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Sammendrag  
Photobacterium spp. er påvist som dominerende forringelsesbakterie i rødspette uavhengig av 

sesong og pakkebetingelser. For å tilrettelegge produktutvikling av lett prosesserte, enkle og 

forbrukervennlige produkter av rødspette er det derfor nødvendig å kartlegge artsmangfoldet 

og betydningen av Photobacterium spp. i tillegg til å øke kunnskapen om hemmende barrierer. 

Hovedmålet med denne masteroppgaven var å analysere diversiteten i Photobacterium slekten 

i lettprosesserte rødspette produkter og undersøke dens toleranse for aktuelle 

prosesseringsfaktorer. I tillegg var hensikten å kartlegge mulig variasjon i toleranse for ulike 

miljøfaktorer basert på artsnivå, fangstsesong og isolasjonsatmosfære. 

I denne studien ble sekvensanalyse utført av tre husholdningsgener (gyrB, gapA og recA) og 

16S rRNA til 54 Photobacterium stammer isolert fra rødspette under ulike lagringsbetingelser 

(MAP, vakuum og luft) og sesonger (april og september). Screeningsforsøk av stammenes vekst 

og generering av bioluminescens ble utført for å analysere vekst ved ulike temperaturer (4, 8, 

15 og 20 °C), høy CO2 konsentrasjon (100 %) og ulike saltkonsentrasjoner (0, 1, 3 og 6 % 

NaCl). For å undersøke artsbasert variasjon i vekst ble vekstkinetikk parametere analysert for 

seks utvalgte Photobacterium stammer ved ulike temperaturer (4, 8, 12 og 16 °C) og ulike 

saltkonsentrasjoner (0, 1, 3 og 6 % NaCl).   

Ved sekvensering av husholdningsgenene ble de 54 stammene identifisert som P. 

phosphoreum, P. iliopiscarium og P. piscicola. 16S rRNA sekvenseringsanalyse resulterte i 

ulik klassifisering av 63 % av stammene. Vekstkinetikk parametere indikerte lite artsbasert 

variasjon i vekst mellom P. phosphoreum, P. iliopiscarium og P. piscicola, og at stammene var 

i stand til å vokse ved kjøletemperatur (4 °C) i kombinasjon med 0, 1 og 3 % NaCl. Fullstendig 

hemmet vekst ble observert for de fleste stammene ved 6 % NaCl kombinert med 4 °C, og hos 

noen stammer også ved 15 °C. Ved aktuelle prosesseringsfaktorer for lett prosessert rødspette 

som kjøletemperatur (4 °C) i kombinasjon med 0 og 1 % NaCl hadde CO2 en mer hemmende 

effekt på de fleste stammene sammenlignet med luft. Videre viste vekstkinetikk parametere at 

4 °C i kombinasjon med 1 % NaCl ga ca. 2/3 lavere veksthastighet sammenlignet med 8 °C. Et 

økt vekstpotensial ble observert hos stammer isolert i april sammenlignet med stammer isolert 

i september ved inkubering med ulike temperaturer, men ikke ulike saltkonsentrasjoner. Videre 

ble relativt lite variasjon i gjennomsnittlig vekst observert basert på stammenes ulike 

isolasjonsatmosfærer.      
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Abstract 

Photobacterium spp. was detected as the predominant deterioration bacterium in plaices 

regardless of season and packing conditions. To assist product development of easily processed 

and consumer-friendly plaice products, it is necessary to map diversity and significance of the 

Photobacterium spp., and gain knowledge about inhibitory barriers. The main goal of this 

master's thesis was therefore to analyze the diversity of the Photobacterium family in easily 

processed plaice products and to examine its tolerance towards popular process factors. A 

further intention was to investigate possible variations of tolerance towards various 

environmental factors considering type of species, fishing season and isolation atmosphere. 

In this study, sequence analyses were carried out by three protein coding genes (gyrB, gapA 

and recA) and 16S rRNA for 54 Photobacterium strains, which are isolated from plaice under 

different storage conditions (MAP, vacuum, air) and seasons (April and September). Screening 

experiments of the growth of the strains and generation of bioluminescence were accomplished 

to analyze growth at different temperatures (4, 8, 15 and 20 oC), different salt concentrations 

(0, 1, 3 and 6 % NaCl) and high CO2 concentrations (100 %). Furthermore, growth kinetic 

parameters were obtained for six selected Photobacterium strains at different temperatures (4, 

8, 12 and 16 oC) and different salt concentrations (0, 1, 3 and 6 % NaCl). 

By sequencing the protein coding genes, the 54 strains were identified as P. phosphoreum, P. 

iliopiscarium and P. piscicola. 16S rRNA sequencing analyses resulted in different 

classifications of 63 % of the strains. Growth kinetic parameters indicated little species-based 

variation in growth between P. phosphoreum, P. iliopiscarium and P. piscicola and that the 

strains were able to grow at a chilling temperature of 4 °C in combination with 0, 1 and 3 % 

NaCl. Completely inhibited growth was discovered for most strains at 6 % NaCl and 4 °C and 

in some strains at 15 °C. At common process factors for easily processed plaice, such as cooling 

temperature of 4 °C in combination with 0 and 1 % NaCl, CO2 concentration had a more 

inhibitory effect on most strains compared to air. Furthermore, growth kinetic parameters 

showed that 4 °C in combination with 1 % NaCl gave approximately 2/3 lower growth rate 

compared to 8 °C. Increased growth potential was observed in April-isolated strains rather than 

in September-isolated ones by incubation at different temperatures, but not at different salt 

concentrations. However, relatively similar growth was found between strains isolated from 

different isolation atmospheres. 
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1 Introduksjon     

Havbruk er en av Norges viktigste fremtidsnæringer og vil kunne bidra til å sikre tilstrekkelig 

tilgang til næringsrik og bærekraftig sjømat til den voksende befolkningen (Norges Sjømatråd, 

2022). I Nordsjøen er rødspette (Pleuronectes platessa) en av de mest utbredte flatfiskartene 

(Madsen et al., 2013) og står for en stor andel av flatfisk fangsten i flere europeiske land         

(EC, 2020). I sammenheng med forflytning av fisk nordover, forventes en økning av rødspette 

bestanddeler i nordligere farvann. Denne arten kan derfor få en økt betydning for norsk fisk 

fangst framover (EC, 2020). Per i dag er rødspette av lite kommersiell interesse i Norge og 

fiskes ofte som bifangst (Havforskningsinstituttet, 2020). I 2021 var rødspette fangsten på       

848 tonn (hel fisk ekvivalent) (IMR, 2020), til tross for en total kvote i Nordsjøen og Skagerrak 

på 162 607 tonn (International Council for the Exploration of the Sea, 2020). Dette indikerer et 

stort potensiale for framtidig utnyttelse av rødspette, både for kommersielt forbruk innenlands 

og eksport (Oddrun & Edgar, 2011).  

Høsting av nye eller lite utnyttede marine arter inkludert rødspette, vil kunne bidra til et mer 

bærekraftig uttak av marine ressurser og til å sikre verdiskapningen i fiskesektoren (Misund et 

al., 2020). I sammenheng med dette er denne oppgaven tilknyttet det strategiske 

forskningsprosjektet «Optimal utnyttelse av havets matressurser» (OPTiMAT). Et av 

forskningsområdene i prosjektet omhandler lite utnyttede marine ressurser (LUR). Hovedmålet 

er å øke kunnskapen om kvaliteten og videreforedling av disse artene til konsumervennlige 

produkter. Denne kunnskapen kan på sikt bidra til økt verdiskapning i fiskerisektoren. 

Endringer i forbrukernes holdning knyttet til klimaendringer og krav om bærekraftig 

forvaltning av marine ressurser påvirker også fiskenæringen. Kommersiell utnyttelse av nye 

arter og bedre utnyttelse av råstoff kan være løsningen for å redusere overbeskattede 

fiskebestander og sikre bærekraftig ressursuttak (Oddrun & Edgar, 2011). 

Videre er det nødvendig med optimalisering av konserveringsmetoder som gir utvidet 

produktholdbarhetstid (DNV, 2021). Mikrobiell forringelse står for 25 % av alt kastet mat. Det 

er derfor viktig å øke kunnskapen om konserveringsmetoder som hemmer 

forringelsesmikroorganismer og samtidig bevarer råstoffets ernæringsmessige og sensoriske 

kvalitet. Økt holdbarhetstid på produktene vil også bidra til å redusere matsvinn. (Robson et al., 

2007) 
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De siste årene har et ønske om naturlige, sunne og lett prosesserte produkter økt blant 

forbrukerne. For sjømat- og fiskeprodukter er anvendelsen av skånsomme 

konserveringsmetoder som lett salting, modifisert atmosfære pakking (MAP), vakuum pakking 

og kjøling derfor svært aktuelt (Cortesi et al., 2009; Frank et al., 2004). Økt utnyttelse av 

rødspette krever dermed å tilby forbrukervennlige og etterspurte produkter av rødspette som 

kjølt, fersk eller lett prosesserte fileter, pakket i ulike emballasjematerialer (Adhikari et al., 

2021; Mueller Loose et al., 2013). Bruken av mildere prosessbetingelser kan imidlertid ha en 

mindre hemmende effekt på mikrobiell aktivitet og medføre utfordringer knyttet til mikrobiell 

forringelse og kortere holdbarhetstid (Hao et al., 2021).  

Photobacterium spp. er blant de viktigste forringelsesorganismene i kjølelagret hvitfisk og 

dokumentert som den dominerende forringelsesorganismen i MAP produkter (Lerfall et al., 

2022; Sivertsvik, 2007). I et tidligere forsøk utført av Ph.D. kandidat Dionysios Tsoukalas ved 

NTNU, ble Photobacterium spp. påvist som dominerende forringelsesorganisme kjølelagret 

rødspette lagret i tre ulike atmosfærer: Hel rødspette lagret på is (0 °C) i luft, under MAP (70 

% CO2, 20 % N2, 10 % O2) ved 4 °C og i vakuum ved 4 °C, og fra to ulike fangstsesonger. 

Kjølelagring i kombinasjon med de valgte pakkebetingelsene var ikke tilstrekkelige barrierer 

for å inhibere Photobacterium spp. For å øke den mikrobielle holdbarheten til kjølelagret 

rødspette er det derfor nødvendig med mer kunnskap om barrierer mot Photobacterium spp.  

Hovedmålet med denne masteroppgaven er å bidra til økt kunnskap om diversitet i 

Photobacterium slekten i lettprosesserte rødspette produkter. Dette for å oppnå økt holdbarhet 

og mattrygghet i rødspette produkter. Basert på dette ble det undersøkt effekten av ulike 

miljøfaktorer på vekst av Photobacterium, for å oppnå forlenget holdbarhet og økt mattrygghet 

i rødspette. I denne sammenhengen ble 54 Photobacterium isolater fra rødspette under ulike 

lagringsbetingelser (MAP, vakuum og luft) og sesonger (april og september) brukt til:  

 

 Identifisering på artsnivå for kartlegging av fylogenetiske sammenheng ved 

sekvenseringsanalyse av 16S rRNA i kombinasjon med ulike husholdningsgener. 

 

 Fenotypisk karakterisering av Photobacterium artene for å kartlegge eventuelle 

forskjeller i vekstkinetikk parametere basert på artsnivå. 
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 Screening av vekst som funksjon av temperatur, salt og CO2 blant Photobacterium 

isolatene fra rødspette for å identifisere eventuell variasjon vekst basert på ulike 

isolasjonskilder (atmosfæreforhold og sesong). 
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2 Teoretisk bakgrunn  

2.1 Lite utnyttete ressurser 

I dag utnyttes bare 10-15 % av de omtrent 220 tilgjengelige artene i norsk farvann kommersielt 

(Johnsen, 2000; Oddrun & Edgar, 2011). Resten av artene som ikke eller i liten grad utnyttes 

betegnes som lite utnyttede ressurser. Arbeidet med å kommersialisere LUR-arter har pågått 

helt siden slutten av 70-tallet. Til tross for en rekke forsøk av fiskeri på LUR-arter lyktes kun 

et fåtall arter, for eksempel taskekrabbe og stavsild. Kommersialiseringsprosessen har vist seg 

å være en lang og tidskrevende prosess med utfordringer langs hele verdikjeden. Lite 

lønnsomhet i deler av verdikjeden regnes som hovedårsak (Oddrun & Edgar, 2011). 

Et tilstrekkelig ressursgrunnlag av den enkelte arten eller artsgruppen er viktig for å kunne gi 

et omfattende utbytte. I tillegg er det viktig med kunnskap om bestander, samt hva de tåler av 

beskatning for å kunne garantere vedvarende lønnsomhet. Noen arter som for eksempel 

kråkeboller, maneter og sel bidrar til negativ bestandsutvikling for andre viktige arter i 

fiskenæringen og krever dermed tilpasning av strategien for utnyttelse. Dessuten er ledig 

kapasitet i kystflåten og foredlingsledd avgjørende faktorer for utviklingen (Oddrun & Edgar, 

2011). 

Fisk- og skalldyr næringen i Norge er konsentrert rundt et fåtall arter som har høy markedsverdi 

og som kan høstes i store volum. Dette medbringer sårbarhet for kvotereduksjon av disse artene 

og gir motivasjon for utnyttelse av nye arter langs norske kysten. Samtidig gjør dagens 

ressurssituasjon at kystflåten verken har behov eller kapasitet til å utnytte andre arter enn de 

kvotepålagte artene, noe som vises ved at store deler av kvotegrunnlaget forbli ufisket (hyse og 

sei). Ikke tilstrekkelige fangstrater på kort og lang sikt bidrar til at LUR-arter ikke har et stort 

nok økonomisk potensial til å kunne konkurrere om flåtekapasitet. (Henriksen, 2011) 
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2.1.1 Rødspette som lite utnyttet ressurs  

I 10-15 år har forsknings- og utviklingsarbeid pågått for å etablere næringsaktivitet knyttet til 

LUR-arter med hensikt å finne ut hvilke arter som har de beste forutsetningene til å gi lønnsom 

utnyttelse. Dette innebærer faktorer som ressurspotensial, muligheter for fangst og produksjon, 

volum, pris, markedsmuligheter og langsiktig engasjerte aktører med en betydelig interesse for 

å utnytte arten (Oddrun & Edgar, 2011). 

Et forslag til prioriterte LUR-arter for lønnsom utnyttelse er:  

 Kongsnegl 

 Drøbak-kråkeboller 

 Flatfisk (lomre, piggvar, rødspette og smørflyndre)  

 Maneter (flere arter) 

Av disse LUR-artene fokuserer denne oppgaven videre på utnyttelse av flatfisker, med 

hovedfokus på rødspette (Pleuronectes platessa). Denne regnes som den viktigste arten knyttet 

til volum og verdi, mens piggvar, flyndrearter og lomre har en høy markedspris (Oddrun & 

Edgar, 2011). 

Følgende punkter viser hvorfor FoU-arbeid bør rettes mot flatfisk for å oppnå økonomisk 

suksess ved kommersiell utnyttelse av LUR-arten (Oddrun & Edgar, 2011). 

 Overveiende sannsynlig at ressursgrunnlaget er til stede for et vesentlig større uttak av 

flatfisk enn dagens. 

 Det finnes marked innenlands så vel som eksport og artene distribueres i allerede kjente 

markedskanaler. 

 Det finnes interessenter både på sjø og land som vil være interessert i å ta tak i 

utfordringene i ulike deler av verdikjeden. 

Mellom 2003 og 2010 har det vært en reduksjon fra 4 tusen tonn til 2 tusen tonn landet flatfisk 

av kystflåten (Fiskedirektoratet, 2021). Prioritering av kysttorskvernet regnes som viktigste 

årsak til det ved å medføre vesentlig reduksjon i snurrevad fiske av flatfisk. Videre gir det 

fordelaktig kvoteutvikling for torsk, hyse og sei og dermed utfordringer ved satsing på flatfisker 

(Oddrun & Edgar, 2011). 

Samtidig viser tabell 1 fordeler for satsing på flatfisk. En godt etablert verdikjede muliggjør for 

eksempel fokusering på å identifisere og fjerne flaskehalser. I tillegg er betalingsviljen for 

flatfisk kjent og at det er et etterspurt produkt på det europeiske markedet. 
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Tabell 1: Oversikt over fordeler ved fangst knyttet til ulike flatfisk arter (Oddrun & Edgar, 2011). 

Piggvar  Den høyeste betalte flatfiskarten. Fanges i små mengder i garn og 

snurrevad. 

Lomre Tas som bifangst i snurrevad, trål og av og til garn. Den er en 

populær matfisk og oppnår en relativt høy pris i markedet. 

Rødspette Fiskes direkte i Nordsjøen. Langs kysten tas den som bifangst, og 

det er disse forekomstene som tas med i dette arbeidet. Pris til fisker 

er relativt lav (9-10 kr/kg), men forekomstene og fangstratene kan 

være relativt gode. 

Smørflyndre, sandflyndre og 

tunge  

Relativt små fangster tas som bifangst på garn og snurrevad. Tunge 

er svært godt betalt (opp mot 80 kr/kg til fisker), mens smørflyndre 

er middels godt betalt (15-20 kr/kg) og sandflyndre er dårlig betalt 

(under 10 kr/kg). 

 

Flaskehalser i verdikjeden oppstår eksempelvis ved at flatfisk som bifangst gir lite og 

uforutsebare kvalitet og volum, og dermed utfordringer i markeds- og distribusjonskanaler. 

Kontinuerlige leveringer og økte mengder ved mottak ville gitt bedre organiserte 

omsetningssystemer og verdikjeder. Ettersom flatfisk tåler svært godt levende lagring, gir dette 

mulighet for oppsamling og levende levering til sluttkunde. Dette gir både høye priser ved 

sluttkunden og kan være med på å løse problemer knyttet til kvalitet, kontinuitet og logistikk. 

(Oddrun & Edgar, 2011)  

 

2.2 Forringelse i fisk 

Fisk og sjømat er en rik kilde til essensielle næringsstoffer og bidrar til helsegevinster (Mohanty 

et al., 2019). I lett prosessert eller i fersk tilstand regnes fisk og sjømat som et lettbedervelig 

produkt med kort holdbarhetstid. Matforringelse er enhver endring i matvarens kvalitet som 

gjør den uønsket og dårlig egnet for konsum. Dette som følge av kvalitetsforringende faktorer 

som indikeres ved endring i utseende, lukt og tekstur. (Odeyemi et al., 2020) I fisk starter 

kvalitetsreduserende prosesser rett etter fangst og resulterer i dannelsen av komponenter som 

gir smaks-, lukt-, farge-, og teksturendringer (Gram & Huss, 2000; Mohanty et al., 2019). For 

å utsette de kvalitetsreduserende prosessene, bevare god kvalitet og oppnå lengst mulig 

holdbarhetstid er kjøletemperatur i tillegg til god håndtering og hygiene under bearbeiding og 

distribusjon viktige faktorer (Ghaly et al., 2010; Gökoğlu & Yerlikaya, 2015). 
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Ved optimale lagringsbetingelser er holdbarhetstiden for fersk fisk 1 til 2 uker og 3 til 4 uker 

for lett prosessert fisk (Gram, 2009). Mikrobiell aktivitet er vanligvis av størst betydning og 

den begrensende faktoren for holdbarhetstiden. 6,0 log kde/g ved aerob platetelling regnes her 

som maksimalt antall bakterier for sensorisk forbrukeraksept (Fernández et al., 2009). I 

kvalitetsforringet fisk er normalt antall bakterier vanligvis mellom 7-8 log kde/g (Gram & Huss, 

1996). Hel fisk er, i motsetning til filetert fisk, steril og har derfor vanligvis en lengre 

holdbarhetstid. Filetert fisk kan ha høyere antall mikroorganismer ettersom fiskens 

kontaminasjonsoverflate øker under fileteringsprosessen. Dette gir økt sannsynlighet for at 

mikroorganismer tilføres fileten gjennom kontakt med produksjonsutstyr som kniver og 

overflater. (Boziaris & Parlapani, 2017)  

Fiskens evne å tilpasse seg temperaturer over en bred temperatur spekter muliggjør vekst av 

bakterier som trives både ved høye og lave temperaturer (Dalgaard, 1995; Huss, 1995). 

Risikoen for at forringelsesprosesser inntrer under kjøling er derfor større, sammenlignet med 

andre typer kjøtt (Hao et al., 2021). Videre gir veldig lave mengder karbohydrater (< 0,5 %) i 

fiskenes muskelvev lite produksjon av melkesyre og resulterer i en høy post mortem pH (6,4-

6,8). Dette bidrar til gunstige forhold for mikrobiell vekst.  

I fetere fiskearter kan nedbrytning av langkjedete fettsyrer som eikosatetraensyre (EPA) og 

dokosaheksaensyre (DHA) bidrar til uønsket lukt og smak, samt uakseptable teksturendringer 

(Gram, 2009; Yu et al., 2020). I den primære og sekundære oksidasjonsfasen spaltes 

peroksidase til frie radikaler, som videre reagerer til alkaner, alkener, aldehyder og ketoner som 

resulterer harsk lukt, herding av fiskevev og tekstur endring. (Pereira de Abreu et al., 2010)  

Videre kan autolytisk nedbrytning av endogene enzymer bidrar til kvalitetsforringelse i fisk. 

Denne prosessen setter i gang umiddelbart etter fisken avlives og innebærer at adenosintrifosfat 

(ATP) brytes ned til en rekke forbindelser hvor inosin (Ino) og hypoksantin (Hx) dannes som 

sluttprodukter. Disse er presentert i figur 1. Disse komponentene bidrar til at fiskens smak og 

farge endres fra å være fisk til å bli mer nøytral og deretter til bitter, slik at produktet blir 

uakseptabelt for konsum (Yu et al., 2020). Degraderingsprosessen av Ino til Hx forårsakes ved 

siden av endogene enzymer hovedsakelig av mikrobielle enzymer. Forbindelsene brukes som 

substrat av bakterier og bidrar dermed til å indusere og fremme mikrobielle forringelse (Ghaly 

et al., 2010; Šimat & Mekinić, 2019). 
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Figur 1: Nedbrytningsforløpet av fisk etter fangst. Figuren er basert på (Šimat & Mekinić, 2019). 

 

2.2.1 Mikrobiell forringelse  

Mikrobiell forringelse er vanligvis hovedårsaken for kvalitetsforringelse i fisk. Dette basert på 

fiskens iboende egenskaper inkludert et høyt innhold av ikke-protein nitrogen-forbindelser og 

en høy post-mortem pH (ofte > 6,0). Videre har fisk en høy vannaktivitet og et høyt innhold av 

autolytiske enzymer som gir et optimalt miljø for mikrobiell vekst. (Gram & Dalgaard, 2002; 

Odeyemi et al., 2020) I starten av holdbarhetstiden består mikrobiotaen på fisk av endogene og 

eksogene mikroorganismer. Endogene mikroorganismer befinner seg naturlig på huden, 

gjellene og fordøyelsesorganer på levende fisk og kan spre seg ved slakting. Den eksogene 

mikrobiotaen inkluderer derimot mikroorganismer som finnes i miljø, kontaktoverflater og 

produksjonsarbeidere, og kan eksempelvis tilføres under fisking, transport og prosessering 

(Hao et al., 2021). Fiskens opprinnelse, produkt håndtering, prosessforhold, distribusjon, 

lagringstemperatur og konserveringsmetoder/atmosfære, samt potensielle mikrobielle 

interaksjoner påvirker sammensetningen av den endogene og eksogene mikrobiotaen (Comi, 

2017; Gram & Huss, 1996). Av denne er det kun de mest motstandsdyktige mikroorganismene 

som overlever lagrings- og prosessbetingelser som anvendes på produkter (Gram & Dalgaard, 
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2002). Videre har kun en liten andel av disse kvalitetsforringende egenskaper og defineres som 

spesifikke forringelsesorganismer (SSO) (Gram & Dalgaard, 2002).  

