er gitt i Figur V4.1.
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Figur V4.1 Plasmidkart for pDrive Cloning Vector
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Vedlegg 5: Resultater etter qPCR pa prover fra startféringsforsgk

Resultatet etter kjoring av qPCR pd prever fra startforingsforseket for normalisering er
presentert i figurene under. Resultatene fra de ulike behandlingene er parvis sammenlignet
ved hjelp av Tukey’s Honestly-Significant-Difference Test. Signifikante forskjeller er merket

med stjerne (*) pa figurene.
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Figur V5.1 Genuttrykk for CLECT for de ulike behandlingene. Sgylene viser mengde RNA i
provene, og hver sgyle representerer en behandling. Det var ingen signifikante forskjeller i

genuttrykket mellom de ulike behandlingene. Error bars er standard error.
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Figur V5.2 Genuttrykk for WARS for de ulike behandlingene. Seylene viser mengde RNA i

provene, og hver segyle representerer en behandling. Det var signifikant forskjell i
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genuttrykket mellom de to behandlingene med levende bakterier (P=0,03). Error bars er

standard error.
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Figur V5.3 Genuttrykk for Fdps for de ulike behandlingene. Sgylene viser mengde RNA i
provene, og hver soyle representerer en behandling. Det var signifikant forskjell i
genuttrykket mellom LMIl-behandlingen og alle de andre behandlingene (henholdsvis
P=0,004; P=0,007; og P=0,01). Error bars er standard error.
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Figur V5.4 Genuttrykk for Fiaf for de ulike behandlingene. Seylene viser mengde RNA i
provene, og hver soyle representerer en behandling. Det var signifikant forskjell i
genuttrykket mellom LMI-behandlingen og alle de andre behandlingene (henholdsvis
P=0,009; P=0,01; og P=0,02). Error bars er standard error.
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Figur V5.5 Genuttrykk for Gpx2 for de ulike behandlingene. Seylene viser mengde RNA i
prevene, og hver segyle representerer en behandling. Det var signifikant forskjell i
genuttrykket mellom de to behandlingene med levende bakterier (P=0,047). Error bars er

standard error.
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Figur V5.6 Genuttrykk for /rgh1bp3 for de ulike behandlingene. Sgylene viser mengde RNA
1 provene, og hver soyle representerer en behandling. Det var ingen signifikant forskjell 1

genuttrykket mellom behandlingene. Error bars er standard error.
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