Den iboende mikrobiotaen på fisk består vanligvis av et lavt antall mikroorganismer på 3-4 

kde/g og varierer i henholdt til fiskens geografisk opprinnelse, demonstrert i tabell 2 (Boziaris 

& Parlapani, 2017). De vanligste gram-negative SSO i fisk og sjømat er Pseudomonas, 

Shewanella, Psychrobacter, Pseudoalteromonas, Moraxella, Acinetobacter, Flavobacterium, 

Aeromonas, Vibrio, Photobacterium. Vanlige gram-positive bakterier inkluderer 

melkesyrebakterier (LAB), Micrococcus, Corynebacterium, Vagococcus, Bacillus og 

Clostridium (Gram & Huss, 1996; Parlapani et al., 2015; Svanevik & Lunestad, 2011). Andre 

bakterier som kan være i den iboende mikrofloraen eller som kan tilføres fisk ved 

postkontaminering under produksjonsprosessen er Enterobacteriaceae, Staphyloccer, Listeria, 

Vibrio sp. og Salmonella sp. (Huss et al., 2000; Lacroix, 2010; Leroi, 2014; Lovdal, 2015). 

 

 Tabell 2: Oversikt over iboende mikrobiota på fisk som har ulik geografisk opprinnelse.  

 

Ikke-nitrogen protein fraksjonen i fisk inneholder vannløselige nitrogenmolekyler med lav 

molekylvekt, som eksempelvis frie aminosyrer og peptider. Disse brukes som metabolitter av 

bakterier og konverters til nedbrytningsprodukter som Ino, Hx, hydrogensulfitt (H2S), 

ammoniakk, biogene aminer og flyktige organiske forbindelser (Hao et al., 2021). Videre 

inneholder magre fiskearter trimetylaminoksid (TMAO), som har et høyt reduksjonspotensial. 

Flere bakterier som Aeromonas spp., psychrotolerante Enterobacteriaceae, P. phosphoreum, 

Shewanella putrefaciens og Vibrio spp. har evnen til å bruke denne forbindelsen som siste 

elektronakseptor ved anaerob respirasjon. Dette resulterer i nedbrytningsproduktet TMA som 

forårsaker dårlig smak og lukt (Gram & Huss, 1996; Ufnal et al., 2015). 

På MAP eller vakuum pakket fisk fra kaldere strøk dominerer vanligvis Photobacterium spp. i 

magre fiskearter (Lerfall et al., 2022; Rudi et al., 2004) og melkesyrebakterier inkludert 

Carnobacterium og Brochothrix thermosphacta på fetere fiskearter (Dalgaard, 2005; Macé et 

Kaldt vann (Nord-Atlanterhavet 

og Nordsjøen)  

Temperert vann 

(Middelhavet) 

Tropiske strøk 

Gram-negative bakterier; 

Photobacterium, Shewanella, 

Psychrobacter, Pseudomonas          

Gram-positive bakterier;  

Shewanella, Psychrobacter, 

Pseudomonas  

Økt antall gram-positive 

bakterier; Shewanella, 

Psychrobacter, Pseudomonas  
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al., 2012; Macé et al., 2013). Tabell 3 presenterer de viktigste forringelsesbakterier i fisk 

avhengig av fet eller mager fiskeart og lagret ved ulike lagringsbetingelser.  

 

Tabell 3: De viktigste forringelsesbakteriene på fiskearter kategorisert etter fettandel og lagret i ulike 
atmosfærer.  

Fettandel    Luft (aerob) Referanse  

Mager MA-pakket torsk Pseudomonas spp., 
Shewanella putrefaciens 

(Dalgaard, 2003; Gram, 
2009) 

 

 Havkaruss fileter  Pseudomonas (Parlapani et al., 2015)  

 Gylen havarkuss Pseudomonas  (Tryfinopoulou et al., 
2002) 

 

 Torsk (G. morhua) H2S produserende bakterier  (Sveinsdottir et al., 
2002) 

 
 

 Okseøyefisk (Boops boops) Pseudomonas, 
Shewanella putrefaciens 

(Koutsoumanis & 
Nychas, 1999) 

 

Fet Aerob lagret laks 
(Pseudoparesis semifasciata) 

Pseudomonas spp., 
Shewanella putrefaciens 
 

(Hozbor et al., 2006)  
 

  MAP (CO2, N2, O2) og vakuum   

Mager MA-pakket Sei (Pollachius 
virens) 

P. phosphoreum (Lerfall et al., 2018) 
(Lerfall et al., 2022; 
Rudi et al., 2004) 

 
 

 MAP lagrede torskefileter   P. phosphoreum (Dalgaard et al., 1993)  

 Vakuum/MAP lagrede 
torskefileter   

P. phosphoreum (Dalgaard, 1995)  

Halvfet MAP lagret rød mullet (Mullus 
barbatus) (mediterran) 

Melkesyrebakterier; 
Lactobacillus, Carnobacterium 
og B. thermosphacta 

(Koutsoumanis et al., 
2000) 

 

 MA-pakket kveite 
(Hippoglossus hippoglossus) 

Photobacterium phosphoreum 
Pseudomonas spp. 

(Hovda et al., 2007)  

Fet Vakuum pakket laks  Melkesyrebakterier, Lactococcus 
piscium 
Psykrotolerant 
Enterobacteriaceae f.eks. Seratia 
sp. 

(Macé et al., 2012)  

 MAP/vakuum laks   B. termosfakta (Macé et al., 2012; Rudi 
et al., 2004) 

 

 MA-pakket laks  Melkesyrebakterier, 
Carnobacterium spp.,  

(Macé et al., 2013)  

 MA-pakket laks   P. phosphoreum   
C. piscicola 

(Emborg et al., 2002)  

 MA-pakket laks  Psychrotolerant 
Enterobacteriaceae; f.eks. 
Hafnia alvei 

(Dalgaard, 2005; Macé 
et al., 2013) 
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2.3 Photobacterium spp. 

Photobacterium spp. er gram-negative og oksidase positive bakterier som tilhører 

Vibrionaceae-familien. De er aerobe og fakultativ anaerob og i stand til å omdanne nitrat til 

nitritt. Som primær karbonkilde utnytter de glukose og som hoved-nitrogenkilde utnytter de 

ammonium (NH4
+). Slekten er ikke-endosporedannende og forekommer mest som 

coccobaciller og noen ganger som staver. Cellene er små, og de fleste er dekket med en til tre 

polare flageller som de bruker til bevegelse. Størrelsen på cellene varierer mellom 0,8-1,3 μm 

i diameter og 1,8-2,4 µm i lengde. (Farmer & Hickman-Brenner, 2006)  

Per i dag er 27 gyldige arter og 2 underarter registrert hvorav P. angustum (noen stammer), P. 

aquimaris, P. damselae (noen stammer), P. kishitanii, P. leiognathi, P. mandapamensis og P. 

phosphoreum har evnen til generering av bioluminescens (Labella et al., 2017; Parte, 2014; 

Urbanczyk et al., 2011). Generering av bioluminescens har blitt observert til å være høyest ved 

rundt 15 °C (Kuts & Ismailov, 2009). 

Normalt vokser Photobacterium spp. ved en pH mellom 6-9 og over et bredt temperaturområde 

på 2-34 °C (Bjornsdottir-Butler et al., 2016; Dalgaard et al., 1997; Figge et al., 2014) med en 

varierende optimumtemperatur på mellom 18-25 °C, avhengig av art (Moi et al., 2017). 

Eksempelvis vokser stammer av P. kishitanii mellom 5 og 29 °C, med en optimal vekst ved 26 

til 27 °C, mens P. angustum stammer vokste mellom 5 og 34 °C, med optimal vekst ved 32 °C 

(Bjornsdottir-Butler et al., 2016). Photobacterium slekten vokser videre ved både relatvit lave 

og høye saltkonsentrasjoner på 0-7 % NaCl (Figge et al., 2014). Optimum saltkonsentrasjon for 

vekst ligger mellom 1-3 % og varierer mellom forskjellige arter. Bjornsdottir-Butler et al. 

(2016) og Watanabe & Hastings (2004) dokumenterte at 1 % NaCl er optimalt for P. kishitanii, 

2 % NaCl for P. angustum og både 1 og 3 % for P. phosphoreum.  

Photobacterium stammer har sitt naturlige reservoar i det marine miljøet, inkludert marine 

sedimenter, kyst nære områder, på overflaten og i tarmen til fisk og fotofor organer til marine 

fiskearter. (Dalgaard, 1995; Mathew et al., 2015; Urbanczyk et al., 2011) Isolater har også blitt 

isolert fra marine organismer som blekksprut, østers og krabber, i tillegg til MA-pakket fisk til 

konsum og kvalitetsforringet pakket fisk. En oversikt over Photobacterium arter med habitat 

og geografisk opprinnelse vises i tabell 4. Den store variasjonen i isolasjonskilder fra det marine 

miljøet indikerer at bakteriene har stor tilpasningsdyktighet (Farmer & Hickman-Brenner, 

2006). 

Tabell 4: Oversikt over Photobacterium arter med habitat og geografisk opprinnelse (Urbanczyk et al., 2011).  
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Art  Habitat   Geografisk kilde   Referanse  

P. angustum  Sjøvann  Hawaii; Guaymas-bassenget, 
Mexico 

(Reichelt et al., 1976; Urbanczyk et al., 
2011) 

P. aplysiae  Egg fra Anaspidea Mogiyeo Island, Korea  (Seo et al., 2005)  

P. aquimaris Sjøvann Sagami Bay, Japan (Yoshizawa et al., 2009) 
 

P. damselae  Lesjoner av fisk Chesapeake Bay, Maryland  (Gauthier et al., 1995; Kimura et al., 
2000; Ruimy et al., 1994) 

P. frigidiphilum  Dyphavssediment Edison Seamount, Stillehavet (Seo et al., 2005)  

P. gaetbulicola  Tidevanns sedimenter Sør-Korea (Kim et al., 2008) 
 

P. ganghwense Sjøvann Ganghwa Island, Sør-Korea  (Park et al., 2006) 

P. halotolerans  Saltsjøvann Lake Martel, Mallorca, Spania (Rivas et al., 2006) 

P. iliopiscarium Fiskens tarmkanal, 
forringet kjøtt 

Norge; Danmark (Onarheim et al., 1994; Urakawa et al., 
1999) 
(Flodgaard et al., 2005) 
(Ast & Dunlap, 2005) 

P. indicum  Sediment  Indiske hav (Ivanova et al., 2004) 

P. jeanii  Koraller, Zoantharia Brasil; Australia (Chimetto et al., 2010)  
P. kishitanii  Fiskeskinn, dyphavsfisk 

symbiot 
Japan; Stillehavet, 
Atlanterhavet og indiske hav 

(Altieri et al., 2005; Ast et al., 2007) 

P. leiognathi  Kyst SW, fisk og 
blekksprut symbiot  

Thailand; Japan (Boisvert et al., 1967)  
(Kaeding et al., 2007) 
(Fukasawa & Dunlap, 1986) 

P. lipolyticum  Tidevannssone sediment Gulehavet, Korea (Yoon et al., 2005) 

P. lutimaris  Tidevanns sediment Sør-Korea  (Jung et al., 2007) 
P. 
mandapamensis  

Kystsjøvann, fiskesymbiot India; Florida; Japan (Kaeding et al., 2007)  
(Dunlap et al., 2009; Hendrie et al., 
1970; Wada et al., 2006) 

P. phosphoreum  Åpent havvann, skinn av 
fisk 

Alaska; Stillehavet og 
Atlanterhavet 

(Ast & Dunlap, 2005; Budsberg et al., 
2003) 

P. profundum  Dyphavs Amfipoder, 
dyhavs sediment  

Suluhavet; Ryukyu-grøften (Bartlett & Welch, 1995) 
(DeLong et al., 1997; Nogi et al., 1998) 

P. rosenbergii Koraller  Magnetic Island, Australia (Thompson et al., 2005) 
P. swingsii  Østers og 

krabbehemolymfe 
Mexico; Spania (Gomez-Gil et al., 2011) 

P. aestuarii Tidevanns sediment  Yeongam Bay (R. Korea) Yeongam Bay (R. Korea) 
P, aphoticum Sjøvann Malvarrosa-stranden, Valencia 

(Spania) 
(Labella, Castro, Manchado, Lucena, et 
al., 2018) 

P. aquae Epinephelus malabaricus 
(Malabar grouper) 
MariCulture 

Tianjin (China) (Liu et al., 2014) 

P. galatheae  Blåskjell   Salomon Havet 
(Salomonøyene) 

(Machado et al., 2015) 

P. panuliri Egg fra pigghummer 
(Panulirus penicillatus) 

Andamanhavet (India) (Deep et al., 2014) 

P. sanctipauli Korall (Madracis 
decactis) 

St. Peter & St. Paul 
Archipelago (Brasil) 

(Moreira et al., 2014) 

P. sanguinicancri Krabbe (Maja 
brachydactyla) 

Spania, Nederland (Gomez-Gil et al., 2016) 
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hemolymfe, blåskjell 
(Mytilus edulis) 

 

 

2.3.1 Photobacterium spp. som forringelsesorganisme  

Photobacterium spp. er ofte identifisert som forringelsesorganisme i sjømat og fisk fra kaldere 

strøk, spesielt i ferske og lett prosesserte produkter pakket i MAP eller vakuum. P. 

phosphoreum er nært beslektet med P. kishitanii, P. aquimaris og P. iliopiscarium, og en av de 

vanligste artene assosiert med forringelse i magre fiskearter pakket i vakuum eller MAP, 

spesielt med høye CO2 konsentrasjoner (> 60 %) (Figge et al., 2014; Lerfall et al., 2018; 

Olafsdottir et al., 2006). Inhibering av Photobacterium spp. i både lettprosessert og fersk fisk 

kan dermed være en utfordring i fiskeindustrien (E.  Reynisson et al., 2009). 

Forringelsespotensiale til Photobacterium spp. i slike produkter er knyttet til bakterienes evne 

å vokse ved anaerobe forhold, tolerering for høye CO2 konsentrasjoner (> 60 %), lave og høye 

saltkonsentrasjoner (0-7 % NaCl) og lave temperaturer (2 °C). Photobacterium har evnen til å 

vokse under anaerobe forhold ettersom bakteriene kan bruke TMAO som en endelig 

elektronakseptor ved anaerob respirasjon. Sammenlignet med S. putrefaciens produserer P. 

phosphoreum 10-100 ganger mer TMA per celle og har dermed stor forringelsespotensiale 

(Dalgaard, 1995). Andre potensielle elektronakseptorer for anaerob respirasjon er 

svovelholdige aminosyrer, som fører til produksjon av hydrogensulfid, metylmerkaptan og 

dimetyldisulfid (Leroi & Joffraud, 2011). Videre produserer Photobacterium spp. biogene 

aminer, herunder histamin (Bjornsdottir-Butler et al., 2018; Emborg et al., 2005).  

P. phosphoreum har blitt identifisert som dominerende forringelsesorganisme i både torsk, sei, 

hyse og blekksprut, pakket i ulike atmosfærer (Lerfall et al., 2018; Olafsdottir et al., 2006). 

Økning i antall P. phosphoreum bakterier fra 103 kde/g til uakseptable nivåer for konsum på 

107 kde/g er dokumentert gjennom en 16 dagers lagringsperiode i kjølelagret, vakuum- og MAP 

(40 % CO2 og 60 % N2) pakket torsk (Flodgaard et al., 2005). Andre Photobacterium arter som 

P. piscicola og P. iliopiscarium har blitt identifisert i forringet, MA-pakket torsk av (Ast & 

Dunlap, 2005; Figge et al., 2014). Videre har forekomst av P. phosphoreum, P. iliopiscarium, 

og P. carnosum blitt rapportert i flere ulike typer kjøtt med antatt kontaminasjon fra miljøet 

eller under slakteprosessen. (Nieminen et al., 2016; Stoops et al., 2015) Dette tyder på en svært 

variert miljøtilpasning og forskjellige opphavskilder til kontaminering av kjøtt og fisk (Fuertes-
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Perez et al., 2019). Vekst av Photobacterium spp. i lett prosesserte fisk og sjømat produkter 

diskuteres videre i kapittel (2.5). 

 

2.3.2 Identifisering av Photobacterium spp. 

Ved identifisering av Photobacterium spp. brukes ofte molekylære metoder i kombinasjon med 

fenotypiske tester. Ettersom Photobacterium spp. utnytter mange monosakkarider, 

disakkarider, glykosider og noen alkoholholdige sukkerarter kan isolater kultiveres på mange 

generelle vekstmedier. De fleste mediene tilsettes 0,5-5,0 % NaCl for å oppnå normal vekst og 

generering av bioluminescens (Moi et al., 2017). Selv om glukose er hoved karbonkilden kan 

noen stammer også bruke forskjellige aminosyrer som glutaminsyre, serin, alanin og leucin til 

å syntetisere karbon og indikerer veksten av mange marine bioluminescens dannende 

Photobacterium stammer (Brenner et al., 2005).  

For genotypisk identifisering av Photobacterium spp. er 16S rRNA sekvensering, multilokus 

sekvensanalyse (MLSA) og multilokus sekvens typing (MLST) mye brukte metoder (Boziaris 

& Parlapani, 2017; Figge et al., 2014; Kanki et al., 2007). Molekylære metoder har som fordel 

at det er mulig å identifisere både dyrkbare og ikke-dyrkbare mikroorganismer direkte fra 

prøven (Anagnostopoulos et al., 2022), slik at større nøyaktighet oppnås i analyseresultatene. 

Ved flere studier har molekylære metoder påvist dominerende forringelsesorganismer i fisk, 

som ikke ble oppdaget ved kulturavhengige metoder (Parlapani et al., 2013). 16S rRNA 

analyseringen omfatter vanligvis bruk av universelle primere til avlesning av en hypervariabel 

region av 16S rRNA-genet (f.eks. V1–V4). Etter sekvensering kan sekvensene sammenlignes 

med tidligere analyserte sekvenser. (Janda & Abbott, 2007; Nygaard, 2017) 

16S rRNA sekvensanalyse har imidlertid ikke vært tilstrekkelig til å skille mellom nært 

beslektede arter som P. kishitanii, P. phosphoreum, P. iliopiscarium og P. aquimaris og brukes 

derfor ofte i kombinasjon med MLSA (Urbanczyk et al., 2011). MLSA er en nyere metode som 

innebærer genotypisk karakterisering ved bruk av sekvensene til flere proteinkodende gener 

(f.eks. gyrB, luxA, pyrA, recA, ftsZ, topA, mreB og gapA) og påfølgende fylogenetisk analyse 

av genenes sammensatte sekvenser. Dette har resultert i vellykket identifisering på artsnivå og 

kartlegging av genetiske forhold mellom nært beslektete arter (Tindall et al., 2010). Mye brukte 

gener er gyrB, luxA, pyrA, recA, ftsZ, topA, mreB og gapA (Labella, Castro, Manchado, & 

Borrego, 2018). 
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2.4 Lettprosessering av sjømat  

Blant forbrukere er det en økende etterspørsel etter naturlige fisk- og sjømatprodukter av høy 

kvalitet og med lite tilsetningsstoffer. Videre ønsker forbrukerne at produkter skal være lett å 

tilberede og tilgjengelig i forbrukervennlige størrelser og detaljpakninger. I Norge finner vi et 

flertall av sjømatprodukter som faller under denne kategorien. Herunder sjømatprodukter i 

porsjonsstørrelse som lettsaltet filetert laks eller torsk i MAP eller vakuum forpakning som skal 

oppbevares og distribueres under kjøletemperatur (4 °C). (Asioli et al., 2017; Carlucci et al., 

2015) For å tilby rødspette som enkle og forbrukervennlige produkter er det dermed aktuelt å 

anvende milde inhiberingsmetoder som kjøling, MAP og vakuum (Adhikari et al., 2021; 

Mueller Loose et al., 2013).  

Anvendelsen av slike milde prosesseringsmetoder i fisk- og sjømatprodukter har som fordel at 

de bevarer næringsinnholdet og råstoffegenskapene i størst mulig grad, slik at produktene når 

forbrukeren med ferskest mulig kvalitet. Samtidig er hensikten med bruk av disse metodene å 

forlenge produktets holdbarhet og sikre trygge produkter ved å helt eller delvis hemme 

mikrobiell forringelse og patogene mikroorganismer (Abel et al., 2022). En oversikt over flere 

milde prosesseringsteknologier som brukes på sjømatprodukter presenteres i figur 2 (Abel et 

al., 2022).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figur 2: Eksempler på milde prosesseringsmetoder ofte anvendt på sjømat, med kategorisering etter termiske- 
og ikke-termiske inaktiveringsmetoder samt milde inhiberingsmetode. Figuren er basert på (Abel et al., 2022). 
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2.5 Barriereteknologi  

Lett prosesserte fiskeprodukter er imidlertid svært utsatt for mikrobiell og enzymatisk 

forringelse, slik at anvendelsen av en barriere ofte ikke sikrer god nok mattrygghet og 

holdbarhet fram til siste forbruksdag. Vanligvis kombineres derfor to eller flere barrierer for å 

oppnå en maksimal inhiberende effekt på mikrobiotaen i produktet. Dette konseptet defineres 

som barriereteknologi (Leistner, 2000) og skal sikre at bakterier ikke er i stand til å overvinne 

de anvendte barrierene som blir brukt langs hele verdikjeden. Inhibering av bakteriene oppnås 

ved at de må bruke energi på hver barriere til å opprettholde deres indre nivå av pH og osmotisk 

trykk. (Gonçalves et al., 2011; Pal et al., 2021) De vanligste hinderteknologiene for 

matkonservering er høy eller lav temperatur, vannaktivitet (aw), konserveringsmidler (som 

nitritt, sulfitt, sorbat), surhet (pH) og konkurrerende mikroorganismer (hovedsakelig 

melkesyrebakterier) (Tsironi et al., 2020). For å sikre trygge produkter kreves videre et stort 

fokus på råvarekvalitet, iboende matvareegenskaper (f.eks. vannaktivitet og pH), 

temperaturkontroll, emballasje, produksjonshygiene og krysskontaminasjon (Hao et al., 2021).  

 

2.5.1 Kjøling 

Lav temperatur regnes som den viktigste faktoren for å øke fiskens holdbarhet fra fangst til 

forbruker (Abel et al., 2022). Kjøling av fersk eller lett prosessert fisk på 0-4 °C er dermed en 

av de viktigste barrierene mot mikrobiell og enzymatisk aktivitet og essensielt for bevaring av 

produktkvalitet i lengst mulig tid. For å utsette kvalitetsreduserende prosesser er 

gjennomgående temperaturkontroll langs hele verdikjeden inkludert lagring og distribusjon 

derfor av stor betydning (Gökoğlu & Yerlikaya, 2015). En økning i temperaturen på 4 °C kan 

allerede doble nedbrytningshastigheten og omtrent halvere holdbarheten til fisk (Šimat & 

Mekinić, 2019). 

Under kjølelagring er psykrotolerante mikroorganismer som S. putrefaciens og Photobacterium 

spp. de viktigste forringelses organismene (Lerfall et al., 2022). Sammenlignet med høyere 

temperaturer har 4 °C eller lavere vist å ha en betydelig hemmende effekt på vekst av 

Photobacterium spp. Samtidig har P. phosphoreum også blitt påvist ved temperaturer på 0-3,6 

°C (E.  Reynisson et al., 2009), slik at det viser at lave temperaturer alene ikke fullstendig 

inhiberer vekst. Dette belyser at kombinasjonen med andre milde hemmende barrierer kan være 

nødvendig for å oppnå en tilstrekkelig inhiberende effekt mot mikrobiell aktivitet for å utvide 

holdbarhetstiden (Olafsdottir et al., 2006). 
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2.5.2 MAP 

Modifisert atmosfære pakking (MAP) er en stadig viktigere barriere i kombinasjon med kjøling 

for fisk- og sjømatprodukter. Ved bruk av MAP endres atmosfæren i produktemballasjen til en 

gassblanding som inneholder ulike konsentrasjoner CO2, O2 og N2. Dette bidrar til reduserte 

kvalitetsendringer gjennom inhibert mikrobiell aktivitet og ved å utsette oksidative reaksjoner 

(Boziaris, 2014). Økt konsentrasjon av CO2 og redusert konsentrasjon av O2 i pakkegassen 

reduserer mikrobiell vekst. CO2 er den viktigste gassen basert på dens inhiberende effekt mot 

forringelsesbakterier i luft, herunder Pseudomonas og Shewanella putrefaciens (Sivertsvik et 

al., 2003). Nitrogen fungerer som et nøytralt og smaksløs erstatningsgass for oksygen og hindrer 

samtidig vakuumeffekten som kan forårsakes av for høye CO2 konsentrasjoner. 

Tilsetning av høyere oksygen konsentrasjoner (> 10 %) hindrer at fakultativ anaerobe 

forringelsesbakterier som Shewanella spp. og Photobacterium spp. bruker TMAO som endelig 

elektronakseptor ved anaerob oksidasjon (Dalgaard et al., 2006). For magre fiskearter med et 

høyt innhold av TMAO kan eksempelvis gassblandinger brukes med AP, 60 % CO2 og 40 % 

O2 eller N2 (Hansen et al., 2007). Tilsetning av oksygen til fete fiskearter kan derimot medføre 

oksidativ harskning, slik at MA-pakking av fet fisk vanligvis består av 60 % CO2 og 40 % N2 

(Maria et al., 2009; Sivertsvik, 2007).  

Sammenlignet med luftlagring har flere forsøk vist en utvidet holdbarhetstid på opptil 3 uker 

ved anvendelse av MA-pakking med et CO2 innhold på 30-60 % (Sivertsvik et al., 2002). 

Samtidig har P. phosphoreum blitt rapportert som viktigste forringelsesorganisme i MAP 

produkter med høye CO2 konsentrasjoner (> 60 %) i kombinasjon med kjøling og at disse 

prosessforholdene ikke var tilstrekkelig til å hemme vekst av P. phosphoreum (Emborg et al., 

2002; Hansen et al., 2007; Lerfall et al., 2022).  

 

2.5.3 Salt   

Tilsetting av natriumklorid til matvarer har en konserverende effekt ved at det trekker vann ut 

av fiskekjøttet og dermed reduserer vannaktivitet og pH i produktet med en resulterende 

inhibering av mikrobiell vekst og reduksjon av funksjonelle egenskaper (Stringer & Pin, 2005 

). Videre er saltets viktigste funksjon å gi smak til maten (Nielsen et al., 2020). Imidlertid er det 

strengere krav om reduksjon av salttilsetning i matvarer ettersom et høyt inntak gir økt risiko 

for hjerte- og karsykdommer. For å forbedre folkehelsen anbefaler (WHO, 2020) å senke det 

daglige inntaket på rundt 9-12 g hos de fleste voksne i dag, til mindre enn 5 g per dag (2 g 
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natrium). For lett saltede fiskeprodukter er saltmålet 1,4 % NaCl (Helsedirektoratet, 2019). 

Dette kan by på utfordringer knyttet til mikrobiell vekst av patogene- og forringende 

mikroorganismer med økt toleranse for salt. (Dahl et al., 2019) 

Dette inkluderer mikrobiell vekst av Photobacterium spp. basert på dens optimale vekst ved 1-

3 % og høy toleranse av noen stammer på opptil 5 og 6 % NaCl (Bjornsdottir-Butler et al., 

2016; Figge et al., 2014; Watanabe & Hastings, 2004). Salttoleransen over et bredt spekter er 

basert på Photobacterium slektens naturlige forekomst i ulike habitater med krav om stor 

tilpasningsdyktighet. Dette til både lave konsentrasjoner (24–26 ‰) i Kvitsjøen (Kuts & 

Ismailov, 2009) og høye konsentrasjoner (5-6 %) i Nordsjøen og det Japanske havet (Makiguchi 

et al., 1980; Waters & Lloyd, 1985). I fersk eller lettprosessert rødspette til konsum og lignende 

produkter som lettsaltet torsk befinner saltprosenten seg på ca. 0,4-2,0 % NaCl 

(Helsedirektoratet, 2019; E.  Reynisson et al., 2009). I torsk med 0,4 og 2,5 % NaCl var 

Photobacterium eksempelvis den dominerende bakterieslekten (Eyjólfur Reynisson et al., 

2009). I lett saltede produkter er dermed flere bakterier være nødvendig mot Photobacterium 

spp. for å oppnå en utvidet holdbarhetstid. 
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3 Material og metode 

Det praktiske arbeidet omfattet en mikrobiell screening av 54 Photobacterium stammer ved 

ulike inkuberingstemperaturer (4, 8, 15 og 20 °C), saltkonsentrasjoner (0, 1, 3 og 6 % NaCl) og 

CO2 konsentrasjoner (100 % ved start av inkubering). Dette for fenotypisk karakterisering av 

stammene basert på deres evne å vokse og generere bioluminescens ved de ulike miljøfaktorene. 

Videre ble sekvensering av gyrB, gapA og recA genene utført for å identifisere de 54 

Photobacterium stammene på artsnivå. Vekstkinetikk parametere til seks utvalgte 

Photobacterium stammer ble videre undersøkt ved inkubering i ulike temperaturer (4, 8, 12 og 

16 °C) og saltkonsentrasjoner (0, 1, 3 og 6 % NaCl). De seks stammene ble valgt basert på deres 

artsidentifikasjon ved fylogenetisk analyse for å kartlegge eventuelle forskjeller i vekstkinetikk 

parametere mellom artene. En oversikt over rekkefølgene på forsøkene som ble gjort er 

presentert i figur 3. 

  

Figur 3: Oversikt over trinnvis gjennomføring av de tre forsøkene i denne studien. 
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3.1  Bakterie stammene   

Photobacterium stammene i denne oppgaven ble tidligere isolert fra hel rødspette som ble 

fanget i to ulike sesonger (april og september) og lagret under tre forskjellige 

lagringsbetingelser; på is (0 °C) i luft, i MAP (70 % CO2, 20 % N2, 10 % O2) ved 4 °C og i 

vakuum ved 4 °C. Alle stammene ble isolert ved dag 14 i lagringsperioden. Isolatene ble lagret 

ved -80 °C frem til bruk. Isolatene er presentert i tabell 5. 

Tabell 5: Oversikt over Photobacterium stammene benyttet i oppgaven, kilde for isolasjon, samt dato for isolasjon 
og identifikasjonskode. Isolasjonskodene indikerer sesong og isolasjonsatmosfære; «Sm» september og MAP, 
«Sv» september og vakuum, «Sw» september og luft, «Am» april og MAP, «Av» april og vakuum, og «Aw» april 
og luft.  

Isolasjons kode Kilde for isolasjon Isolasjonssesong 

 
Sw30 

 
Luft lagret rødspette 

 
September 

 
Sw35 

 
Luft lagret rødspette 

 
September 

 
Sw36 

 
Luft lagret rødspette 

 
September 

 
Sw26 

 
Luft lagret rødspette 

 
September 

 
Sw28 

 
Luft lagret rødspette 

 
September 

 
Sw32 

 
Luft lagret rødspette 

 
September 

 
Sw25 

 
Luft lagret rødspette 

 
September 

 
Sw27 

 
Luft lagret rødspette 

 
September 

 
Sw31 

 
Luft lagret rødspette 

 
September 

 
Sv37 

 
Vakuum pakket rødspette 

 
September 

 
Sv38 

 
Vakuum pakket rødspette 

 
September 

 
Sv43 

 
Vakuum pakket rødspette 

 
September 

 
Sv40 

 
Vakuum pakket rødspette 

 
September 

 
Sv42 

 
Vakuum pakket rødspette 

 
September 

 
Sv45 

 
Vakuum pakket rødspette 

 
September 

 
Sv44 

 
Vakuum pakket rødspette 

 
September 

 
Sv47 

 
Vakuum pakket rødspette 

 
September 

 
Sv48 

 
Vakuum pakket rødspette 

 
September 

 
Sm51 

 
MA-pakket rødspette 

 
September 

 
Sm53 

 
MA-pakket rødspette 

 
September 

 
Sm60 

 
MA-pakket rødspette 

 
September 

 
Sm50 

 
MA-pakket rødspette 

 
September 

 
Sm58 

 
MA-pakket rødspette 

 
September 

 
Sm59 

 
MA-pakket rødspette 

 
September 

 
Sm49 

 
MA-pakket rødspette 

 
September 

 
Sm52 

 
MA-pakket rødspette 

 
September 
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Sm57 

 
MA-pakket rødspette 

 
September 

 
Aw66 

 
Luft lagret rødspette 

 
April 

 
Aw83 

 
Luft lagret rødspette 

 
April 

 
Aw87 

 
Luft lagret rødspette 

 
April 

 
Aw70 

 
Luft lagret rødspette 

 
April 

 
Aw76 

 
Luft lagret rødspette 

 
April 

 
Aw90 

 
Luft lagret rødspette 

 
April 

 
Aw71 

 
Luft lagret rødspette 

 
April 

 
Aw75 

 
Luft lagret rødspette 

 
April 

 
Aw81 

 
Luft lagret rødspette 

 
April 

 
Av99 

 
Vakuum pakket rødspette 

 
April 

 
Av106 

 
Vakuum pakket rødspette 

 
April 

 
Av107 

 
Vakuum pakket rødspette 

 
April 

 
Av92 

 
Vakuum pakket rødspette 

 
April 

 
Av93 

 
Vakuum pakket rødspette 

 
April 

 
Av101 

 
Vakuum pakket rødspette 

 
April 

 
Av108 

 
Vakuum pakket rødspette 

 
April 

 
Av114 

 
Vakuum pakket rødspette 

 
April 

 
Av118 

 
Vakuum pakket rødspette 

 
April 

 
Am128 

 
MA-pakket rødspette 

 
April 

 
Am145 

 
MA-pakket rødspette 

 
April 

 
Am150 

 
MA-pakket rødspette 

 
April 

 
Am134 

 
MA-pakket rødspette 

 
April 

 
Am135 

 
MA-pakket rødspette 

 
April 

 
Am139 

 
MA-pakket rødspette 

 
April 

 
Am131 

 
MA-pakket rødspette 

 
April 

 
Am141 

 
MA-pakket rødspette 

 
April 

 
Am147 

 
MA-pakket rødspette 

 
April 

 

 

3.2 Screeningsforsøk av Photobacterium arter ved ulike miljøfaktorer    

For å screene vekst av Photobacterium artene ved ulike temperaturer, saltkonsentrasjoner og 

CO2 konsentrasjoner ble bakteriekulturene oppdyrket fra 54 frosne isolater ved utsåing på 

Tyrptone soya agar (TSA) (VWR, Belgia). For screening av vekst ved ulike temperaturer ble 

fire paralleller av hvert isolat utsådd på mediet og henholdsvis inkubert ved 4, 8, 15 og 20 °C. 

For screening av vekst ved ulike saltkonsentrasjoner ble seks paralleller utsådd på mediet med 
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0, 3 og 6 % NaCl og inkubert ved 4 og 15 °C. I tillegg ble vekst screenet ved på TSA med 1 % 

NaCl og 100 % CO2 indusert atmosfære ved 4, 8, 12 og 15 °C. CO2 atmosfæren ble generert 

ved hjelp av Webomatic Supermax‐C vacuum machine (Webomatic, Bochum, Germany). 

Generering av bioluminescens ble analysert ved utsåing på Long and Hammer agar (L&H) og 

inkubering ved 4, 8, 12 og 16 °C. Tillaging av L&H ble utført i henholdt til NMKL No. 184 

(NMKL, 2006), presentert i vedlegg A. En fullstendig oversikt over screeningsforsøket er 

presentert i tabell 6. Bakterievekst ved inkubering i de ulike saltkonsentrasjonene og 

temperaturene ble registrert etter 1, 3, 5 og 7 dager og generering av bioluminescens etter 1, 4 

og 7 dager. Vekst i CO2 indusert atmosfære ble registrert etter 2, 4, 7 og 9 dager. For å 

kontrollere atmosfære forholdet gjennom hele forsøket ble på disse dagene også gass 

sammensetningen kontrollert ved hjelp av en O2 og CO2 måler (Dansensor CheckMate 9000). 

Registering av veksten ble gjort ved å subjektivt evaluere antall kolonier på petriskålen med 

tallene 0, 1, 2 eller 3 (ingen til mye vekst). 

 

Tabell 6: Oversikt over mikrobielt screeningsforsøk.  

 Miljøfaktor  Medium Inkuberingstemperatur  

 
 Temperatur  

 

 
Vekst på TSA + 1 % NaCl 

    
  4, 8, 15 og 20 °C 

 Bioluminescens  
 

Vekst på Long and Hammer agar     4, 8, 15 and 20 oC 

 Saltkonsentrasjon  
 

Vekst på TSA + 0, 3 og 6 % NaCl   4 og 15 °C   

 CO2 Vekst på TSA + CO2 (100 % ved 
start av inkubering) 
 

  4 og 15 °C 
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3.3 Identifisering av stammer ved PCR amplifisering og sekvensering av gyrB, 

gapA og recA 

3.3.1 DNA ekstrahering  

DNA ble ekstrahert ved hjelp av DNeasy® Blood & Tissue (qiagen, Oslo, Norge) og 

protokollene «Pre-treatment for Gram-Positive Bacteria» og «Purification of total DNA from 

animal tissue (spin coloumn treatment)». Det ekstraherte DNAet ble oppbevart ved -20 ºC.  

 

3.3.2 PCR amplifisering  

Til Polymerase Chain Reaction (PCR) ble HotStarTaq® Plus PCR (qiagen, 2010) benyttet. 2 

μl DNA ble tilsatt til 23 μl av mastermiksen til hver sin brønn, vist i tabell 7. For negativ kontroll 

ble det tilsatt 2 μl nukleasefritt vann og 23 μl mastermiks til en egen brønn. Prøvene ble 

amplifisert med primerparene 22F/1240R, 56F/668R og 10F7643R for henholdsvis regionene 

DNA-gyrase B-underenhet (gyrB), glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenase A (gapA) og recA.  

 

Tabell 7: PCR mastermiks HotStarTaq® Plus PCR Handbok (qiagen, 2010) til gyrB, gapA og recA 
sekvensering. 

Komponent  (μl)/prøve   Sluttkonsentrasjon  

10x PCR Buffer  2,5  1 x  

dNTP Mix  0,5  200 μM av hver dNTP 

Forward primer  1 0,2 μM  

Reverse primer  1 0,2 μM  

Hot Star taq polymerase  0,125 2,5 U/per reaksjon 

Nukleasefritt vann  17,975 -  

Totalt 23 -  
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36  

Tabell 8: Primersettene som ble benyttet for PCR amplifisering av gyrB, gapA og recA genene.  

Gen  Primer   Annealing 

temperatur  

Amplifikasjons 

lengde 

  Nukleotidsekvens Referanse  

gyrB  B22F primer 

1240R primer 

 

54 °C 1218 5’GAAGTTATCATGACGGTACTTC3’ 

5’AGCGTACGAATGTGAGAACC3’ 

(Ast et al., 2007) 

gapA 56F primer   

668R primer 

 

50 °C 612 5’TGT TGA AGT TGA AGG CGG TA3’ 

5’GCG GAA AGC CAT ACC AGT TA3’ 

(Figge et al., 2014) 

recA 10F primer 

643R primer 

50 °C 633 5’AGC GTT AGG CCA GAT TGA GA3’ 

5’CGC CAG TAC GAC GAA TAT CA3’ 

(Figge et al., 2014) 

 

 

PCR-programmet benyttet til DNA amplifikasjonen er fremstilt i tabell 9 og ble utført ved hjelp 

av BioRad C1000™ Thermal Cycler.  

 

Tabell 9: PCR program til amplifisering av gyrB, gapA og recA genene. 

Temperatur (°C) Tid  Trinn  Antall sykluser  

95 15 min  Pre-aktiveringstrinn 

94 1 min  Denaturering  

50*/54^ 1 min  Annealing  

72 1 min  DNA-syntese 

72 5 min Avslutning DNA-syntese  

*Annealing temperatur for gapA og recA primer  

^Annealing temperatur for gyrB primer  

 

3.3.3 Gel elektroforese  

Kvaliteten og størrelsen til PCR-produktene ble undersøkt ved gjennomføring av agarose gel 

elektroforese (PowerPac™ Basic Power Supply). Det ble benyttet 1,6 % agarose gel bestående 

av 1x TAE buffer (40 mM Tris-acetate, 1mM EDTA) og agarose (Lonza, USA). 

Mengdeforholdet ble tilpasset aktuell størrelse av støpeformene. Etter smelting og nedkjøling 

ble løsningen tilsatt 8 μl GelRedTM Nucleic Acid strain (qiagen, 2010). 5 μl av hvert PCR-

produkt ble blandet med 1 μl loading 6x loading dye (Thermo scientificTM) og satt ned i 

brønnene i gelen. Deretter ble 5 μl GeneRulerTM 1 Kb DNA Ladder (Thermo scientificTM) ble 
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tilsatt i første og siste brønn i gelen som størrelsesmarkør. Gel elektroforesen ble kjørt i 1 time 

ved 90 volt. Deretter ble gelen avlest under UV-lys i en G:BOX (SynGene, UK) med tilhørende 

program GeneSys software.  

 

3.3.4 Sekvensering  

PCR produktene ble renset ved bruk av GeneJET PCR Purification (Thermo Scientific: Cat 

K0702) i henhold til «User Guide: GeneJET Purification Kit» før produktene ble kvantifisert 

på en micro-volumplate (take3-plate). Av hver prøve ble 2 μl avsatt på platen for å avlese 

absorbansen ved en bølgelengde på 260 og 280 nm. Avlesningene ble gjort ved bruk av BioTek 

PowerWave XS Microplate spektrofotometer ved hjelp av Gen 5™ Software programmet. Et 

forhold på 260/280 nm i området 1,8-2,0 ble ansett som akseptabelt med hensyn på renheten til 

DNA. Et lavere tall kan indikere forurensing av kontaminanter som proteiner og fenoler 

(Thermo Scientific, 2015). I henholdt til Eurofins sine retningslinjer for sekvensering ble kravet 

for konsentrasjonen av de rensete PCR produktene satt til 25 ng/μl (Eurofins Genomics, 2022). 

Prøver med høyere konsentrasjoner ble fortynnet med nukleasefritt vann til en konsentrasjon 

på 25 μl. Deretter ble 5 μl av de rensete PCR-produkt overført til nye sentrifugerør og tilsatt 5 

μl forward primer (5 μΜ) (B22F til gyrB sekvenser, 56F til gapA sekvenser og 10F til recA 

sekvenser). Prøvene ble sekvensert av Light Run, Eurofins Genimics (Tyskland).  

Ved hjelp av DNA Baser Assembler ble det generert en FASTA fil med sekvensene fra hvert 

gen (gyrB, gapA og recA). 16S rRNA sekvenser ble generert ved en tidligere PCR analyse av 

16S rRNA genet av alle 54 Photobacterium stammene av det tilknyttede Ph.D. forsøket av 

Dionysios Tsoukalas ved NTNU. Disse 16S rRNA sekvensene ble inkludert i sekvens analysen 

i denne oppgaven. I MEGA X dataprogrammet ble sekvenssammenstillinger av sekvensene 

utført ved bruk av Multiple Sequence Comparison av Log-Expectation (MUSCLE) funksjonen 

(Kumar et al., 2016). Forskjeller i sekvenslengden ble manuelt tilpasset ved å fjerne enkelte 

sekvensdeler på begge endene. Tidligere rapporterte gensekvenser (referanse stammer) ble 

lastet ned fra GenBank. GenBank tilgangsnummer til sekvensene som er brukt i denne 

oppgaven er presentert i vedlegg B. 16S rRNA, gyrB, gapA og recA sekvensene ble 

sammenlignet med sekvenser fra databasen BLAST (National Center for Biotechnology 

Information, 2021). I MEGA X ble neighbour-joining boostap metoden (Saitou & Nei, 1987) 

brukt til å konstruere åtte fylogenetiske trær. Fire av disse ble basert på sammensatte sekvenser 

av flere husholdningsgene og fire basert på et gen hver. Alle sekvensene ble inkludert i 

sekvenssammenstillingene.  
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3.4 Vekstkinetikk forsøk  

Seks Photobacterium stammer, presentert i tabell 10 ble valgt for å analysere vekstkinetikk 

parameterer. Det ble valgt to stammer av hver fylogenetisk identifisert artsgruppe basert på 

resultatene i kapittel (5.1.1). Fra hver art ble to stammer valgt med forskjellig mye vekst for å 

videre undersøke eventuelle forskjeller i vekstkinetikk parametere innen hver artsgruppe.  

 

Tabell 10: Oversikt over Photobacterium stammene som ble brukt til vekstkinetikk forsøket. 

 

 

 

 

 

 

Stammene ble dyrket på TSA ved 15 °C i 48 timer. Av hver stamme ble en bakteriekultur tilsatt 

13 ml TSB med 1 % NaCl for å dyrke dem ved 15 °C i 24 timer. For å starte med lik 

bakteriekonsentrasjon, ble inokulmene justert til lik optisk tetthet på 0,2. Inokulum med høyere 

eller lavere optisk tetthet ble fortynnet med TSB til en optisk tetthet på 0,2. Deretter ble tre 

paralleller laget for hver stamme med 0,3 ml forkultur tilsatt 29,7 ml TSB (30 ml totalt volum). 

For å analysere stammenes vekstkinetikk i ulike temperaturer ble tre paralleller av hver stamme 

henholdsvis inkubert ved 4, 8, 12 og 16 °C. For å analysere vekstkinetikken i ulike 

saltkonsentrasjoner ble det tillaget TSB med 0, 1, 3 og 6 % NaCl. Tre paralleller av hver stamme 

ble henholdsvis inkubert i de fire ulike saltkonsentrasjonene og inkubert ved 4 °C. Umiddelbart 

etter inokuleringen ble optisk tetthet målt ved 600 nm med et UV-spektrofotometer (UV-1800 

Shimadzu). Deretter ble optisk tetthet av prøvene målt hver 3. time til stasjonærfasen ble nådd. 

Prøvene ble fortynnet når den optiske tettheten ble målt til OD 0,6. Ved syv OD-målepunkter 

ble også pH målt (Testo 206, Tyskland) av alle parallellene med den siste målingen etter 75 

timer.  

 

 

 

Isolasjons-ID Identifisert art 

 Aw66 P. iliopiscarium  

 Am135 P. iliopiscarium  

 Av108 P. phosphoreum  

 Sw30 P. phosphoreum  

 Sm58 P. piscicola  

 Sv37  P. piscicola  
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3.5 Databehandling og statistiske analyser  

For vekstkinetikk forsøket med ulike saltkonsentrasjoner og temperaturer ble DMFit 

applikasjonen i Combase ble benyttet til å estimere vekstkinetikk parametere. For hvert 

målepunkt ble tre paralleller av hver prøve analysert. De log-transformerte gjennomsnittlige 

bakteriekonsentrasjonene ble tilpasset vekstmodellen av Baranyi og Roberts (Baranyi & 

Roberts, 1994) til å estimere maksimal veksthastighet per time (µmaks), lag fase (log kde/ml), 

startkonsentrasjon (log kde/ml) og sluttkonsentrasjon (Ymaks).  

Statistiske analyser ble utført i Statistical Package for the Social (SPSS) (versjon 27, IBM, 

Armonk, NY). For å finne statistiske forskjeller i alle vekstparameterne ble enveis ANOVA (p 

< 0,05) Tukey’s-b Post Hoc test gjennomført på log-transformerte kimtall-verdier (kde/ml).  

De maksimal veksthastighet parameterne ble videre brukt til å genere en sekundær vekstmodell 

(Ratkowsky et al., 1982). I denne uttrykker den lineære regresjonslinjen forholdet mellom 

veksthastighet og temperatur for Photobacterium stammene. Stigningstallet (b), temperaturen 

(T) og teoretisk minimumstemperaturen (Tmin) til den sekundære vekstmodellen er gitt i 

formelen som vises nedenfor (Ratkowsky et al., 1982). Med formelen kan det også beregnes 

teoretisk veksthastighet ved andre temperaturer enn 4, 8, 12 eller 16 °C. 

 

 

For å beregne signifikansnivået på pH-endring over tid av Photobacterium stammene ble 

Tukey’s-b Post Hoc test utført på ANOVA (p < 0,05) i SPSS. I tillegg ble Pearsons korrelasjon 

(tosidig) benyttet til å beregne om det er en signifikant korrelasjon mellom veksthastighet og 

endring av pH over tid for Photobacterium stammene.  

For screeningsforsøket ble ANOVA (p < 0,05) Tukey’s-b Post Hoc benyttet for å se om det er 

signifikante forskjeller mellom vekst av stammer som ble isolert fra forskjellige isolasjonskilder 

(sesong og atmosfære) og mellom stammer som ble identifisert som forskjellige arter. Excel 

ble benyttet for å utføre uparet t-test, p < 0,05).  
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4 Resultater 

4.1 Artsdiversitet hos Photobacterium stammene  

For å identifisere 54 Photobacterium stammer (tidligere klassifisert ved sekvensering av 16S 

rRNA genet) på artsnivå, ble sekvensanalyse av 16S rRNA og husholdningsgenene gyrB, gapA 

og recA benyttet.  

Det ble påvist et absorbans forhold på 260/280 nm i et område på 1,8-2,1 for alle PCR-

produktene av 16S rRNA, gyrB, gapA og recA. Dette indikerer god renhet på PCR produktene. 

I gel elektroforesen ble positive DNA bånd identifisert ved ca. 1200 bp for gyrB, 600 bp for 

gapA og 600 bp for recA. 16S rRNA-sekvensene som ble benyttet i denne studien var tidligere 

verifisert av stipendiat D. Tsoukalas. En oversikt over resultater fra gel elektroforesen er 

presentert i vedlegg C. 

 

4.1.1 Identifisering av stammer basert på 16S rRNA, gyrB, gapA og recA sekvenser 

Sekvensering av 16S rRNA og sammenligning av sekvenser mot GenBank-databasen resulterte 

i at 54 Photobacterium stammene ble identifisert som fire ulike arter; P. phosphoreum (26 

stammer), P. piscicola (12 stammer), P. carnosum (10 stammer) P. kishitanii (6 stammer) 

(tabell 11). 

Sekvensering av alle husholdningsgenene (gyrB, gapA og recA) og sammenligning av 

sekvenser mot GenBank-databasen resulterte at de 54 Photobacterium stammene ble 

identifisert som tre ulike arter; P. phosphoreum (22 stammer) P. iliopiscarium (29 stammer) og 

P. piscicola (3 stammer). Det var ikke samsvar mellom identifikasjon på artsnivå for 

sekvensering av 16S rRNA og husholdningsgenene for 65 % av stammene.  

 

 

 

 

 

 

Tabell 11: Artsidentifikasjon av Photobacterium isolater fra rødspette basert på sekvensering av 16S rRNA, gyrB, 
gapA, recA. Angitt er Query cover % (prosentvis likhet mellom pP- fragment og NCBI sekvens), ID % 
(identifikasjonsprosent). Stammenes farge indikerer hvilken art de ble klassifisert som basert på blast resultatene 
av hvert enkelt gen (16S rRNA, gyrB, gapA og recA); (rød) P. phosphoreum, (lilla) P. kishitanii, (blå) P. piscicola, 
(grønn) P. iliopiscarium og (gul) P. carnosum. 
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 16S rRNA gyrB gapA recA 
Isolasjons 
ID 

Arts-ID Query 
cover % 

ID % Arts-ID Query 
cover % 

ID % Arts-ID Query 
cover % 

ID % Arts-ID Query 
cover % 

ID % 

Sw30 P. phosphoreum 99 99,81 P. phosphoreum 100 99,91 P. phosphoreum 100 100 P. phosphoreum 98 99.67 

Sv43 P. phosphoreum 99 100 P. phosphoreum 99 99,56 P. phosphoreum 99 99,79 P. phosphoreum 98 99.67 

Sv40 P. phosphoreum 99 99,82 P. phosphoreum 100 99,63 P. phosphoreum 100 100 P. phosphoreum 98 99.51 

Sv42 P. phosphoreum 99 99,90 P. phosphoreum 100 98,31 P. phosphoreum 99 100 P. phosphoreum 98 100 

Sv45 P. phosphoreum 99 99,64 P. phosphoreum 100 99,63 P. phosphoreum 99 98,97 P. phosphoreum 99 99.84 

Sv44 P. phosphoreum 99 99,82 P. phosphoreum 99 98,37 P. phosphoreum 99 98,97 P. phosphoreum 99 99.30 

Sv47 P. phosphoreum 99 99,81 P. phosphoreum 100 99,72 P. phosphoreum 98 99,18 P. phosphoreum 98 99.51 

Sv48 P. phosphoreum 99 99,91 P. phosphoreum 100 98,19 P. phosphoreum 98 99,79 P. phosphoreum 99 99.51 

Sm50 P. phosphoreum 99 99,73 P. phosphoreum 99 99,56 P. phosphoreum 96 99,79 P. phosphoreum 100 100 

Sm49 P. phosphoreum 99 99,73 P. phosphoreum 100 98,12 P. phosphoreum 99 99,79 P. phosphoreum 99 99.67 

Aw83 P. phosphoreum 99 99,38 P. phosphoreum 99 98,45 P. phosphoreum 100 100 P. phosphoreum 99 100 

Aw87 P. phosphoreum 99 99,73 P. phosphoreum 98 99,91 P. phosphoreum 99 99,15 P. phosphoreum 99 100 

Aw90 P. phosphoreum 99 99,82 P. phosphoreum 99 98,24 P. phosphoreum 99 99,37 P. phosphoreum. 100 100 

Aw75 P. phosphoreum 99 99,78 P. phosphoreum 99 98,61 P. phosphoreum 98 98,96 P. phosphoreum 99 99.84 

Av99 P. phosphoreum 99 99,82 P. phosphoreum 99 98,72 P. phosphoreum 96 99,37 P. phosphoreum 99 100 

Av106 P. phosphoreum 99 99,64 P. phosphoreum 99 99,72 P. phosphoreum 100 98,95 P. phosphoreum 100 100 

Av101 P. phosphoreum 99 99,64 P. phosphoreum 99 99,35 P. phosphoreum 100 100 P. phosphoreum 99 100 

Av108 P. phosphoreum 99 99,55 P. phosphoreum 99 98,71 P. phosphoreum 100 100 P. phosphoreum 99 99.51 

Am131 P. phosphoreum 99 99,91 P. phosphoreum 100 99,72 P. phosphoreum 99 99,37 P. phosphoreum 99 99.51 

Aw76 P. kishitanii 97 99,44 P. phosphoreum 99 98,08 P. phosphoreum 99 99,90 P. phosphoreum 99 99,82 

Aw71 P. kishitanii 97 99,72 P. phosphoreum 99 98,77 P. phosphoreum 100 100 P. phosphoreum 98 100 

Av107 P. kishitanii 97 99,54 P. phosphoreum 99 99,72 P. phosphoreum 100 99,80 P. phosphoreum 99 100 

Sw35 P. piscicola 99 99,90 P. iliopiscarium 99 99,48 P. iliopiscarium 98 100 P. iliopiscarium 98 99.01 

Sw36 P. piscicola 99 99,82 P. iliopiscarium 100 99,54 P. iliopiscarium 98 100 P. iliopiscarium 99 99,64 

Sw26 P. piscicola 98 99,73 P. iliopiscarium 100 99,55 P. iliopiscarium 98 99,59 P. iliopiscarium 99 99,64 

Sw28 P. piscicola 99 99,81 P. iliopiscarium 99 99,82 P. iliopiscarium 97 100 P. iliopiscarium 99 99,46 

Sw32 P. piscicola 99 99,91 P. iliopiscarium 99 98,98 P. iliopiscarium 98 99,79 P. iliopiscarium 98 99.00 

Sw25 P. piscicola 100 99,73 P. iliopiscarium 99 99,65 P. iliopiscarium 98 100 P. iliopiscarium 98 99.01 

Sw31 P. piscicola 99 99,64 P. iliopiscarium 100 99,64 P. iliopiscarium 98 100 P. iliopiscarium 99 100 

Aw66 P. piscicola 99 99,82 P. iliopiscarium 100 99,57 P. iliopiscarium 99 99,79 P. iliopiscarium 99 100 

Aw81 P. piscicola 98 99,82 P. iliopiscarium  99 99,31 P. iliopiscarium 98 100 P. iliopiscarium 99 98.85 

Am145 P. piscicola 99 99,55 P. iliopiscarium 99 98,73 P. iliopiscarium 99 100 P. iliopiscarium 99 99.02 

Am150 P. piscicola 98 99,82 P. iliopiscarium 99 100 P. iliopiscarium 97 100 P. iliopiscarium 99 99,82 

Am147 P. piscicola 99 99,73 P. iliopiscarium 99 99,49 P. iliopiscarium 99 99,79 P. iliopiscarium 98 99.83 

Sw27 P. carnosum 99 99,90 P. iliopiscarium 99 99,45 P. iliopiscarium 99 99,38 P. iliopiscarium 99 99,64 

Sv38 P. carnosum 99 100 P. iliopiscarium 100 99,92 P. iliopiscarium 99 99,58 P. iliopiscarium 100 99,46 

Sm51 P. carnosum 99 99,81 P. iliopiscarium 99 99,74 P. iliopiscarium 98 99,79 P. iliopiscarium 99 99.19 

Sm60 P. carnosum 100 99,82 P. iliopiscarium 99 99,45 P. iliopiscarium 99 100 P. iliopiscarium 99 99,64 

Sm59 P. carnosum 99 99,91 P. iliopiscarium 99 99,56 P. iliopiscarium 98 100 P. iliopiscarium 99 99,64 

Sm57 P. carnosum 99 100 P. iliopiscarium 99 99,73 P. iliopiscarium 98 100 P. iliopiscarium 99 99,64 

Aw70 P. carnosum 99 99,91 P. iliopiscarium 77 100 P. iliopiscarium 100 99,79 P. iliopiscarium 100 99,64 

Av93 P. carnosum 99 99,91 P. iliopiscarium 99 98,99 P. iliopiscarium 99 100 P. iliopiscarium 99 100 

Av128 P. carnosum 99 99,45 P. iliopiscarium 99 99,82 P. iliopiscarium 98 100 P. iliopiscarium 98 98.69 

Am135 P. carnosum 99 99,82 P. iliopiscarium 100 99,74 P. iliopiscarium 99 99,79 P. iliopiscarium 98 99.00 

Sm52 P. phosphoreum 98 99,91 P. iliopiscarium 100 99,82 P. iliopiscarium 97 100 P. iliopiscarium 98 98.86 

Av114 P. phosphoreum 99 99,91 P. iliopiscarium 100 99,48 P. iliopiscarium 99 100 P. iliopiscarium 99 100 

Am134 P. phosphoreum 98 99,73 P. iliopiscarium 99 99,91 P. iliopiscarium 99 99,79 P. iliopiscarium 98 98.98 
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4.1.2 Fylogenetisk analyse 

Etter PCR-amplifisering av sekvensregioner i 16S rRNA, gyrB, recA og gapA genene, ble 

nukleotidsammenstillinger gjennomført i MEGA X. Alle sekvensene til 16S rRNA, gyrB, gapA 

og recA genene ble deretter benyttet til å konstruere fylogenetiske trær basert på 

enkeltsekvenser og fra sammensatte sekvenser. Dette for å analysere evolusjonære forhold 

mellom alle 54 isolatene. 9 gensekvenser (referansestammer presentert i vedlegg B) for hvert 

gen ble lastet ned fra GenBank og inkludert i den fylogenetiske analysen. Fylogenetiske trær 

ble konstruert ved neighbour-joining metoden og med 1000 bootstrap replikasjoner for å 

vurdere påliteligheten til de fylogenetiske trærne. 

 

Fylogenetiske trær basert på enkeltsekvenser  

Innledningsvis ble det utført fylogenetisk analyse med sekvensene fra hvert enkelt gen (figur 4 

A (16S rRNA), B (gyrB), C (gapA) og D (recA) for å kartlegge de fylogenetiske forholdene 

mellom stammene basert på hvert enkelt gen. I tillegg til å sammenligne og identifiserer 

eventuelle forskjeller mellom stammenes gruppering i de ulike trærne.  

I de fylogenetiske trærne basert på gyrB og recA gensekvensene (figur 4 B og D) vises tre 

hovedgrupper. Disse samsvarer med artsklassifiseringen basert på blast resultatene fra 

husholdningsgenene. Hovedgruppe I inkluderer 29 P. iliopiscarium klassifiserte stammer 

gruppert med P. iliopiscarium referanse stammen. Hovedgruppe II inkluderer 22 P. 

phosphoreum klassifiserte stammer gruppert sammen med P. phosphoreum referanse stammen. 

Hovedgruppe III inkluderer 3 P. piscicola klassifiserte stammer gruppert sammen med 7 

referanse stammer av P. kishitanii, P. aquimaris, P. angustum, P. piscicola, P. indicum, P. 

leiognathi og P. mandapamensis. For alle de tre hovedgruppene vises høye bootstrap verdier 

på > 99 %.  

I det fytogeniske treet basert på gapA gensekvensene (figur 4 C) er bootstrap verdiene hos alle 

hovedgruppene derimot lavere. Hovedgruppe III inkluderer fire stammer istedenfor tre, som i 

Am141 P. phosphoreum 99 99,73 P. iliopiscarium 99 99,82 P. iliopiscarium 98 100 P. iliopiscarium 99 99,07 

Av92 P. kishitanii 95 99,81 P. iliopiscarium 99 98,82 P. iliopiscarium 96 100 P. iliopiscarium 99 100 

Am139 P. kishitanii 97 99,81 P. iliopiscarium 100 99,82 P. iliopiscarium 98 100 P. iliopiscarium 99 100 
 

Av118 P. kishitanii 97 99,81 P. iliopiscarium 99 99,82 P. iliopiscarium 100 100 P. iliopiscarium 99 99,10 

Sv37 P. phosphoreum 99 99,73 P. piscicola 99 99,82 P. piscicola 99 100 P. piscicola 98 99,82 

Sm53 P. phosphoreum 99 99,62 P. piscicola 100 98,81 P. piscicola 99 99,60 P. piscicola 98 100 

Sm58 P. phosphoreum 99 99,90 P. piscicola 100 99,27 P. piscicola 100 98,52 P. piscicola 98 99,82 
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figur 4 B og D. Det fylogenetiske treet basert på 16S rRNA sekvensene (figur 4 A) har mindre 

tydelig gruppering av stammene. Hovedgruppe III har en lavere bootstrap verdi (84 %) og det 

vises ingen tydelig gruppering av hovedgruppe I eller II. 
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Figur 4: Neighbour-joining bootstrap trær basert på (A) 16S rRNA, (B) gyrB, (C) gapA og (D) recA sekvensene. 
Hvert tre viser forholdet blant 54 Photobacterium stammer. Tallene indikerer bootstrap-verdier > 70 % 
(prosentandel av 1000 replikasjoner). Alle trær inkluderer ni referanse stammer av P. phosphoreum, P. 
iliopiscarium, P. kishitanii, P. aquimaris, P. angustum, P. piscicola, P. indicum, P. leiognathi og P. 
mandapamensis. Stammenes farge indikerer hvilken art de ble klassifisert som basert på blast resultatene; (grønn) 
P. iliopiscarium, (rød) P. phosphoreum, (blå) P. piscicola, (gul) P. carnosum, (lilla) P. kishitanii. Romertall 
(I/II/III) indikerer hovedgrupper.   

 P. mandapamensis

 P. leiognathi

 P. angustum

 P. indicum

 P. aquimaris

 Sv45

 P. kishitanii

 Sm53

 Sm58

 Sv37

 P. piscicola

 Sw30

 Sv43

 Sv42

 Sm49

 P. phosphoreum

 Sv48

 Sm50

 Aw71

 Aw76

 Am131

 Aw87

 Av99

 Av107

 Av101

 Aw83

 Sv47

 Sv44

 Sv40

 Av108

 Av106

 Aw90

 Aw75

 Am145

 P. iliopiscarium

 Sv38

 Sm60

 Am150

 Sw32

 Av93

 Sm59

 Sw27

 Sw35

 Sm52

 Av114

 Av92

 Am147

 Am141

 Am139

 Aw81

 Sm57

 Sm51

 Av118

 Am134

 Am128

 Am135

 Sw31

 Sw36

 Sw28

 Sw26

 Sw25

 Aw70

 Aw66

99

99

98

71

 Sv47

 Sm49

 Av106

 Aw75

 Sm50

 Sv48

 Sv40

 Av108

 Sv43

 Am131

 Sv45

 Aw90

 P. phosphoreum

 Sv44

 Sv42

 Aw71

 Aw76

 Av99

 Av107

 Aw83

 Sw30

 Av101

 Aw87

 P. mandapamensis

 P. leiognathi

 P. angustum

 P. indicum

 P. kishitanii

 P. aquimaris

 Sm58

 Sm53

 Sv37

 P. piscicola

 Aw70

 Am147

 Sw25

 Av118

 Am128

 Am135

 Am134

 Am141

 Sm51

 Sm57

 Sm52

 Sm60

 Sm59

 P. iliopiscarium

 Sw35

 Sw36

 Sw27

 Sw32

 Aw81

 Am145

 Am150

 Aw66

 Am139

 Sw31

 Av93

 Av92

 Av114

 Sv38

 Sw26

 Sw28

100

99

94

72

100

100

100

99

 Av93

 Av114

 Av92

 Sw31

 Am139

 Sw26

 Sw25

 Sw27

 Sw28

 Aw66

 Am147

 Sm59

 Sm51

 Sv38

 Sm57

 Sm60

 Sm52

 Am134

 Av118

 Am128

 Am141

 Am135

 Sw35

 Sw36

 Aw81

 Am145

 Am150

 P. iliopiscarium

 Aw70

 Sw32

 P. kishitanii

 P. mandapamensis

 P. leiognathi

 P. angustum

 P. indicum

 P. aquimaris

 Sv37

 P. piscicola

 Sm53

 Sm58

 Sv47

 Am131

 Sw30

 Av106

 Av108

 Aw83

 Aw75

 Av101

 Sv45

 Av99

 Aw71

 Sv48

 Sv40

 Sv44

 Av107

 Aw87

 Aw76

 Aw90

 Sv42

 Sv43

 Sm50

 Sm49

 P. phosphoreum

100

100

99

99

98

98

99

86

84

84

84

100

81

79

95

100

100

 Sw26

 Sw25

 Sw31

 Aw81

 Aw66

 Am147

 Am150

 Sw28

 Sw32

 Sw35

 Sw36

 P. mandapamensis

 P. leiognathi

 P. angustum

 P. indicum

 P. aquimaris

 Sv37

 Sm58

 Sm53

 P. piscicola

 Am145

 Sv47

 Aw76

 Aw75

 P. iliopiscarium

 Sm51

 P. kishitanii

 Aw83

 Am139

 Am128

 Av107

 Sm60

 Sm52

 Av93

 Sm59

 Sm57

 Sv38

 Sw27

 Am135

 Av118

 Av114

 Av92

 Aw70

 Av101

 Av106

 Sw30

 Sv44

 Sm50

 Sm49

 Sv48

 Sv43

 Sv42

 Av108

 Av99

 Aw87

 P. phosphoreum

 Aw90

 Sv40

 Am141

 Am134

 Aw71

 Sv45

 Am131

100

84

A 

 

 



 

32 

Fylogenetiske trær basert på sammensatte sekvenser  

For å konstruere fylogenetiske trær basert på mer sekvensinformasjon ble sekvensene til 16S 

rRNA, gyrB, gapA og recA sammensatt i MEGA X. Fire sett med ulike kombinasjoner av 

sekvensene til 16S rRNA, gyrB, gapA og recA ble generert til å konstruere fire fylogenetiske 

trær. Disse er presentert i figur 5 A (16S rRNA, gyrB, gapA og recA), B (16S rRNA, gapA og 

recA), C (16S rRNA, gyrB og recA) og D (gyrB, gapA og recA). 

I alle fylogenetiske trærne (figur 5 A, B, C og D) dannes tre hovedgrupper med lik 

sammensetning av isolerte stammer og referansestammer av P. piscicola, P. iliopiscarium og 

P. phosphoreum. Alle hovedgruppene har bootstrap verdien 100 %. I hovedgruppe III vises en 

undergruppe med boostrapp verdi 100 % som inkluderer de 3 P. piscicola klassifiserte 

stammene og en referanse stamme av P. piscicola. Innen hovedgruppe I og II dannes 

forskjellige undergrupper mellom alle de fylogenetiske trærne (figur 5 A, B, C, D).  

Basert på avvikende identifisering på artsnivå ved sekvensering av 16S rRNA sammenlignet 

med de tre husholdningsgenene, blir resultatene fra husholdningsgenene brukt videre i denne 

oppgaven.  
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Figur 5: Neighbour-joining boostrap tre basert på sammensatte sekvenser av (A) 16S rRNA, gyrB, gapA og recA 
(B) 16S rRNA, gapA og recA (C) 16S rRNA, gyrB og recA (D) gyrB, gapA og recA. Hvert tre viser forholdet blant 
54 Photobacterium stammer. Tallene indikerer bootstrap-verdier > 70 % (prosentandel av 1000 replikasjoner). 
Alle trær inkluderer ni referanse stammer av P. phosphoreum, P. iliopiscarium, P. kishitanii, P. aquimaris, P. 
angustum, P. piscicola, P. indicum, P. leiognathi og P. mandapamensis. Stammenes farge indikerer 
artsklassifiseringen basert på blast resultatene; (grønn) P. iliopiscarium, (rød) P. phosphoreum, (blå) P. piscicola, 
(gul) P. carnosum, (lilla) P. kishitanii. Hovedgrupper er markert med romertall (I/II/III). 
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4.2 Vekst av Photobacterium arter ved ulike miljøfaktorer  

Screening av vekst til 54 Photobacterium stammer ble utført ved dyrking på TSA ved ulike 

temperatur (4, 8, 12 og 16 °C), CO2 konsentrasjoner (100 % ved start av inkubering) og 

saltkonsentrasjoner (0, 1, 3 og 6 % NaCl). Disse faktorene ble valgt ettersom det er aktuelle 

prosesseringsfaktorer i lett prosesserte rødspette produkter som denne oppgaven fokuserer på. 

Det er derfor relevant å undersøke toleransen for ulike temperaturer, saltkonsentrasjoner og 

CO2 konsentrasjoner. I tillegg til analysering av eventuelle forskjeller i vekst mellom stammene 

angående fangstsesong (april og september) og isolasjonsatmosfære (MAP, vakuum og luft) av 

rødspette prøvene. Stammenes vekst etter syv dager inkubering vises i tabell 12 og er generert 

ved å subjektivt evaluere antall kolonier i petriskålen av hver stamme fra 0, 1, 2 eller 3 (ingen 

til mye vekst). Tallene indikerer dermed hvor mye av petriskålen som var dekket med kolonier; 

1/3 av petriskålen 2/3 eller 3/3. Figur 6 presenterer eksempler for evaluering av seks stammer 

med tallene 1-3 (venstre til høyre).  

 

 

Tabell 12: Stammenes vekst etter syv dager inkubert på TSA + 1 % NaCl ved 4, 8, 15 og 20 °C, på TSA + 0, 1, 3 
og 6 % NaCl ved 4 og 15 °C og på TSA + 1 % NaCl med 96-100 % CO2 ved 4 og 15 °C.  « » representerer mye 
vekst «  » representerer middels vekst, « » representerer lite vekst og «    » representerer ingen vekst.  

   1 % NaCl 0 % NaCl 3 % NaCl 6 % NaCl 
1 % NaCl + 

CO2 

Art                  Isolasjons ID                       4 °C 8 °C  15 °C  20 °C  4 °C 15 °C  4 °C  15 °C  4 °C  15 °C  4 °C 15 °C  
P. iliopiscarium  Sw32                         
P. iliopiscarium  Sw35                         
P. iliopiscarium  Sw31                         
P. iliopiscarium  Sw26                         
P. iliopiscarium  Sw36                         
P. iliopiscarium  Sw27                         
P. iliopiscarium  Sw28                         
P. iliopiscarium  Sw25                         
P. iliopiscarium  Sm57                         
P. iliopiscarium  Sm60                         
P. iliopiscarium  Sm51                         
P. iliopiscarium  Sm52                         
P. iliopiscarium  Sm59                         
P. iliopiscarium  Sv38                         
P. iliopiscarium  Am150                         
P. iliopiscarium  Am141                         
P. iliopiscarium  Am139                         
P. iliopiscarium  Am135                         
P. iliopiscarium  AM145                         
P. iliopiscarium  Am134                         
P. iliopiscarium  Am128                         
P. iliopiscarium  Av93                         
P. iliopiscarium  Av114                         
P. iliopiscarium  Av92                         
P. iliopiscarium  Av118                         
P. iliopiscarium  Aw81                         
P. iliopiscarium  Aw70                         
P. iliopiscarium  Aw66                         
P. phosphoreum  Sw30                         
P. phosphoreum  Sm50                         
P. phosphoreum  Sm49                         
P. phosphoreum  Sv48                         
P. phosphoreum  Sv47                         
P. phosphoreum  Sv45                         
P. phosphoreum  Sv42                         
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P. phosphoreum  Sv44                         
P. phosphoreum  Sv40                         
P. phosphoreum  Sv43                         
P. phosphoreum  Am145                         
P. phosphoreum  Am131                         
P. phosphoreum  Av107                         
P. phosphoreum  Av101                         
P. phosphoreum  Av99                         
P. phosphoreum  Av106                         
P. phosphoreum  Av108                         
P. phosphoreum  Aw76                         
P. phosphoreum  Aw83                         
P. phosphoreum  Aw71                         
P. phosphoreum  Aw75                         
P. phosphoreum  Aw87                         
P. phosphoreum  Aw90                         
P. piscicola  Sm53                         
P. piscicola  Sm58                         
P. piscicola  Sv38                         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figur 6: Evaluering fra 0-3 av vekst etter inkubering av Photobacterium stammer på TSA. (A) Stamme Am145 og 
Am150 etter 1 dag inkubering på TSA + 1 % NaCl ved 20 °C, evaluert som 1, (B), stamme Sw35 og Sw30 etter 5 
dager inkubering på TSA + 0 % NaCl ved 15 °C evaluert som henholdsvis 1 og 2 og (C) stamme Sw30 og Sw35 
etter 7 dager inkubering på TSA + 1 % NaCl ved 8 °C, evaluert som 3 (Bilde: eget) 

   

4.2.1 Temperatur  

Screening av stammenes temperaturavhengige vekst viste vekst hos alle stammene på TSA med 

1 % NaCl ved 4, 8, 15 og 20 °C. Ved den laveste temperaturen (4 °C) ble det observert middels 

vekst hos 41 av 54, mens nesten all de andre temperaturene hadde mye vekst. En økning i vekst 

vistes for noen stammer ved 8 °C, hvor mye vekst ble observert hos 30 av 54 stammer. Ved    

15 °C ble mye vekst observert hos flertallet av stammene (41 av 54), og ved den høyeste 

temperaturen (20 °C) ble mye vekst observert hos alle stammene (tabell 11). 

 

B A C 
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Effekt av fangstsesong og isolasjonsatmosfære på vekst ved ulike temperaturer 

For å kartlegge eventuelle forskjeller i vekst knyttet til fangstsesong og isolasjonsatmosfære, 

ble statistiske analyser utført på resultatene fra screeningsforsøket med evalueringstallene (0, 

1, 2 og 3) av stammenes vekst (tabell 11). For hver temperatur (4, 8, 15 og 20 °C) ble vekst 

mellom MAP-, vakuum- og luft isolerte stammer sammenlignet. Fra hver atmosfære ble 

henholdsvis 18 stammer isolert (n=18). Forskjeller i vekst mellom april og september isolerte 

stammer ble tilsvarende analysert for hver temperatur (4, 8, 15 og 20 °C). Fra hver sesong ble 

henholdsvis 27 stammer isolert (n=27).  

Figur 7 (A) og vedlegg D viser at stammene som ble isolert fra vakuum pakkete prøver i 

gjennomsnitt hadde mer vekst enn stammene som ble isolert fra MAP og luft pakkete prøver 

ved 4, 8 og 15 °C, men uten signifikante forskjeller. Ved 20 °C ble nesten like mye vekst 

observert mellom stammene fra de tre atmosfærene. Figur 7 (B) og vedlegg D viser at stammene 

som ble isolert i april i gjennomsnitt hadde signifikant mer vekst ved alle temperaturer (4, 8, 15 

og 20 °C) (uparet t-test p < 0,05). I noen grupper ble et relativt høyt standardavvik beregnet, 

opptil 0,76, noe som indikerer stor variasjon mellom stammene som ble isolert under den 

samme fangstsesongen og fra den samme isolasjonsatmosfæren. 

  

 

  

 

 

 

 

 

¨ 

 

 

 

Figur 7: Gjennomsnittlig evalueringstall ± SD etter 7 dager på TSA + 1 % NaCl ved 4, 8, 15 og 20 °C for (A) 
stammer isolert fra MAP (n=18), vakuum (n=18) og luft (n=18) og (B) stammer isolert i april (n=27) eller 
september (n=27). Signifikante forskjeller er beregnet ved bruk av (A) ANOVA (p < 0,05) og (B) uparet t-test (p 
< 0,01). Forskjellige små bokstaver (abc) indikerer signifikante forskjeller mellom gruppene (B) april og 
september ved 4, 8, 15 og 20 °C (p < 0,01).  
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4.2.2 Salttoleranse  

Ved screening av stammenes vekst på TSA med 0, 3 og 6 % NaCl, inkubert ved 4 og 15 °C ble 

det etter 7 dager observert betydelig mer vekst på 0 og 3 % enn på 6 % NaCl (tabell 11). I tillegg 

ble bakterieveksten mer hemmet ved 4 °C enn ved 15 °C ved alle saltkonsentrasjonene. På TSA 

med 0 % NaCl ble fullstendig hemmet vekst kun observert hos to stammer. Inkubering på TSA 

+ 6 % NaCl i kombinasjon med 4 °C hadde den mest hemmende effekten. Her ble fullstendig 

hemmet vekst observert hos 39 stammer. Ved 15 °C hemmet 6 % NaCl veksten til 20 stammer 

fullstendig (tabell 11).  

Effekt av fangstsesong og isolasjonsatmosfære på vekst ved ulike saltkonsentrasjoner  

Figur 8 (A og C) og vedlegg E viser ingen signifikante forskjeller i gjennomsnittlig vekst 

mellom stammer fra ulike atmosfære typene (MAP, vakuum og luft). Dette gjelder både for 

vekst på TSA med 0, 3 og 6 % NaCl ved 4 °C (figur 8 A) og ved 15 °C (figur 8 C).  

Figur 8 (B og D) og vedlegg E viser relativ lik gjennomsnittlig vekst mellom stammer isolert i 

april og september ved alle tre saltkonsentrasjonene og ved både 4 og 15 °C. Signifikante 

forskjeller vises kun ved 4 °C i kombinasjon med 0 % NaCl, hvor stammer som ble isolert i 

april har mer vekst enn stammer som ble isolert i september (uparet t-test, p < 0,05) (vedlegg 

E).  
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Figur 8: Gjennomsnittlig evalueringstall ± SD etter 7 dager på TSA + 0, 3 og 6 % NaCl ved (A og B) 4 °C og (C 
og D) 15 °C for (A og C) stammer isolert fra MAP (n=18), vakuum (n=18) og luft (n=18) og (B og D) stammer 
isolert i april (n=27) eller september (n=27). Signifikante forskjeller er beregnet ved bruk av (A og C) ANOVA (p 
< 0,01) og (B og D) uparet t-test (p < 0,05). Forskjellige små bokstaver (abc) indikerer signifikante forskjeller 
mellom gruppene (B) april og september (p < 0,05). 

 

4.2.3 CO2 toleranse  

Ved inkubering på TSA med 1 % NaCl og 100 % CO2 (ved start av inkubering) i 7 dager ble 

veksten betydelig mer hemmet ved 4 °C sammenlignet med 15 °C. Fullstendig hemmet vekst 

ble oppnådd hos 3 stammer ved inkubasjon med CO2 og 4 °C. På dag 7 ble CO2 konsentrasjonen 

målt til 98,6 % ved 4 °C og 96,3 % ved 15 °C.  
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4.2.4 Bioluminescens  

På L&H genererte til sammen 25 av 54 stammer bioluminescens i løpet av syv dager (tabell 

13). Disse inkluderte både P. phosphoreum stammer (19), P. iliopiscarium (5) og P. piscicola 

stammer (1). Tabell 13 viser at det ble observert bioluminescens ved alle temperaturer, men at 

det var forskjell mellom stammene ved hvilken temperatur og etter hvilken dag de genererte 

bioluminescens. Etter fire dager ble det observert at de fleste stammene (23) dannet 

bioluminescens ved 15 °C og de færreste (10) ved 20 °C. Etter syv dager genererte de fleste 

stammene (16) bioluminescens ved 15 °C og færrest stammer (10) ved 4 og 8 °C. 

Bioluminescens intensiteten økte i løpet av de 7 dagene. Figur 9 viser eksempler av fem 

stammer som genererte bioluminescens.  

 

Tabell 13: Stammenes evne å generere bioluminescens på L&H ved 4, 8, 15 og 20 °C etter 4 og 7 dager. «Blå» 
representerer generering av bioluminescens.  

          

  Dag 4 Dag 7  

  4 oC 8 oC 15°C  20°C  4 oC 8 oC 15 oC 20 oC 
P. iliopiscarium  Sw32         
P. iliopiscarium  Sw35                 

P. iliopiscarium  Sw31                 

P. iliopiscarium  Sw26                 

P. iliopiscarium  Sw36                 

P. iliopiscarium  Sw27                    

P. iliopiscarium  Sw28                 

P. iliopiscarium  Sw25                 

P. iliopiscarium  Sm57                 

P. iliopiscarium  Sm60                 

P. iliopiscarium  Sm51                         

P. iliopiscarium  Sm52                 

P. iliopiscarium  Sm59                 

P. iliopiscarium  Sv38                        

P. iliopiscarium  Am150                 

P. iliopiscarium  Am141                 

P. iliopiscarium  Am139                 

P. iliopiscarium  Am135                 

P. iliopiscarium  AM145                 

P. iliopiscarium  Am134                 

P. iliopiscarium  Am128                  

P. iliopiscarium  Av93                 

P. iliopiscarium  Av114                 

P. iliopiscarium  Av92                 

P. iliopiscarium  Av118                 

P. iliopiscarium  Aw81                 

P. iliopiscarium  Aw70                 

P. iliopiscarium  Aw66                      

P. phosphoreum Sw30                      

P. phosphoreum Sm50                 

P. phosphoreum Sm49                 

P. phosphoreum Sv48                    

P. phosphoreum Sv47                    

P. phosphoreum Sv45                     

P. phosphoreum Sv42                     

P. phosphoreum Sv44                     

P. phosphoreum Sv40                     
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P. phosphoreum Sv43                   

P. phosphoreum Am145                 

P. phosphoreum Am131                 

P. phosphoreum Av107                         

P. phosphoreum Av101                     

P. phosphoreum Av99                         

P. phosphoreum Av106                         

P. phosphoreum Av108                     

P. phosphoreum Aw76                   

P. phosphoreum Aw83                         

P. phosphoreum Aw71                    

P. phosphoreum Aw75                     

P. phosphoreum Aw87                         

P. phosphoreum Aw90                     

P. piscicola Sm53                 

P. piscicola Sm58                 

P. piscicola Sv37                       

          

 

 

  

 

 

 

 

 

Figur 9: Bioluminescens på L&H etter 7 dager inkubering ved 20  °C. Fra venstre til høyre: Stamme Aw66, 
Aw83, Aw87, Av106, Av107. (Bilde: eget) 

 

4.3 Vekstkinetikk parametere for seks Photobacterium stammer  

Det ble utført to vekstkinetikk forsøk ved dyrking av seks Photobacterium stammer. To 

stammer av hver identifisert artsgruppe; P. iliopiscarium (Am135 og Aw66), P. phosphoreum 

(Sw30 og Av108) og P. piscicola (Om58 og Sv37) ble valgt for å kartlegge eventuelle 

artsbaserte forskjeller i vekstkinetikk parametere. 

4.3.1 Temperaturavhengige vekstkinetikk parametere 

I dette forsøket ble alle seks Photobacterium stammene dyrket på TSA med 1 % NaCl ved 4, 

8, 12 og 16 °C over en periode på 54 timer. Figur 10 viser at alle stammene var i stand til å 

vokse ved 4-16 °C og at det var en relativ lik vekstutvikling mellom stammene ved alle 

temperaturer.  
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Figur 10: Vekstutviklingen av seks utvalgte Photobacterium stammer ved (A) 4 °C, (B) 8 °C, (C) 12 °C og (D) 16 
°C. Endring i vekst vises som log-transformerte kimtall ± SD (vertikale stolper) over en tidsperiode på 54 timer. 
For alle prøvepunktene er n=3. Relativ standardavvik ble beregnet på <8 % mellom alle parallellene (n=3), for 
alle målinger og temperaturer. 

 

En oversikt over vekstkinetikk parametere og signifikante forskjeller mellom stammenes vekst 

ved ulike temperaturer (4, 8, 12 og 16 °C) vises i tabell 14. Alle signifikante forskjeller ble 

beregnet ved bruk av enveis ANOVA, p < 0,05, Tukey’s-b. Det ble ikke observert lagfase (Ystart) 

for noen av stammene unntatt P. iliopiscarium Aw66 ved 4 og 8 °C (p < 0,01). Hos alle 

stammene var startkonsentrasjonen relativ lik, mellom 4,32 og 4,77 kde/ml. Kun ved 8 °C hadde 

P. piscicola Sv37 en signifikant høyere startkonsentrasjon enn P. iliopiscarium Am135                

(p < 0,01). 
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For alle stammene vistes en signifikant raskere veksthastighet (µmaks) ved de to høyeste 

temperaturene (12 og 16 °C) sammenlignet med inkubering ved de to laveste temperaturene (4 

og 8 °C) (p < 0,01). Alle stammene nådde den stasjonære vekstfasen dermed ca. innen 1/3 av 

tiden med 12 og 16 °C (ca. etter 15 timer) enn ved 4 °C (ca. etter 48 timer). Ved 8 °C ble den 

nådd ca. 2/3 tidligere (ca. etter 33 timer) enn ved 4 °C for alle stammene. Signifikante forskjeller 

i veksthastigheten mellom de laveste temperaturene (4 og 8 °C) ble kun observert for P. 

iliopiscarium Am135 og P. phosphoreum Aw30 (p < 0,01). Mellom 12 og 16 °C ble signifikant 

raskere vekst kun observert for P. piscicola Sv37 med raskest vekst ved 16 °C. Videre hadde 

P. iliopiscarium Aw66 raskest vekst ved 12 °C, men uten signifikant forskjell.  

Ved 4 °C var veksthastigheten (µmaks) relativt lik mellom alle stammene (0,067-0,071 time-1) 

og det vistes ingen signifikante forskjeller. Forskjeller i veksthastigheten mellom stammene 

vistes derimot ved 8 °C hvor P. iliopiscarium Am135 vokste signifikant raskere enn P. 

iliopiscarium Aw66 og P. piscicola Sm58 (p < 0,001). Derimot vokste P. piscicola Sm58 

signifikant raskere enn alle de andre stammene ved de høyeste temperaturene, både ved 12 °C 

(p < 0,001) og 16 °C (p < 0,01).  

Videre hadde denne stammen (P. piscicola Sm58) også en signifikant høyere sluttkonsentrasjon 

i både 8 °C (p < 0,001), 12 og 16 °C (p < 0,01) sammenlignet med alle de andre stammene. 

Både P. piscicola Sm58 og P. iliopiscarium Aw66 hadde en signifikant høyere 

sluttkonsentrasjon ved 4 °C (p < 0,01) sammenlignet med resten av stammene. P. piscicola 

Sv37 hadde signifikant lavest sluttverdi av alle stammene ved 4 og 8 °C (p < 0,01).   

Alle stammene nådde en relativ lik sluttkonsentrasjon (Ymaks) (7,094-7,238 log kde/ml), 

uavhengig av temperatur. Noen signifikante forskjeller vistes ved at P. iliopiscarium Am135 

og Aw66, og P. phosphoreum Av108 nådde høyere sluttkonsentrasjoner ved lave temperaturer 

(4 og 8 °C). Videre nådde P. piscicola Sv37 en høyere sluttkonsentrasjon ved 16 °C enn ved 

alle de andre temperaturene. 
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Tabell 14: Vekstkinetikk parametere for alle seks stammer i forskjellige inkubasjonstemperaturer (4, 8, 12, 16 °C) 
med 1 % NaCl, estimert fra den primære modellen til Baranyi og Roberts (1994). Hver prøve punkt er representert 
som gjennomsnitt (n=3 ± SE). Tabellen viser maksimal veksthastighet (µmaks, time-1), lagfase (timer), maksimal 
bakterievekst (Ymaks log kde/g, R2 (hvor bra modellen passer til datasettet), SE (standardfeil til R2). 1 

Stamme Temperatur  Lag-fase 
(timer) 

µmaks (time-1) Ystart (log kde/ml) Ymaks (log kde/ml)  R2 SE  

 
 

Am135 
P. iliopiscarium  

 

4 oC NL I a 0,068 ± 0,002 I a 4,38 ± 0,038 I a 7,150 ± 0,037 I/II ab 0,994 0,070 
8 oC NL I a 0,105 ± 0,003 III b 4,60 ± 0,044 I a 7,199 ± 0,025 I/II b 0,995 0,070 
12 oC NL I a 0,193 ± 0,009 I c 4,56 ± 0,059 I a 7,114 ± 0,020 I a  0,990 0,074 
16 oC NL I a  0,207 ± 0,009 I c 4,57 ± 0,058 I a 7,155 ± 0,020 I/II ab 0,991 0,072 
p-verdi - p<0,01   p<0,01 p<0,001   

 
 

Aw66 
P. iliopiscarium  

 

4 oC 0,4 ± 0,6 I a 0,071 ± 0,002 I a 4,58 ± 0,045 I a 7,191 ± 0,033 II b 0,995 0,066 
8 oC 0,4 ± 0,6 I a 0,071 ± 0,002 I a 4,58 ± 0,045 I/II a 7,191 ± 0,033 I/II b 0,995 0,066 
12 oC NL I a 0,233 ± 0,008 I/II b 4,76 ± 0,045 I a 7,120 ± 0,014 I a 0,995 0,054 
16 oC NL I a 0,200 ± 0,017 I b 4,58 ± 0,103 I a 7,165 ± 0,034 I/II ab 0,970 0,125 
p-verdi p<0,01 p<0,01  p<0,01 p<0,01   

 
 

Sw30 
P. phosphoreum 

4 oC NL I a 0,067 ± 0,002 I a  4,56 ± 0,037 I a 7,173 ± 0,036 I/II a 0,994 0,067 
8 oC NL I a 0,095 ± 0,004 I/II/III b 4,54 ± 0,055 I/II a 7,207 ± 0,033 I/II a 0,990 0,090 
12 oC NL I a 0,201 ± 0,010 I/II c 4,77 ± 0,062 I a 7,176 ± 0,021 I/II a 0,990 0,077 
16 oC NL I a 0,202 ± 0,009 I c 4,60 ± 0,055 I a 7,219 ± 0,018 II/III a 0,992 0,067 
p-verdi - p<0,01  p<0,01 p<0,05   

 
 

Av108 
P. phosphoreum 

4 oC NL I a 0,070 ± 0,002 I a 4,55 ± 0,030 I a 7,170 ± 0,027 I/II c 0,996 0,054 
8 oC NL I a  0,103 ± 0,003 II/III a 4,62 ± 0,039 I/II a 7,179 ± 0,021 I/II c 0,995 0,061 
12 oC NL I a 0,201 ± 0,008 I/II b 4,32 ± 0,046 I a 7,109 ± 0,015 I a 0,994 0,057 
16 oC NL I a 0,239 ± 0,014 I/II b 4,58 ± 0,075 I a 7,134 ± 0,024 I b 0,987 0,089 
p-verdi -   p<0,01  p<0,01 p<0,001   

 
 

Sm58 
P. piscicola 

 

4 oC NL I a 0,069 ± 0,004 I a 4,60 ± 0,078 I a 7,226 ± 0,073 II a 0,976 0,142 
8 oC NL I a 0,069 ± 0,004 I a 4,62 ± 0,078 I/II a 7,226 ± 0,073 II a 0,976 0,142 
12 oC NL I a 0,259 ± 0,011 II b 4,66 ± 0,052 I a 7,209 ± 0,016 II a 0,993 0,060 
16 oC NL I a 0,280 ± 0,018 II b 4,54 ± 0,081 I a 7,238 ± 0,024 III a  0,983 0,092 
p-verdi  - p<0,01  p<0,01 p<0,05   

 
 

Sv37 
P. piscicola 

 

4 oC NL I a 0,069 ± 0,003 I a 4,76 ± 0,047 I a 7,094 ± 0,039 I a 0,685 0,389 

8 oC NL I a 0,082 ± 0,003 I/II/III a 4,67 ± 0,046 II a 7,125 ± 0,030 I ab 0,991 0,077 

12 oC NL I a 0,190 ± 0,017 I b 4,69 ± 0,109 I a 7,127 ± 0,037 I/II ab 0,965 0,135 

16 oC NL I a 0,229 ± 0,012 I/II c 4,65 ± 0,063 I a 7,161 ± 0,020 I/II c 0,989 0,075 

p-verdi - p<0,01 p<0,01 p<0,05   
p-verdi 4 oC p<0,01 p<0,001 p<0,01 p<0,001   

 8 oC p<0,01 p<0,001 p<0,01 p<0,001   
 12 oC - p<0,001 p<0,01 p<0,01   
 16 oC - p<0,01 p<0,01 p<0,01   

 

 
1 Enveis ANOVA og Tukey’s-b ble brukt til å finne signifikante forskjeller på stamme- og temperaturnivå. Små 
bokstaver (abc) viser signifikante forskjeller mellom temperaturene for samme stamme med tilhørende p-verdi rett 
under i samme boks. Romertall (I/II/III) viser signifikante forskjeller mellom stammene ved en gitt temperatur. For 
hver temperatur er p-verdien angitt i nederste boks i tabellen. NL = ingen lagfase. 
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Sekundær vekstmodell  

En sekundær vekstmodell ble brukt for å uttrykke maksimal veksthastighet (μmaks) som funksjon 

av inkuberingstemperaturene (4, 8 og 12 og 16 °C) for alle de seks Photobacterium stammene. 

Parameterne til den sekundære vekstmodellen vises i tabell 15.  

Tabell 15: Parameter til kvadratrotmodellen for effekten av temperatur på maksimal veksthastighet for de seks 
Photobacterium stammene i TSB (n=3). Hvor b er stigningen til regresjonslinjen, Tmin er den teoretiske 
minimumstemperaturen for vekst og R2 er hvor bra datasettet passer til modellen. Standardavvik er angitt for b og 
Tmin. 2 

Isolasjons ID Artsnavn  b Tmin (°C) R2 

Am135  P. iliopiscarium 0,018 ± 0,001 a -11,16 ± 1,0 a 0,93 

Aw66  P. iliopiscarium 0,019 ± 0,001 a -9,25 ± 1,1 ab 0,71 

Sw30  P. phosphoreum 0,018 ± 0,001 a -10,57 ± 1,7 ab 0,89 

Av108  P. phosphoreum 0,020 ± 0,003 a -8,94 ± 2,7 ab 0,96 

Sm58  P. piscicola 0,026 ± 0,001 b -5,00 ± 0,4 b 0,83 

Sv37  P. piscicola 0,020 ± 0,002 a -8,38 ± 2,0 ab 0,92 

p-verdi  p<0,01 p<0,01  

 

De teoretisk estimerte minimumstemperaturene for vekst ligger mellom -5,0 og -11,16 °C.         

P. piscicola Sm58 har signifikant høyere stigningstall (b = 0,026) enn resten av stammene og 

dermed høyest respons på økt temperatur (p < 0,01). Like stigningstall (b = 0,018) vistes for 

stammene P. iliopiscarium Am135 og P. phosphoreum Sw30 og indikerer lignende respons på 

økt temperatur. Disse stammene hadde også lavest stigningstall, men uten signifikante 

forskjeller. Lavere stigningstall indikerer mindre respons på økt temperatur. P. phosphoreum 

Av108 og P. piscicola Sv37 har også like stigningstall, noe som indikerer lik respons på økt 

temperatur for disse stammene, men uten signifikante forskjeller.  

Figur 11 indikerer også relativ lik veksthastighet mellom 12 og 16 °C for P. iliopiscarium 

Am135 og P. piscicola Sm58, og at P. iliopiscarium Aw66 har høyere veksthastighet ved           

12 °C enn ved 16 °C. For P. iliopiscarium Aw66 og P. piscicola Sm58 vises det i tillegg relativ 

lik veksthastighet mellom 4 og 8 °C.  

 

 
2 Statistiske forskjeller for b og Tmin er beregnet med ANOVA Tukey’s-b (p<0,01) og er angitt med små bokstaver 
(abc). 
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Figur 11: Maksimal veksthastighet (µmaks) som funksjon av inkubasjonstemperatur (4, 8, 12 og 15 °C) i TSB-medie 
for seks utvalgte Photobacterium stammer. Graf (A) viser P. iliopiscarium Am135 og Aw66, graf (B) viser P. 
phosphoreum Sw30 og Av108, og graf (C) P. piscicola Sv37 og Sm58. X-aksen viser temperatur og y-aksen 
kvadratroten av µmaks. 

 

Endring i pH 

I løpet av vekstkinetikk forsøket ble pH-en målt ved syv OD-målepunkter i løpet av 75 timer 

for de seks utvalgte stammene og ved alle temperaturene (4, 8, 12 og 16 °C). Ved 4 og 8 °C 

vistes en signifikant negativ korrelasjon mellom nedgang i pH og bakterievekst hos alle 

stammene (Pearson korrelasjon, p < 0,01, r ≤ -0,944) (figur 12). Ved 12 og 16 °C hadde alle 

stammene svakere og ingen signifikant negativ korrelasjon mellom nedgang i pH og vekst.   

y = 0,018x + 0,188
R² = 0,885 

y = 0,020x + 0,180
R² = 0,960

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

√µ
m

ak
s

Temperatur (oC)

B

Sw30 Av108 Lineær (Sw30) Lineær (Av108)

y = 0,026x + 0,131
R² = 0,829

y = 0,020x + 0,167
R² = 0,917

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

√µ
m

ak
s

Temperatur (oC)

C

Sm58 Sv37 Lineær (Sm58) Lineær (Sv37)

y = 0,018x + 0,195
R² = 0,935

y = 0,019x + 0,176
R² = 0,720

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

√µ
m

ak
s

Temperatur (oC)

A

Am135 Aw66 Lineær (Am135) Lineær (Aw66)



 

46 

Alle stammene hadde sterkest korrelasjon ved 8 °C (Pearson korrelasjon, p < 0,01, r ≤ -0,944). 

Ved 4 °C hadde stammene P. phosphoreum Sw30, P. iliopiscarium Am135 og P. piscicola 

Sv37 signifikant negativ korrelasjon (Pearson korrelasjon, p < 0,001, r ≤ -0,821). De tre andre 

stammene hadde lavere, men også signifikant korrelasjon (Pearson korrelasjon, p < 0,001,              

r ≤ -0,794). Ved den første pH målingen (etter 0 timer) ble en pH på 7,09 observert hos alle 

stammene. Den laveste slutt pH-en nådde P. iliopiscarium Sw30 i 8 °C (pH=5,82), men uten 

signifikante forskjeller. Den minste nedgangen i pH hadde stammen P. piscicola Sv37 i 16 °C 

(pH=6,22).  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

   

  

  

 

 

 

 

 

 

Figur 12: pH-endring over tid for stammene Aw66, Av108, Am135, Sw30, Sv37 og Sm58 dyrket ved (A) 4, (B) 8, 
(C) 12 og (D) 16 °C. For alle målepunktene er n=3 og et feilfelt representerer ± SD. Det er beregnet et relativ 
standardavvik på <3,5 %. 
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4.3.2 Saltkonsentrasjonsavhengige vekstkinetikk parametere  

I dette vekstkinetikk forsøket ble alle de seks stammene inkubert i TSB + 0, 1, 3 og 6 % NaCl 

ved 4 °C over en perioder på 175 timer. Figur 13 viser at alle stammene hadde evnen til å vokse 

i alle saltkonsentrasjonene (0-6 % NaCl) i kombinasjon med lave temperaturer (4 °C). Mellom 

stammene vises relativ lik vekstutvikling i både 0, 1 og 3 % NaCl. I 6 % NaCl vises mer hemmet 

vekst hos alle stammene. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figur 13: Vekstutviklingen av seks utvalgte Photobacterium stammer ved 4 °C i TSB med (A) 0 %, (B) 1 %, (C) 3 
% og (D) 6 % NaCl. Endring i vekst vises som log-transformerte kimtall ± SD (vertikale stolper) over en 
tidsperiode på 175 timer. For alle prøvepunktene er n=3 og et feilfelt representerer ± SD. Relativ standardavvik 
ble beregnet på < 4 %. 
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Tabell 16 viser en oversikt over vekstkinetikk parametere og signifikante forskjeller mellom 

stammenes vekst i saltkonsentrasjonene (0, 1, 3 og 6 % NaCl) ved 4 °C. Signifikante forskjeller 

er beregnet ved bruk av enveis ANOVA, p < 0,05, Tukey’s-b).  

Alle stammene hadde en relativ lik start konsentrasjon (4,48-4,82 log kde/ml) uten signifikante 

forskjeller. For fire stammer (P. piscicola Sm58, P. iliopiscarium Am135, P. phosphoreum 

Sw30 og Av108) ble lagfaser observert i nesten alle saltkonsentrasjonene. De to andre 

stammene P. iliopiscarium Aw66 og P. piscicola Sv37 hadde kun lagfaser i den høyeste 

saltkonsentrasjonen (6 % NaCl).  

Ved inkubering i 6 % NaCl hadde alle stammene utenom P. iliopiscarium Am135 signifikant 

lavere veksthastighet (p < 0,001) enn i 0, 1 og 3 % NaCl. Forskjeller i veksthastigheten mellom 

de tre laveste saltkonsentrasjonene (0, 1 og 3 % NaCl) vistes for fire stammer. Her hadde P. 

phosphoreum Sw30 og Av108 samt P. piscicola Sv37 en signifikant høyere veksthastighet i      

1 % enn i 0 og 3 % NaCl (p < 0,001). Videre hadde P. piscicola Sm58 en signifikant høyere 

veksthastighet i både 1 og 0 % enn i 3 % NaCl (p < 0,001).  

Mellom stammene vistes signifikante forskjeller i veksthastighet ved inkubering i 0, 1 og 3 % 

NaCl, men ikke i 6 % NaCl. I både 0 og 1 % saltkonsentrasjon hadde P. iliopiscarium Aw66 

signifikant høyere veksthastighet enn alle de andre stammene (p < 0,001), mens P. iliopiscarium 

Am135 hadde signifikant høyest veksthastighet av alle stammene i 3 % NaCl (p < 0,01). I TSB 

uten salt (0 % NaCl) hadde P. phosphoreum Sw30 signifikant lavere veksthastighet enn alle de 

andre stammene, mens både P. phosphoreum Sw30 og P. piscicola Sm58 hadde signifikant 

lavere veksthastigheter enn de andre stammene i 1 % NaCl. P. piscicola Sm58 hadde i tillegg 

lavest signifikant veksthastighet i 3 % NaCl (p < 0,01).  

Alle stammene nådde de høyeste sluttkonsentrasjonene (7,26-7,45 log kde/ml) i 1 % NaCl, med 

signifikante forskjeller for to av stammene (P. iliopiscarium Aw66 og P. phosphoreum Av108) 

(p < 0,001). I den høyeste saltkonsentrasjonen (6 % NaCl) hadde alle stammene unntatt P. 

iliopiscarium Am135 signifikant lavere sluttkonsentrasjoner (6,44-6,79 kde/g) enn i de tre 

saltkonsentrasjonene. Mellom stammene vistes signifikante forskjeller i sluttkonsentrasjonen i 

alle saltkonsentrasjonene (0-6 % NaCl). P. phosphoreum Av108 ble betraktelig hemmet i 6 % 

NaCl (p < 0,001). Av alle stammene nådde P. iliopiscarium Am135 de høyeste 

sluttkonsentrasjonene i 3 og 6 % NaCl (p < 0,001), mens P. piscicola Sm58 nådde den høyeste 

sluttkonsentrasjon i 0 og 1 % NaCl (p < 0,01).  
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Tabell 16: Vekstkinetikk parametere for seks utvalgte Photobacterium stammer i forskjellige saltkonsentrasjoner 
(0, 1, 3, 6 % NaCl) ved 4 °C, estimert fra den primære modellen til Baranyi og Roberts (1994). Hvert prøvepunkt 
er representert som gjennomsnitt (n=3 ± SE). Tabellen viser maksimal veksthastighet (µmaks, time-1), lagfase 
(timer), maksimal bakterievekst (Ymaks log kde/g), R2 (hvor bra modellen passer til datasettet), SE (standardfeil til 
R2). 3 

 

 
Stamme 

Saltkonsen-
trasjon  

Lag-fase 
(timer) 

µmaks, (time-1) Ystart (log 
kde/ml) 

Ymaks (log kde/ml)  R2 SE  

 
 

Am135 
P. iliopiscarium  

0 % 3,7 ± 3,2 I a 0,054 ± 0,001 I/II a  4,59 ± 0,15 I a 7,19 ± 0,01 II a 0,99 0,09 
1 % 2,6 ± 2,3 I a 0,062 ± 0,004 I/II a 4,67 ± 0,05 I/II a 7,32 ± 0,01 II a 1,00 0,06 
3 % 3,6 ± 3,1 I a 0,061 ± 0,003 III a 4,73 ± 0,03 I a 7,35 ± 0,02 IV a 0,99 0,07 
6 % 2,5 ± 4,3 I/II a 0,043 ± 0,013 II a 4,54 ± 0,14 I/II a 7,06 ± 0,23 III a 0,97 0,13 
p-verdi p<0,05 p<0,001 p<0,01 p<0,001   

 
 

Aw66 
P. iliopiscarium 

0 % NL I a 0,058 ± 0,005 II b 4,48 ± 0,13 I a 7,26 ± 0,01 II c 1,00 0,06 
1 % NL I a 0,068 ± 0,002 II b 4,54 ± 0,03 I a 7,36 ± 0,00 II/III d 1,00 0,06 
3 % NL I a 0,054 ± 0,002 II b 4,65 ± 0,03 I a 7,23 ± 0,01 I b 0,99 0,08 
6 % 1,2 ± 1,3 I a 0,027 ± 0,004 II a 4,57 ± 0,01 I a 6,52 ± 0,01 II a 0,95 0,17 
p-verdi  p<0,05 p<0,001 p<0,01 p<0,001   

 
 

Sw30 
P. phosphoreum  

 
 

0 %  0,8 ± 1,3 I a 0,049 ± 0,000 I b 4,61 ± 0,06 I a 7,33 ± 0,01 III b 1,00 0,06 

1 %  NL I a 0,059 ± 0,001 I c 4,64 ± 0,02 I/II a 7,44 ± 0,01 III b 0,99 0,07 

3 % 1,4 ± 2,4 I a 0,053 ± 0,001 II b 4,75 ± 0,09 I a 7,29 ± 0,01 II/III b 1,00 0,06 

6 % 2,3 ± 3,2 I/II a 0,022 ± 0,001 II a 4,73 ± 0,07 I/II a 6,44 ± 0,08 II a 0,98 0,08 

p-verdi  p<0,05 p<0,001 p<0,01 p<0,001   

 
 

Av108 
P. phosphoreum  
 

 

0 % 1,4 ± 2,5 I a 0,052 ± 0,001 I/II b  4,68 ± 0,11 I  a 7,18 ± 0,02 II b 0,99 0,08 
1 % 1,4 ± 2,4 I a 0,061 ± 0,003 I/II c  4,75 ± 0,11 II a 7,32 ± 0,01 II c 1,00 0,06 
3 % NL I a 0,055 ± 0,000 II bc 4,69 ± 0,00 I a 7,19 ± 0,02 I/II b 1,00 0,06 
6 % 11,3 ± 1,5 III b 0,016 ± 0,000 II a 4,74 ± 0,05 II a 5,62 ± 0,01 I a 0,92 0,09 
p-verdi  p<0,01 p<0,001 p<0,01 p<0,001   

 
 

Sm58 
P. piscicola  

 
 

0 % 4,2 ± 2,0 I a 0,054 ± 0,002 I/II c 4,69 ± 0,13 I a 7,21 ± 0,01 IV b 1,00 0,07 
1 %  1,0 ± 1,7 I a 0,060 ± 0,000 I c 4,69 ± 0,10 I/II a 7,34 ± 0,01 IV c 1,00 0,05 
3 % 1,4 ± 1,9 I a 0,041 ± 0,002 I b 4,82 ± 0,04 I a 7,13 ± 0,01 III/IV b 1,00 0,04 
6 %  1,7 ± 1,5 I a 0,019 ± 0,000 II a 4,77 ± 0,04 II a 6,48 ± 0,01 II a 0,98 0,07 
p-verdi  p<0,05   p<0,001  p<0,01 p<0,001   

 
 

Sv37 
P. piscicola  

 

0 % NL I a 0,052 ± 0,001 I/II b  4,55 ± 0,02 I a 7,12 ± 0,01 I b 0,98 0,11 
1 % NL I a 0,060 ± 0,003 I/II c 4,62 ± 0,03 I/II ab 7,27 ± 0,00 I c 0,99 0,07 
3 % NL I a 0,053 ± 0,001 II bc 4,70 ± 0,05 I ab 7,26 ± 0,01 II c 0,99 0,07 
6 % 0,9 ± 1,6 I a 0,025 ± 0,000 II a 4,68 ± 0,04 I/II b 6,43 ± 0,02 II a 0,96 0,11 
p-verdi p<0,05 p<0,001 p<0,01 p<0,001   

p-verdi 0 % p<0,01 p<0,01 p<0,05 p<0,001   
 1 % p<0,01 p<0,01 p<0,05 p<0,001   
 3 % p<0,01 p<0,01 p<0,05 p<0,001   
 6 % p<0,01 p<0,001  p<0,05 p<0,001   

 
3 Enveis ANOVA og Tukey’s-b ble brukt til å finne signifikante forskjeller på stamme- og temperaturnivå. Små 
bokstaver (abc) viser signifikante forskjeller mellom temperaturene for samme stamme med tilhørende p-verdi rett 
under i samme boks. Romertall (I/II/III) viser signifikante forskjeller mellom stammene ved en gitt temperatur. For 
hver temperatur er p-verdien angitt i nederste boks i tabellen. NL = ingen lagfase. 
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5 Diskusjon  

For å kartlegge betydningen av Photobacterium spp. for holdbarheten til lett prosesserte 

rødspette produkter var det ønskelig å identifisere 54 Photobacterium isolater fra rødspette på 

artsnivå. I tillegg var hensikten å undersøke variasjonen i artenes toleranse for ulike 

prosessfaktorer og mulige variasjoner på grunn av fangstsesong og isolasjonsatmosfære. Dette 

har stor betydning for å utvikle optimale barrierer som er tilpasset vekstpotensialet til aktuelle 

Photobacterium spp. Ulik toleranse for hemmende faktorer kan påvirke stammenes vekstevne 

og dermed produktets holdbarhetstid.  

Genotypisk karakterisering av 54 Photobacterium stammer ble derfor utført ved 

sekvensanalyse av tre husholdningsgener (gyrB, gapA og recA) og 16S rRNA-genet. Screening 

av vekst ved ulike miljøforhold (temperatur, salt og CO2) og generering av bioluminescens ble 

utført for alle de 54 isolatene for å undersøke toleransen ovenfor aktuelle prosesseringsfaktorer 

av lett prosessert rødspette og kartlegge eventuelle sesong og isolasjonsatmosfære baserte 

forskjeller. Videre ble en vekstkinetikk studie utført med seks Photobacterium stammer av hver 

identifisert art, for å kartlegge eventuelle forskjeller i vekst på artsnivå. I tillegg til å ytterlig 

analysere stammenes toleranse for ulike temperaturer (4, 8, 12 og 16 °C) og saltkonsentrasjoner 

(0, 1, 3 og 6 % NaCl).   

 

5.1 Genotypisk identifisering av Photobacterium stammer 

Ved 16S rRNA gensekvensering ble 54 stammer isolert fra L&H identifisert som 

Photobacterium spp., men metoden kunne ikke separere stammene på artsnivå. Sekvensering 

av 16S rRNA sekvensene resulterte i klassifisering av 26 stammer som P. phosphoreum, 12 

som P. piscicola, 10 som P. carnosum og 6 som P. kishitanii (ID % > 99). Det fylogenetiske 

treet viste ingen tydelig gruppering i henhold til stammenes artsklassifisering. Både                        

P. phosphoreum, P. kishitanii, P. carnosum og P. piscicola stammer var spredt over det 

fylogenetiske treet og gruppert med ulik klassifiserte stammer. Dessuten vistes nesten ingen 

bootstrap verdier over 70 %, noe som gir lav pålitelighet for korrekt artsbasert gruppering av 

stammene (Gevers et al., 2005; Ojha et al., 2022). 

Det er tidligere dokumentert et nært beslektet forhold mellom P. iliopiscarium, P. phosphoreum 

og P. kishitanii artene og at 16S rRNA sekvenseringsanalyse ikke kan skille artene (Figge et 

al., 2014; Urbanczyk et al., 2011). I de konserverte delene av 16S rRNA genet er det påvist lite 

sekvensendringer over lange tidsperioder. Det kan derfor være for lite diversitet i 16S rRNA 
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genet for å kunne skille mellom nylig divergerte arter (Ast & Dunlap, 2004). Spredning av 

Photobacterium stammer i det fylogenetiske treet basert på 16S rRNA sekvenser kan dermed 

tyde på høy intraspesifikk sekvenslikhet i 16S rRNA genet (Ast & Dunlap, 2004; Urbanczyk et 

al., 2011). I motsetning til proteinkodende husholdningsgener er flere kopier av 16S rRNA-

genet tilgjengelig i bakterienes genom, slik at 16S rRNA sekvensering var egnet for å verifisere 

at stammene tilhørte Photobacterium slekten i denne studien (Ast & Dunlap, 2004; Urbanczyk 

et al., 2011).  

På grunn av lav oppløsning i 16S rRNA sekvensanalysen har multilokus sekvensanalyse blitt 

benyttet for klassifisering av Photobacterium stammer på artsnivå (Figge et al., 2014; Labella 

et al., 2017; Urbanczyk et al., 2011). Husholdningsgener benyttet i slike analyser har vært gyrB, 

gapA og recA (Ast et al., 2007; Figge et al., 2014). Det har blitt dokumentert gode resultater 

ved sekvensanalyse av gyrB genet og klassifisering av de fleste for øyeblikket anerkjente 

Photobacterium artene (Yamamoto et al., 2000; Dauga, 2002; Yáñez et al., 2003). Ast & 

Dunlap (2005) viste eksempelvis at sekvenseringsanalyse med flere husholdningsgener (gyrB 

og luxAB(F)E) bidro til betydelig mer opplysning i artsidentifikasjonen sammenlignet med      

16S rRNA sekvensanalyse. Dette ved at stammene hadde tettere gruppering i de fylogenetiske 

trærne basert på husholdningssekvenser, sammenlignet fylogenetiske trær basert på 16S rRNA 

sekvensering. I tillegg vistes det at sekvensering av sammensatte sekvenser fra gyrB og             

16S rRNA ikke var tilstrekkelige til å skille mellom nært beslektete arter (P. kishitanii, P. 

phosphoreum og P. iliopiscarium), noe som belyser fordeler med bruken av flere 

husholdningsener.    

Basert på gyrB, gapA og recA sekvenseringen i denne studien ble 22 stammer identifisert som 

P. phosphoreum (ID % 98), 29 stammer som P. iliopiscarium (ID % 98) og 3 stammer som      

P. piscicola (ID % 98). Til tross for en lavere identifikasjonsprosent enn ved 16S rRNA 

analysen (ID 99 %) ble det vist tydeligere gruppering og høyere bootstrap verdier (>99 %) i de 

fylogenetiske trærne basert på husholdningsgenene. I motsetning til at ingen av stammene ble 

identifisert som P. iliopiscarium basert på 16S rRNA sekvensering, ble flertallet av stammene 

klassifisert som P. iliopiscarium ved husholdningsgen sekvenseringen. 16S rRNA viser dermed 

å ha et svakere identifikasjonspotensial for P. iliopiscarium, noe som samsvarer med tidligere 

studier hvor P. iliopiscarium stammer ble feilidentifisert som P. phosphoreum (Dalgaard et al., 

1999; Dalgaard et al., 1997). Ast & Dunlap (2004) dokumenterte tilsvarende at P. iliopiscarium 

identifiserte stammer ble grupperte sammen med P. phosphoreum stammer, og ikke dannet en 

egen gruppe ved siden av P. phosphoreum. I nyere tid har sekvenseringsanalyse av flere 
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husholdningsgen av Photobacterium spp. gitt betydelig bedre resultater for å skille mellom 

disse artene (Urbanczyk et al., 2011).  

Den tredje observerte hovedgruppen i alle de fylogenetiske trærne basert på husholdningsgen 

sekvensene inkluderte tre P. piscicola klassifiserte stammer. Disse dannet en hovedgruppe 

sammen med syv referanse stammer av P. leiognathi, P. mandapamensis, P. angustum, P. 

aquamaris P. kishitanii, P. indicum og P. piscicola (bootstrap verdi 100 %). Den tette 

grupperingen av referansestammene indikerer dermed et nært beslektet forhold mellom disse 

artene. Videre danner P. piscicola stammene en undergruppe sammen med referanse stammen 

av P. piscicola (boostrap verdi 100 %) i nesten alle de fylogenetiske trærne. 

Macé et al. (2013) dokumenterte at sekvensering av gyrB genet ikke identifiserte P. piscicola 

på grunn av fire basepars forskjell fra målsekvensen. Til tross for det ble tre stammer i denne 

studien klassifisert som P. piscicola basert på sekvenseringsanalyse av både gyrB, gapA og 

recA. I tillegg viste de fylogenetiske trærne tydelig gruppering mellom P. piscicola stammene 

og P. leiognathi, P. mandapamensis, P. angustum, P. aquamaris P. kishitanii og P. indicum 

referanse stammene. Ettersom alle de tre P. piscicola stammene ble klassifisert som                      

P. phosphoreum ved 16S rRNA sekvenseringsanalyse, kan dette tyde på lavere diversitet i      

16S rRNA genet og vanskeligheter med korrekt artsidentifikasjon av P. phosphoreum og            

P. piscicola stammer.  

Denne studien påviste høyest forekomst av P. iliopiscarium arten (29 stammer), etterfulgt av 

P. phosphoreum (22 stammer). Disse artene kan dermed ha størst betydning for holdbarheten 

av MAP, vakuum og luftlagret rødspette. P piscicola hadde lavere forekomst (3 stammer), og 

kan dermed ha mindre betydning enn de to andre artene. Videre vistes i samsvar med litteraturen 

at 16S rRNA sekvenseringen ga utfordringer med å skille mellom nært beslektede arter som P. 

iliopiscarium, P. phosphoreum, og P. kishitanii. Dessuten tyder dette på fylogenetiske 

likhetstrekk mellom stammer innen Photobacterium slekten. Sammenlignet med 16S rRNA 

gensekvensering alene viste sekvenseringsanalysen av flere husholdningsgener (gyrB, gapA og 

recA) et økt identifikasjonspotensiale av P. piscicola, P. iliopiscarium og P. phosphoreum. 

Ettersom multilokus analyse vanligvis inkluderer opptil syv husholdningsgen kan sekvensering 

av flere husholdningsgen være aktuelt for å sammenligne og støtte resultatene i denne studien. 

Lux operonet, et lokus som har divergerte raskere enn både 16S rRNA og gyrB genet, har 

eksempelvis blitt rapportert til å gi gode sekvenseringsresultater. Dessuten kan flere andre 

husholdningsgener (f.eks. pyrA, pyrH, ftsZ, topA, mreB, rpoA) tas i betraktning for ytterlig 

kartlegging av de genetiske forholdene mellom Photobacterium stammene. (Figge et al., 2014) 



 

53 

Videre kan det være aktuelt å konstruere fylogenetiske trær ved bruk av maximum likelihood 

metoden. Dette ettersom neighbour-joining metoden klynger sekvenser og benytter tilfeldige 

samplinger (bootstrap replikasjoner), noe som reduserer nøyaktigheten til det fylogenetiske 

treet. Maximum likelihood metoden krever en økt regnekraft enn neighbour-joining metoden, 

men minimere dermed estimeringsfeil og gir økt nøyaktighet (Stamatakis et al., 2005). 

 

5.2 Fenotypisk karakterisering av Photobacterium stammer 

5.2.1 Effekt av temperatur på Photobacterium stammer  

Basert på at alle stammene var i stand til å vokse på TSA med 1 % NaCl ved 4-20 °C, ble det 

videre undersøkt vekstkinetikk parametere til seks utvalgte stammer ved 4, 8, 12 og 16 °C i 

TSB med 1 % NaCl. Basert på fylogenetisk identifisering ble to stammer av hver art valgt; P. 

iliopiscarium (Am135 og Aw66), P. phosphoreum (Av108 og Sw30) og P. piscicola (Sm58 og 

Sv37). Hensikten var å kartlegge eventuelle variasjoner i deres vekstpotensial som funksjon av 

temperatur og artsrelaterte forskjeller. Vekstkinetikk parametere generert gjennom 

primærmodellen til Baranyi og Roberts (1994) viste slik som screeningsforsøket god vekst ved 

alle temperaturer (4-16 °C). Videre hadde kun en stamme (P. iliopiscarium Aw66) lagfaser ved 

4 og 8 °C, mens ingen lagfaser ble observert for de andre fem stammene. Bakteriens 

tilpasningsdyktighet til nye miljø påvirkes av hvor mye stress de har blitt utsatt for under 

dyrking. Rask adaptasjon kan dermed indikere lite utsettelse for stress (Doyle, Diez-Gonzalez 

og Hill, 2019). I tillegg er Photobacterium dokumentert til å vokse over et bredt 

temperaturområde (2-34 °C). Dette samsvarer dermed med den raske adaptasjonsevnen og god 

vekst ved høye og lave temperaturer (4-16 °C). (Eyjólfur Reynisson et al., 2009; Dalgaard, 

Manfio, et al., 1997; Figge et al., 2014) 

Vekstkinetikk parametere mellom stammene viser relativt lik vekst mellom alle stammene. 

Signifikante forskjeller vises kun på et innsnevret nivå. Ved den laveste temperaturen (4 °C) 

ble ingen signifikante forskjeller observert i veksthastigheten mellom stammene. Signifikante 

forskjeller ble derimot observert ved 8 °C, hvor P. iliopiscarium Am145 hadde signifikant 

raskere vekst enn de andre stammene. Ved de to høyere temperaturene (12 og 16 °C) hadde P. 

piscicola Sm58 raskest vekst, og nådde i tillegg de høyeste sluttkonsentrasjonene ved alle 

temperaturene (4-16 °C). P. piscicola Sm58 viste også høyest respons på høy temperatur basert 

på Ratkowsky kvadratrotmodellen (1982), mens P. iliopiscarium Am135 og Sw30 viste lavest 

respons på høy temperatur. Alle stammene nådde relativ like sluttkonsentrasjoner (7,094-7,238 
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kde/g) i alle temperaturene (4-16 °C). Ved 4 °C kom alle stammene senere i den stasjonære 

vekstfasen (ca. etter 48 timer) enn ved 8 °C (ca. etter 33 timer). Sammenlignet med de to høyeste 

temperaturene (12 og 16 °C) hadde stammene en betydelig lavere veksthastighet ved 4 °C (ca. 

1/3) og brukte 2 ganger så lang tid for å komme i den stasjonære vekstfasen.  

Resultatene viser dermed lite artsbasert variasjon i vekstkinetikken og at stammene innenfor 

samme art oppfører seg relativt likt (P. iliopiscarium, P. phosphoreum og P. piscicola). Videre 

inkluderte vekstkinetikk forsøket kun to stammer av hver art, derfor er gjennomføring av 

vekstkinetikk studier med flere stammer av hver er nødvendig for å kunne bekrefte resultatene.  

Artsbasert forskjeller i vekstkinetikk er imidlertid presentert av (Fuertes-Perez et al., 2019) 

mellom P. phosphoreum, P. iliopiscarium og P. carnosum stammer isolert fra kjøtt. De fant at 

P. phosphoreum vokste signifikant raskere enn P. carnosum og P. iliopiscarium i 

kjøttsimuleringsmedie ved 4 °C. Videre hadde P. phosphoreum og P. iliopiscarium stammer 

lange lagfaser (21-55 timer) sammenlignet med ingen lagfaser i denne studien. Ettersom denne 

studien presenterte artsbaserte forskjeller mellom kjøttisolerte stammer, vil det trolig være 

forskjeller i stammens vekst sammenlignet med sjømat isolerte stammer. Samtidig indikerer 

dette at artsbasert variasjon mellom Photobacterium arter fra rødspette ikke er utelukket. 

Gjennomføring av vekstkinetikk studier med flere av Photobacterium stammene kan være 

aktuelt for videre studier. 

Artsbaserte forskjeller ved høy temperatur er tidligere dokumentert ved at P. kishitanii 

klassifiserte stammer er mindre varmetolerant (vokser ved 5-29 °C) enn og P. angustum 

stammer (5-34 °C) (Bjornsdottir-Butler et al., 2016). I denne studien vises det at en P. piscicola 

identifisert stamme hadde høyest respons på høy temperatur, mens to P. phosphoreum 

identifisert stammer og en P. iliopiscarium identifisert stamme hadde lavest respons på høy 

temperatur. For å kunne påvise om dette er på grunn av artsbaserte forskjeller, eller kun 

variasjon mellom stammer er vekstkinetikk studier med flere stammer av hver art nødvendig. 

Videre ble kartlegging av stammenes vekstegenskaper gjort i sterilt TSB medium som 

representerer et stabilt miljø som støtter bakteriens vekst. Dette er et modellsystem som ikke 

direkte kan sammenlignes med vekstmiljøet i rødspette. For å bedre kartlegge vekstkinetikk 

parametere i lettprosesserte rødspette produkter kan det gjennomføres inokuleringsforsøk med 

P. phosphoreum, P. iliopiscarium og P. piscicola i steril fiskejuice tillaget fra fiskemuskel 

(Stupar et al., 2021) eller eventuell inokulering direkte i rødspette muskel. Et modellsystem av 

fiskejuice vil bedre etterligne et reelt fiskeprodukt enn vekst i TSB, men det er vanskeligere å 
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standardisere et slikt system fra gang til gang. Vekstforsøk i fiskemuskel forstyrres ofte av den 

naturlige mikrobiotaen som er til stede og det er derfor vanskelig å fastsette vekstkinetikk 

parameter for de inokulerte stammene (Stupar et al., 2021). 

I løpet av vekstkinetikk forsøket viser pH målingene negativ korrelasjon mellom bakterievekst 

(målt kde/g) og nedgang i pH. Slutt pH-en ble målt mellom 5,82 og 6,22 uten signifikante 

forskjeller mellom stammene eller temperaturene. I en studie med isolater fra MA-pakket 

svinekjøtt ble det observert en større pH-endring av P. phosphoreum stammer på 5,4 til 6,4 

(Nieminen et al., 2016). Fuertes-Perez et al. (2019) dokumentert høyere pH verdier og 

artsrelatert variasjon mellom P. phosphoreum (opp til pH 5,62-7,47) og P. iliopiscarium (pH 

6,32-6,56) og P. carnosum (5,43–7,08). Økning i pH og artsbasert variasjon i pH kan ha 

betydning for forringelsen av rødspette produkter. Dette ettersom pH økning indikerer 

produksjon av biogene aminer og ammoniakk fra aminosyremetabolismen. I tillegg har 

Photobacterium spp. evnen til å produsere histamin og andre biogene aminer i fisk (Jorgensen 

et al., 2000). 

Hemmet vekst av stammene ved 4 °C ble oppnådd i både screenings- og vekstkinetikk 

forsøkene. Samtidig vistes i samsvar med andre studier at det ikke ble oppnådd fullstendig 

hemmet vekst. Kombinering med flere barrierer kan dermed være nødvendig for å oppnå utvidet 

holdbarhet på lett prosessert rødspette. I tillegg kan inkubering ved lavere temperaturer enn 4 

°C være aktuell for å oppnå en ytterlig hemmende effekt mot Photobacterium spp. Olafsdottir 

et al. (2006) dokumenterte eksempelvis en betraktelig utvidet holdbarhet av hyse fileter 

(Melanogrammus aeglefinus) ved lagring ved 0 °C (13,5 dager) sammenlignet med lagring ved 

7 °C (6,5 dager), med et antall på 8,0 kde/g P. phosphoreum bakterier ved de siste 

holdbarhetsdagene.  Inkubering av de 54 Photobacterium stammene ved 0 °C kan dermed tas i 

betraktning ved videre forsøk for å oppnå økt holdbarhetstid på rødspette produkter.  

 

5.2.2 Effekt av NaCl på vekst av Photobacterium stammer  

Resultatene fra screeningsforsøket med ulike saltkonsentrasjoner (0, 3 og 6 % NaCl) og 

temperaturer (4 og 15 °C) viste at stammene ble betydelig mer hemmet på TSA med 0, 1 og 3 

% NaCl ved lavere temperaturer (4 °C) sammenlignet med høyere temperaturer (15 °C). 

Fullstendig hemmet vekst ble samtidig kun observert hos 2 av stammene ved 4 °C og 0 % NaCl. 

Sammenlignet med inkubering med 1 % NaCl vistes mer vekst enn med 0 og 3 % NaCl ved 

både 4 og 15 °C, slik at dette kan tyde på en mer hemmende effekt ved disse 
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saltkonsentrasjonene. Ved den høyeste saltkonsentrasjonen (6 % NaCl) ble betydelig mer 

hemmet vekst observert, sammenlignet med de lavere saltkonsentrasjonene, og veksten ble 

fullstendig hemmet hos 39 stammer ved 4 °C og 20 stammer ved 15 °C. Ettersom 

saltkonsentrasjoner på 0 og 1 % NaCl er aktuelle prosessfaktorer i lett prosessert hvit fisk, 

inkludert rødspette (Helsedirektoratet, 2019), var det relevant å undersøke toleransen av 

Photobacterium stammene for disse saltkonsentrasjonene. I tillegg ble toleransen for høyere 

saltkonsentrasjoner (3 og 6 % NaCl) undersøkt ettersom disse har vist å hemme veksten hos de 

fleste Photobacterium stammene (Figge et al., 2014). Videre var det av interesse å undersøke 

eventuelle artsbaserte forskjeller mellom stammenes vekst i de ulike saltkonsentrasjonene. 

Derfor ble de samme seks stammene (Am135, Aw66, Av108, Sw30, Sm58 og Sv37) som i 

temperatur vekstkinetikk forsøket brukt til å analysere vekstkinetikk parametere i TSB med 0, 

1, 3 og 6 % NaCl ved 4 °C. Her ble 4 °C valgt som inkuberingstemperatur ettersom det er en 

aktuell kjøletemperatur for lett prosessert rødspette.  

I dette forsøket hadde alle stammene lagfaser ved 6 % NaCl, noe som indikerer hemmet vekst 

for alle stammene ved høye saltkonsentrasjoner. Fire av stammene (P. piscicola Sm58, P. 

iliopiscarium Am135, P. phosphoreum Sw30 og Av108) hadde i tillegg lagfaser i 0, 1 og 3 % 

NaCl, noe som indikerer at disse ble mer hemmet ved lave saltkonsentrasjoner enn de to andre 

stammene (P. iliopiscarium Aw66 og P. piscicola Sv37). Dette indikerer variasjon i stammenes 

tilpasningsdyktighet til 0, 1 og 3 % NaCl og variasjon mellom stammene innen samme art. 

Store standardavvik (± 4,3 kde/g) for noen stammer indikerer ulikheter mellom parallellene 

(n=3) og kan skyldes store tidsrom mellom OD-målinger av parallellene (Papadimitriou et al., 

2016).  

Sammenlignet med de tre laveste saltkonsentrasjonene ble veksten til alle stammene betydelig 

mer hemmet i 6 % NaCl. I 0, 1 og 3 % NaCl ble det observert relativ lik vekst mellom alle 

stammene. Dette i motsetning til at Figge et al. (2014) dokumenterte hemmet eller ingen vekst 

av Photobacterium stammer i 0 % NaCl. Samtidig hadde alle stammene raskest veksthastighet, 

nådde høyest sluttkonsentrasjon og komt tidligst i stasjonær vekstfase i 1 % NaCl. Ettersom 

stammene ble inokulert i TSB med 1 % NaCl 24 timer før tilsetning i 0, 1, 3 og 6 % NaCl, kan 

dette ha medført tilpasning av bakteriene til denne saltkonsentrasjonen og dermed økt vekst i 

forhold til de andre saltkonsentrasjonene. Samtidig kan dette også indikerer høyere toleranse 

for 1 % NaCl, sammenlignet med 0 og 3 % NaCl. 
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Slik som for vekstkinetikk studien ved ulike temperaturer (4-20 °C), ble det observert relativt 

lite variasjon mellom stammene i 0, 1, 3 og 6 % NaCl og dermed ingen artsbasert variasjon. 

Kun i 6 % NaCl ble P. phosphoreum Av108 betydelig mer hemmet enn resten av stammene, 

noe som indikerer variasjon innad i P. phosphoreum arten. Videre vistes forskjeller innad i P. 

iliopiscarium arten ved at P. iliopiscarium Aw66 hadde signifikant raskere veksthastighet i 

både 0 og 1 % NaCl enn de andre stammene. I tillegg hadde P. phosphoreum Am135 signifikant 

høyere veksthastighet i 3 % NaCl enn alle de andre stammene, mens P. phosphoreum Sw30 og 

P. piscicola Sm58 hadde signifikant lavere veksthastigheter i 1 og 3 % NaCl.  

Variasjon i toleransen for saltkonsentrasjoner innen Photobacterium slekten er ofte knyttet til 

bakteriens ulike habitater. Ulike saltkonsentrasjoner forekommer i ulike habitater og krever ulik 

tilpasning (Kuts & Ismailov, 2009; Makiguchi et al., 1980; Waters & Lloyd, 1985). Ettersom 

alle stammene i denne studien ble isolert fra det samme geografiske området, kan dette være en 

årsak for at stammene har relativt lik toleranse for de ulike saltkonsentrasjonene og at det ikke 

ble observert artsbasert variasjon. Variasjon mellom Photobacterium arter er imidlertid 

dokumentert ved bakteriens optimale saltkonsentrasjoner for vekst. Bjornsdottir-Butler et al. 

(2016) dokumenterte en optimal saltkonsentrasjon på 1 % NaCl for P. kishitanii og 2 % NaCl 

for P. angustum, mens Watanabe & Hastings (2004) fant at både 1 og 3 % NaCl var optimale 

saltkonsentrasjoner for vekst av P. phosphoreum. Videre observerte Figge et al., (2014) økt 

toleranse ovenfor høye saltkonsentrasjoner hos P. piscicola sammenlignet med P. phosphoreum 

og P. iliopiscarium. 

I lettprosessert fisk er saltkonsentrasjonen vanligvis mellom ca. 0,4 og 2,0 % NaCl 

(Helsedirektoratet, 2019; E.  Reynisson et al., 2009). Både screenings- og vekstkinetikk 

forsøket viste at P. iliopiscarium, P. phosphoreum og P. piscicola var i stand til å vokse ved 

disse prosessfaktorene (0 og 1 % NaCl ved 4 °C). Tilsvarende dokumenterte (E.  Reynisson et 

al., 2009) at P. phosphoreum var den dominerende bakterieslekten i lettsaltet (0,4 % NaCl) 

torsk lagret ved lav temperatur (0 °C). Samtidig viste screeningsforsøket og vekstkinetikk 

studien at 0 % NaCl hadde en litt mer hemmende effekt enn 1 % NaCl ved 4 °C, slik at lavere 

saltkonsentrasjoner (< 1 % NaCl) kan bidra til hemmet vekst. Screeningsforsøket viste i tillegg 

betydningen av kjøletemperaturer for å oppnå hemmet vekst 0 og 3 % NaCl ettersom betydelig 

mindre vekst ble observert ved 4 °C enn ved 15 °C. I tillegg til kjølelagring og lettsalting av 

rødspette er anvendelsen av flere kombinerte barrierer mot Photobacterium spp. svært aktuelt 

for å oppnå en utvidet holdbarhetstid.  
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5.2.3 Effekt av CO2 på vekst av Photobacterium stammer 

For lett prosesserte fiskeprodukter, inkludert rødspette, brukes MAP som en viktig barriere mot 

mikrobiell aktivitet. Photobacterium spp. tolererer imidlertid høye CO2 konsentrasjoner og er 

dokumentert som den viktigste forringelsesorganisme og begrensende holdbarhetsfaktoren i 

kjølelagret MAP produkter (> 60 % CO2 som start konsentrasjon ved pakking) (Macé et al., 

2013; Sivertsvik et al., 2002). Kartlegging av stammens toleranse ovenfor høye CO2 

konsentrasjoner (100 %) i kombinasjon med ulike temperaturer (4 og 15 °C) ble derfor 

undersøkt i denne studien. Screening av stammenes vekst under CO2 indusert atmosfære ved    

4 °C viste en hemmende effekt på vekst sammenlignet med inkubering i luft. Samtidig ble 

fullstendig inhibert vekst kun observert hos fire stammer i kombinasjon med 4 °C. Ved 15 °C 

hadde CO2 indusert atmosfære sammenlignet med luft derimot ingen betydelig hemmende 

effekt på vekst. Dette kan være forårsaket av at løseligheten til CO2 avtar i mediet ved høye 

temperaturer, slik at en mindre hemmende effekt oppnås på vekst (Sivertsvik et al., 2002).  

Av alle miljøfaktorene som ble analysert i screeningsforsøket hadde lav temperatur (4 °C) i 

kombinasjon med CO2 den mest hemmende effekten på vekst. Disse faktorene kan dermed 

bidra til å hemme P. phosphoreum, P. iliopiscarium og P. piscicola i lettprosessert rødspette. 

Samtidig ble det i samsvar med andre studier ikke oppnådd en fullstendig hemmende effekt 

(Lerfall et al., 2018). Spesielt P. phosphoreum er påvist som dominerende 

forringelsesorganisme i MAP ved lave temperaturer og dokumentert som begrensende 

holdbarhetsfaktor. Kombinasjon av MAP med flere barrierer kan dermed være aktuelt. Altieri 

et al., (2005) dokumenterte eksempelvis at MAP eller vakuum i kombinasjon med 

biokonservering og lave temperaturer var effektive barrierer mot P. phosphoreum i rødspette 

(Pleuronectes platessa). Ved 4 °C og vakuum hadde både thymol i kombinasjon med                   

B. bifidum, og B. bifidum alene en tydelig hemmende effekt på vekst av P. phosphoreum (3 log 

kde/g reduksjon). Videre vistes at alle kombinasjonene hadde en mer hemmende effekt ved         

4 °C enn ved 12 °C. Ved bruk av MAP i kombinasjon med andre milde konserveringsmetoder 

vises dermed at temperaturkontroll er av stor betydning for at fordelene med MAP og andre 

barrierer ikke går tapt (Sivertsvik et al., 2002). 

Videre har superkjøling i kombinasjon med MAP også blitt dokumentert til å ha en betydelig 

hemmende effekt på vekst av Photobacterium spp. (E.  Reynisson et al., 2009; Sørensen et al., 

2020). Ved bruk av MAP i kombinasjon med superkjøling på -4 °C ble betydelig mer hemmet 

vekst oppnådd sammenlignet med både 0 og -2 °C og i kombinasjon med luft, noe som kan 
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indikere at så lave temperaturer som < -2 °C er nødvendig for å hente ut den beste effekten av 

MA-pakkingen (Abel et al., 2022; E.  Reynisson et al., 2009). 

  

5.3 Effekt av fangstsesong og isolasjonsatmosfære på vekst av Photobacterium 

stammer 

Resultatene fra screeningsforsøket ved inkubering på TSA med 1 % NaCl ved 4-20 °C indikerte 

forskjeller i vekstegenskaper mellom isolater fra de ulike fangstsesongene. Stammer isolert i 

april hadde gjennomsnittlig signifikant mer vekst enn stammer isolerte i september. Resultatene 

fra screeningsforsøket med ulike saltkonsentrasjoner viste derimot at stammer isolert i april 

hadde gjennomsnittlig mer vekst enn stammer som ble isolert i september ved inkubering i           

0 og 3 % NaCl (15 °C) og i 3 og 6 % NaCl (4 °C), men at stammer isolerte i april hadde mindre 

vekst ved i 6 % NaCl (15 °C) og i 0 % NaCl (4 °C). 

Andre studier har dokumentert et høyere total kimtall på fisk fanget i januar (9 kde/g) 

sammenlignet med august (7 kde/g) (Grigorakis et al., 2003). Forskjeller i stammenes 

tilpasningsdyktighet kan være relatert til stammenes naturlige miljøforhold ved 

isolasjonstidspunktet, inkludert sjøvannstemperatur. Ved isolasjonstidspunktet av 

Photobacterium stammene i denne studien var sjøvannstemperaturen 5 °C i april og 15 °C i 

september. Økt vekst hos bakterier isolert på vinteren kan være knyttet til økt 

motstandsdyktighet og bedre adaptasjon til lave inkubasjonstemperaturer (4 og 8 °C). Samtidig 

hadde stammer isolert i april mest vekst ved høyere temperaturer (15 og 20 °C) i denne studien. 

Dette kan skyldes at stammer som ble isolert fra kaldere sjøvann generelt hadde bedre 

tilpasningsdyktighet (Grigorakis et al., 2003). 

Resultatene fra screeningsforsøket ble basert på en subjektiv evalueringsmetode som kan ha 

tilført usikkerhet til resultatene. Metoden innebar å bedømme stammenes vekst subjektiv fra      

0 til 3. For noen stammer var det dermed eksempelvis vanskelig å bedømme om veksten 

tilsvarte en 2er eller 3er. Dette medførte utforinger knyttet til nøyaktig evaluering. Ettersom 

screeningen var et omfattende forsøk, ble denne metoden valgt for å spare tid, men 

kvantifisering av kolonier i log kde/g kunne gitt et bedre grunnlag for resultatbehandling av 

stammenes vekst. Ved statistiske resultatbehandlinger ble det beregnet høye standardavvik 

(opptil 0,76) for noen grupper, noe som indikerer relativ stor variasjon i vekst mellom stammene 

som ble isolert under den samme sesongen.  
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Screeningsforsøket indikerte bare lite forskjeller mellom stammer isolert fra ulike gassblanding 

(MAP, vakuum, luft) under inkubering ved 4, 8 og 15 °C. Her hadde vakuum isolerte stammer 

gjennomsnittlig litt mer vekst enn MAP og luft isolerte stammer. Ved inkubasjon i ulike 

saltkonsentrasjoner (0, 3 og 6 % NaCl) og ved 4 og 15 °C ble derimot ingen forskjeller observert 

i vekst mellom stammes isolert fra ulike atmosfærer. Dessuten vistes også her relativ store 

standardavvik og dermed variasjon mellom stammene isolert fra den samme atmosfæren. 

Dermed gir dette indikasjon på lite påvirkning av isolasjonsatmosfæren for deres vekst.  

Variasjon i bakteriens vekstevne knyttet til sesong og isolasjonsatmosfære kan ha betydning for 

forringelse av Photobacterium spp. i lettprosesserte rødspette og dermed på produktets 

holdbarhetstid. Avhengig av ulike fangstsesonger for rødspette til konsum vil Photobacterium 

stammene kunne være mer motstandsdyktige mot hemmende faktorer i produktet. Dette gjelder 

også for bruk av ulike gass sammensetninger i produktemballasjen som vakuum eller CO2. 

Ytterlige studier for kartlegging av dette kan dermed være aktuelt.  

 

5.4 Evnen til å genere bioluminescens hos Photobacterium stammer 

For å analysere stammenes evne til å generere bioluminescens og kartlegge eventuelle 

artsbaserte forskjeller ble alle stammene dyrket på L&H med 1 % NaCl ved 4, 8, 12 og 20 °C. 

Hos de fleste P. phosphoreum stammene (19 av 23) ble bioluminescens observert etter fire 

dager, ved både lave og høyere temperaturer, mens flere hadde mistet bioluminescensen etter 

syv dager. Andre studier dokumenterte tilsvarende at P. phosphoreum ofte inkluderte 

bioluminescens dannende stammer (Labella et al., 2017; Parte, 2014; Urbanczyk et al., 2011), 

men at det også ble observert tap av bioluminescens og motilitet (Flodgaard et al., 2005).  

Inkubering ved lave saltkonsentrasjoner (0 og 1 % NaCl) er imidlertid rapportert som en 

inhiberende faktor for dannelsen av bioluminescens (Watanabe & Hastings, 2004; Figge et al., 

2014; Kuts & Ismailov, 2009). Ved screening kan 1 % NaCl dermed vært en mer inhiberende 

faktor for de P. phosphoreum stammene som ikke genererte bioluminescens. Videre har 15 °C 

blitt observert som optimal temperatur, noe som samsvarer med at flere stammer dannet 

bioluminescens ved 15 °C etter syv dager sammenlignet med høyere eller lavere temperaturer 

(Kuts & Ismailov, 2009).   

Videre ble bioluminescens observert hos 1 av 3 P. piscicola stammer etter fire og syv dager ved 

nesten alle temperaturene. Figge et al. (2014) dokumentert at P. piscicola stammer genererte 

bioluminescens etter 2-3 dager på TSA med 3 % NaCl og inkubering ved 20 °C, men at ingen 
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bioluminescens ble påvist på TSA uten tilsatt salt. De to P. piscicola stammene som ikke 

genererte bioluminescens kan dermed hatt en lavere toleranse for lave saltkonsentrasjoner (1 % 

NaCl), noe som indikerer variasjon mellom stammenes evne til å generere bioluminescens 

innen P. piscicola arten.  

Selv om Ast & Dunlap (2005) rapporterte fravær av luxA genet i P. iliopiscarium stammer ble 

det i denne studien observert bioluminescens hos 5 av 29 P. iliopiscarium stammer. Slik som 

for de andre indikerer dette variasjon mellom stammenes evne til å generere bioluminescens og 

at dette kan være påvirket av temperaturer eller saltkonsentrasjoner. 
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6 Konklusjon  

Denne studien vurderte identifisering og karakterisering av 54 Photobacterium stammer isolert 

fra rødspette lagret på is (0 °C) i luft, i MAP (70 % CO2, 20 % N2, 10 % O2) ved 4 °C og i 

vakuum ved 4 °C og fra ulike sesonger (april og september). Ved gjennomføring av genotypiske 

metoder ble stammene artsidentifisert som P. iliopiscarium, P. phosphoreum og P. piscicola 

basert på sekvensering av tre husholdningsgener (gyrB, gapA og recA). Sekvensering av 16S 

rRNA genet ga ulik identifisering for 63 % av stammene og indikerte dermed lavere 

identifikasjonspotensial sammenlignet med sekvensering av husholdningsgenene. 

Vekstkinetikk parametere indikerte lite artsbasert variasjon i vekst ved ulike temperaturer (4-

16 °C) og saltkonsentrasjoner (0-6 % NaCl) mellom to stammer av henholdsvis P. 

iliopiscarium, P. phosphoreum og P. piscicola. Analysering av vekstkinetikk parametere til 

flere stammer bør gjennomføres for å kontrollere disse resultatene.  

Screeningsresultatene viste at de fleste stammene var i stand til å vokse ved kjøletemperatur (4 

°C) i kombinasjon med 0, 1 og 3 % NaCl, og at de fleste stammene hadde mer vekst ved 1 % 

NaCl. Fullstendig hemmet vekst ble observert for de fleste stammene ved 6 % NaCl og 4 °C, 

og hos noen stammer ved 15 °C. Videre viste vekstkinetikk parametere til de seks utvalgte 

Photobacterium stammene at 4 °C i kombinasjon med 1 % NaCl ga ca. 2/3 lavere veksthastighet 

sammenlignet med 8 °C. Inkubering av alle 54 stammene med 100 % CO2 og 1 % NaCl i 

kombinasjon med kjøletemperatur (4 °C), hadde en betydelig mer hemmende effekt 

sammenlignet med inkubering i luft. Samtidig var disse miljøforholdene ikke tilstrekkelig til å 

oppnå en fullstendig hemmende effekt, noe som indikerer vekstpotensialet til P. phosphoreum, 

P. iliopiscarium og P. piscicola i kjølelagrede, MA-pakkete rødspette produkter. Flere barrierer 

kan derfor være nødvendig for å oppnå en utvidet holdbarhetstid. Inokulering direkte i rødspette 

bør gjennomføres for å støtte disse resultatene.   

Et økt vekstpotensial ble observert hos stammer isolert i april sammenlignet med stammer 

isolert i september ved inkubering med ulike temperaturer, men ikke ulike saltkonsentrasjoner. 

Ytterlige forsøk for å kartlegge mulig sesongbasert variasjon er derfor nødvendig. Videre vistes 

det relative lite variasjon i stammenes gjennomsnittlige vekst basert på de tre ulike 

isolasjonsatmosfærene.   
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7 Forslag til videre arbeid  

De 54 Photobacterium stammene som ble brukt i denne studien var i stand til å vokse ved 

miljøforhold (CO2, 4 °C, 0 og 1 % NaCl) som er aktuelle prosessfaktorer for lett prosessert 

rødspette. For å kontrollere stammenes vekst i produkter bør videre studier inkluderer 

inokulering av stammene direkte i rødspette. Ettersom inkubering med CO2 hadde en mer 

hemmende effekt sammenlignet med luft, kan det i tillegg være aktuelt å uføre vekstkinetikk- 

eller inokuleringsforsøk med CO2 i kombinasjon med andre milde inhiberingsmetoder som 

superkjøling (≤ -2 °C) eller biokonservering med tilsetning av melkesyrebakterier. I tillegg kan 

det være aktuelt å undersøke stammenes vekstpotensial ved lavere temperaturer enn 4 °C.   

Sekvenseringsanalyse av gyrB, gapA og recA resulterte i vellykket klassifisering av de 54 

Photobacterium stammene på artsnivå. Imidlertid inkluderer multilokus sekvensanalyse ofte 

opptil syv gener, slik at inkludering av flere husholdningsgener (f.eks. pyrA luxA, pyrH, ftsZ, 

topA, mreB, rpoA) i videre analyser kan være egnet for å kontrollere artsklassifiseringen. I 

tillegg kan konstruering av fylogenetiske trær ved bruk av maximum likelihood metoden 

benyttes for å oppnå høyere nøyaktighet i artsbasert gruppering av stammene.    

Vekstkinetikk parametere indikerte lite artsbasert variasjon i vekst mellom P. phosphoreum, P. 

iliopiscarium og P. piscicola stammer. Imidlertid ble kun to stammer av hver art inkludert, slik 

at vekstkinetikk studier med flere stammer av hver art er nødvendig for å kunne bekrefte 

resultatene. Dette også i sammenheng med at andre studier har dokumentert variasjon mellom 

disse tre artene. Ettersom resultatene indikerte variasjon på stammenivå, ville det også vært 

aktuelt å utføre vekstkinetikk forsøk med alle de 54 stammene for å undersøke forskjeller i 

toleransen til aktuelle prosessfaktorer (temperatur, salt og CO2) og for å kunne bekrefte 

variasjon i vekst knyttet til isolasjonskilder (sesong og atmosfære).  
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Vedlegg A 
 
Long and Hammer agar 
 

Oppskrift på Long and Hammer agar i henhold til NMKL No. 184 (NMKL, 2006). 

Long and Hammer agar  g/l 

Proteose – pepton no. 3  20 

Gelatin 40 

K2HPO4 1 

NaCl 10 

Agar  15 

Destillert vann 1000 ml 

Fe(III)NH4 Citrat-løsning 2,5 ml 

Fe(III)NH4 Citrat 2,0  

Destillert vann  20 ml 

(Mediet avkjøles til 45 °C før Fe(III)NH4 Citrat tilsettes). 
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Vedlegg B 
 
Oversikt over referanse stammene 
 

Oversikt over referanse stammene for gyrB, gapA, recA og 16S rRNA som ble lastet ned fra 
GenBank og inkludert i den fylogenetiske analysen. 

gyrB   

P. inducum 
Photobacterium indicum strain ATCC 19614 DNA gyrase beta subunit DEFINITION Photobacterium indicum strain ATCC 19614 DNA gyrase beta 
subunit (gyrB) gene partial cds. 

P. piscicola 
Photobacterium piscicola strain NCCB 100380 DNA gyrase subunit B DEFINITION Photobacterium piscicola strain NCCB 100380 DNA gyrase 
subunit B (gyrB) gene partial cds. 

P. iliopiscarium 
Photobacterium iliopiscarium partial gyrB gene for gyraseB isolate DEFINITION Photobacterium iliopiscarium partial gyrB gene for gyraseB isolate 
J7C14. 

P. phosphoreum 
Photobacterium phosphoreum partial gyrB gene for gyraseB isolate DEFINITION Photobacterium phosphoreum partial gyrB gene for gyraseB isolate 
J8C15. 

P. kishitanii  
Photobacterium kishitanii strain calba.5.9 DNA gyrase subunit B DEFINITION Photobacterium kishitanii strain calba.5.9 DNA gyrase subunit B 
(gyrB) gene partial 

P. aquimaris 
Photobacterium aquimaris gyrB gene for gyrase B subunit partial DEFINITION Photobacterium aquimaris gyrB gene for gyrase B subunit partial cds 
strain: LC2-068. 

P. angustum 
Photobacterium angustum strain ATCC 25915 DNA gyrase subunit B DEFINITION Photobacterium angustum strain ATCC 25915 DNA gyrase 
subunit B (gyrB) gene partial cds. 

P. mandapamensis 
Photobacterium leiognathi subsp. mandapamensis strain ppana.3.1 DNA DEFINITION Photobacterium leiognathi subsp. mandapamensis strain 
ppana.3.1 DNA gyrase beta subunit (gyrB) gene partial cds. 

P. leiognathi 
Photobacterium leiognathi strain ATCC 25587 DNA gyrase subunit B DEFINITION Photobacterium leiognathi strain ATCC 25587 DNA gyrase 
subunit B (gyrB) gene partial cds. 

gapA   

P. inducum 
Photobacterium indicum strain ATCC 19614 glyceraldehyde-3-phosphate DEFINITION Photobacterium indicum strain ATCC 19614 glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (gapA) gene partial cds. 

P. piscicola 
Photobacterium piscicola strain NCCB 100381 DEFINITION Photobacterium piscicola strain NCCB 100381 glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydogenase (gapA) gene partial cds. 

P. iliopiscarium 
Photobacterium iliopiscarium strain NCIMB 13476 DEFINITION Photobacterium iliopiscarium strain NCIMB 13476 glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (gapA) gene partial cds. 

P. phosphoreum 
Photobacterium phosphoreum strain ATCC 11040 DEFINITION Photobacterium phosphoreum strain ATCC 11040 glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (gapA) gene partial cds. 

P. kishitanii  
Photobacterium kishitanii strain ATCC BAA-1194 DEFINITION Photobacterium kishitanii strain ATCC BAA-1194 glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (gapA) gene partial cds. 

P. aquimaris 
Photobacterium aquimaris gapA gene for glyceraldehyde-3-phosphate DEFINITION Photobacterium aquimaris gapA gene for glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase partial cds strain: LC2-068. 

P. angustum 
Photobacterium angustum strain ATCC 33975 DEFINITION Photobacterium angustum strain ATCC 33975 glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (gapA) gene partial cds. 

P. mandapamensis 
Photobacterium mandapamensis strain ATCC 27561 DEFINITION Photobacterium mandapamensis strain ATCC 27561 glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (gapA) gene partial cds. 

P. leiognathi 
Photobacterium leiognathi strain ATCC 25521 DEFINITION Photobacterium leiognathi strain ATCC 25521 glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (gapA) gene partial cds. 

recA   

P. inducum 
Photobacterium indicum strain ATCC 19614 recombinase A (recA) gene DEFINITION Photobacterium indicum strain ATCC 19614 recombinase A 
(recA) gene partial cds. 

P. piscicola 
Photobacterium piscicola strain NCCB 100381 recombinase A (recA) DEFINITION Photobacterium piscicola strain NCCB 100381 recombinase A 
(recA) gene partial cds. 

P. iliopiscarium 
Photobacterium iliopiscarium strain ATCC 51760 RecA (recA) gene DEFINITION Photobacterium iliopiscarium strain ATCC 51760 RecA (recA) 
gene partial cds. 

P. phosphoreum Photobacterium phosphoreum partial recA gene strain LMG 4233T. DEFINITION Photobacterium phosphoreum partial recA gene strain LMG 4233T. 

P. kishitanii  
Photobacterium kishitanii strain vrhip.1.2 recA protein (recA) DEFINITION Photobacterium kishitanii strain vrhip.1.2 recA protein (recA) gene partial 
cds. 

P. aquimaris 
Photobacterium aquimaris strain NCCB 100386 recombinase A (recA) DEFINITION Photobacterium aquimaris strain NCCB 100386 recombinase A 
(recA) gene partial cds. 

P. angustum Photobacterium angustum partial recA gene strain LMG 8455T. DEFINITION  Photobacterium angustum partial recA gene strain LMG 8455T. 
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P. mandapamensis 
Photobacterium mandapamensis strain gjord.1.5 recA protein (recA) DEFINITION Photobacterium mandapamensis strain gjord.1.5 recA protein 
(recA) gene partial cds. 

P. leiognathi 
Photobacterium leiognathi strain smega.4.2 recA protein (recA) DEFINITION Photobacterium leiognathi strain smega.4.2 recA protein (recA) gene 
partial cds. 

16S rRNA   

P. inducum Photobacterium indicum gene for 16S rRNA partial sequence. DEFINITION Photobacterium indicum gene for 16S rRNA partial sequence. 

P. piscicola 
Photobacterium piscicola strain NCCB 100098 16S ribosomal RNA DEFINITION Photobacterium piscicola strain NCCB 100098 16S ribosomal RNA 
partial sequence. 

P. iliopiscarium 
Photobacterium iliopiscarium gene for 16S ribosomal RNA partial DEFINITION Photobacterium iliopiscarium gene for 16S ribosomal RNA partial 
sequence. 

P. phosphoreum Photobacterium phosphoreum 16S rRNA gene strain FR7. DEFINITION Photobacterium phosphoreum 16S rRNA gene strain FR7. 

P. kishitanii  
Photobacterium kishitanii gene for 16S rRNA partial sequence DEFINITION Photobacterium kishitanii gene for 16S rRNA partial sequence strain: 
LC2-074. 

P. aquimaris 
Photobacterium aquimaris gene for 16S rRNA partial sequence DEFINITION Photobacterium aquimaris gene for 16S rRNA partial sequence strain: 
LC2-068. 

P. angustum 
Photobacterium angustum gene for 16S rRNA partial sequence DEFINITION Photobacterium angustum gene for 16S rRNA partial sequence strain: 
LC1-920. 

P. mandapamensis 
Photobacterium mandapamensis strain R1m5 16S ribosomal RNA gene DEFINITION Photobacterium mandapamensis strain R1m5 16S ribosomal 
RNA gene partial sequence. 

P. leiognathi 
Photobacterium leiognathi gene for 16S rRNA partial sequence DEFINITION  Photobacterium leiognathi gene for 16S rRNA partial sequence strain: 
LC2-071. 
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Vedlegg C 
 
Eksempel på agarose gel 
 

 
Eksempel på agarose gel som ble kjørt med PCR-produktene av recA fra 15 Photobacterium 
stammer. Positive bånd av recA sekvensene vises ved ca. 600 bp. Isolasjons-ID på toppen av 
hver brønn angir Photobacterium stammen som ble analysert. (Bilde: eget) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Eksempel på agarose gel som ble kjørt med PCR-produktene av gyrB fra 13 Photobacterium 
stammer. Positive bånd av gyrB sekvensene vises ved ca. 1000 bp. Isolasjons-ID på toppen av 
hver brønn angir Photobacterium stammen som ble analysert. (Bilde: eget) 

  

Aw66 Aw83 Aw87   Aw70 Aw76 Aw90  Aw71 Aw75 Aw81  Av99  Av106 Av107 Av92  Av93 Av101 

Sw30  aw35  Sw36  Sw26  Sw28  Sw32  Sw25   Sw27  Sw31 Sv37    Sv38  Sv43   Sv40 
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Vedlegg D 
 
Resultater fra screeningsforsøk ved ulike temperaturer 
 

Vekst av 54 Photobacterium stammer etter 7 dager på TSA + 1 % NaCl ved 4, 8, 15 og 20 °C.  
Verdiene viser gjennomsnittlig evalueringstall (0-3) for vekst av stammer som er isolert fra tre 
ulike isolasjonsatmosfærer; MAP (n=18), vakuum (n=18) og luft (n=18). Forskjellige små 
bokstaver (abc) indikerer signifikante forskjeller mellom gruppene (MAP, vakuum og luft) og 
er beregnet ved bruk av ANOVA (p < 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vekst av 54 Photobacterium stammer etter 7 dager på TSA + 1 % NaCl ved 4, 8, 15 og 20 °C. 
Verdiene viser gjennomsnittlig evalueringstall (0-3) for vekst av stammer som er isolert i fra to 
ulike fangstsesonger; april (n=27) og september (n=27). Forskjellige små bokstaver (abc) 
indikerer signifikante forskjeller mellom gruppene (april og september) og er beregnet ved bruk 
av uparet t-test (p < 0,01). 

 

 

  

Temperatur  MAP  Vakuum  Luft  p-verdi (abc) 
4 oC 1,266 a 1,333 a 1,095 a p < 0,05  

8 oC 1,466 a 1,666 a 1,476 a p < 0,05 

15 oC 1,933 a 2,111 a   1,857 a    p < 0,05 

20 oC 2,888 a 2,833 a 2,833 a p < 0,05 

Temperatur  September April  p-verdi (abc) 
4 oC 1,177 a 1,481 b p < 0,01 

8 oC 1,185 a 1,888 b p < 0,001 

15 oC 1,629 a 2,296 b p < 0,001 

20 oC 2,703 a 3,000 b p < 0,01 
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Vedlegg E 
 
Resultater fra screeningsforsøk ved ulike saltkonsentrasjoner 
 

Vekst av 54 Photobacterium stammer etter 7 dager på TSA + 1 % NaCl ved 4, 8, 15 og 20 °C. 
Verdiene viser gjennomsnittlig evalueringstall (0-3) for vekst av stammer som er isolert fra tre 
ulike isolasjonsatmosfærer; MAP (n=18), vakuum (n=18) og luft (n=18). Forskjellige små 
bokstaver (abc) indikerer signifikante forskjeller mellom gruppene (MAP, vakuum og luft) og 
er beregnet ved bruk av ANOVA (p < 0,01).  

 

 

 

 

Vekst av 54 Photobacterium stammer etter 7 dager på TSA + 1, 3 og 6 % NaCl ved 4 og 15 °C. 
Verdiene viser gjennomsnittlig evalueringstall (0-3) for vekst av stammer som er isolert ved to 
ulike fangstsesonger (april og september). Forskjellige små bokstaver (abc) indikerer 
signifikante forskjeller mellom gruppene (april og september) og er beregnet ved bruk av uparet 
t-test (p ≤ 78). 

 

Temperatur  NaCl September April  p-verdi (abc) 
4 oC 0 % 1,81 a 1,48 b p<0,05 

4 oC 3 % 1,44 a 1,48 a p=0,78 

4 oC 6 % 0,22 a 0,33 a p=0,37 

15 oC 0 % 2,51 a 2,62 a p=0,5 

15 oC 3 % 2,40 a 2,59 a p=0,31 

15 oC 6 % 0,70 a 0,59 a p=0,40 

 

Temperatur  NaCl MAP  Vakuum  Luft  p-verdi (abc) 

4 oC 0 % 1,833 a 1,555 a 1,555 a p<0,01 

4 oC 3 % 1,555 a 1,555 a 1,277 a    p<0,01 

4 oC 6 % 0,333 a 0,277 a 0,222 a p<0,01 

15 oC 0 % 2,555 a 2,611 a 2,555 a    p<0,01 

15 oC 3 % 2,611 a 2,500 a 2,388 a p<0,01 

15 oC 6 % 0,333 a 0,722 a 0,611 a    p<0,01 
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