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Sammendrag 

I dette praktiske arbeidet var målet å utforske bruk av histopatologiske metoder på vev fra 

vaksinert rognkjeks (Cyclopterus lumpus) yngel. For å oppnå et godt og sammenlignbart 

resultat, har materialet blitt behandlet likt.    

Rognkjeksen var avlivet før vaksinering, en dag etter vaksinering, to dager etter vaksinering 

og en måned etter vaksinering. Totalt er det rognkjeks fra fire ulike stadier av vaksinering. 

Grunnen for dette er å ha et sammenlignbart resultat med en null gruppe og tre ulike grupper 

etter vaksinering, for å undersøke om endringer i immunrespons hos rognkjeksen kan 

observeres med patologiske laboratorieteknikker. Det ble gjennomført makrobeskjæring, 

fremføring, innstøping, snitting, farging og mikroskopering på samtlige rognkjeks som ble tatt 

i bruk under forsøket. Hvert trinn i prosessen er avgjørende for å oppnå et godt sluttresultat i 

mikroskopet.  

Vi har observert resultatene av patologiske laboratorieteknikker, og med bakgrunn i disse 

teknikkene observert arrdannelse og betennelsesreaksjoner i skader etterlatt av vaksinering. 

Disse teknikkene er utarbeidet for humant materiale, men i dette prosjektet er de brukt på hud 

fra fisk. Metodene har gitt gode, men varierende resultat. Bruken av andre teknikker kan føre 

til mer konsistente resultat.  
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Abstract  

In this practical work, the aim was to explore the use of histopathological methods on tissue 

from vaccinated lumpfish (Cyclopterus lumpus). In order to achieve a good and comparable 

result, the material has been treated in the same way. 

The lumpfish had been euthanized before vaccination, one day after vaccination, two days 

after vaccination and one month after vaccination. In total, there are lumpfish from four 

different stages of vaccination. The reason for this is to have a comparable result within the 

different stages of vaccination, to investigate whether changes in immune response in the 

lumpfish can be observed with pathological laboratory techniques. Dissecting, processing, 

embedding, sectioning, staining, and microscopy were carried out on every lumpfish that were 

used during the experiment. Each step in the process is crucial to achieving a good result in 

the microscope. 

We have observed the results of pathological laboratory techniques, and with the background 

of these techniques observed scarring and inflammatory reactions in injuries left by 

vaccination. These techniques have been developed for human material, but in this project, 

they are used on skin from fish. The methods have produced good, but varying results. The 

use of other techniques can lead to more consistent results. 
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Forord 

Dette prosjektet ble valgt med bakgrunn i gruppens felles interesse for faget patologi. Studiet 

inkluderer to semester med patologiske fag som har vært favoritter for samtlige i gruppen. 

Prosjektet har bestått av interessant forskningsarbeid, og laboratoriearbeid som er 

rutineoppgaver ved patologiske avdelinger.  

Bacheloroppgaven ble utført ved NTNU Ålesund. Oppstart for oppgaven var 6. mars 2023 og 

den ble levert 20. mai. Selve laboratoriearbeidet ble påbegynt 20. mars og avsluttet 14. april. 

Prosjektet følger prøvematerialet gjennom patologisk rutinearbeid, fra makrobeskjæringen på 

skjærefjølen, til farging med rutinefargen HES og spesialfargen Giemsa. Patologi er et fagfelt 

hvor rutiner og gode prosedyrer er viktig for et godt produkt. Vi ønsket derfor en prosessrettet 

oppgave.  

Faglig veileder for forsøket var Universitetslektor / Bioingeniør Anne Elin Varhaugvik og 

prosessveileder var førsteamanuensis Ann-Kristin Tveten. Vi vil takke faglig veileder Anne 

Elin Varhaugvik for veiledning og planlegging under det praktiske laboratoriearbeidet. Vi vil 

også takke Ann-Kristin Tveten for veiledning ved resultatvurdering og skriving. 
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Ordliste  

 

Aminer: Nitrogenholdige organiske baser med egenskaper som minner om ammoniakk. 

Artefakt: Kunstig produkt som skyldes feil ved metoden.   

Fibrinogen: Protein, globulin som finnes oppløst i blodet. Dannes til uoppløselig fibrin ved 

koagulering. 

Gattåpning: Gatt er endetarmsåpningen på dyr, især på fisk.  

Gobletceller: Slimproduserende encellede kjertler som ligger klemt mellom de øvrige 

epitelcellene i vevsoverflaten, betegnes derfor som endoepiteliale.  

Kollagene fibre: Proteinholdige og strekkfaste fibre som finnes i bindevev.  

Metakromatisk: Farging av vev eller vevskomponenter der fargen på det vevsbundne 

fargestoffkomplekset skiller seg vesentlig fra fargen på det originale fargekomplekset for å 

danne en markert kontrast i fargen.  

pKa-verdi: Et mål på evne en syre har til å avgi protoner (H+).  

Stansebiopsi: Biopsi der en liten del av huden fjernes ved hjelp av en rund kniv.  
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1     Introduksjon  

 

1.1     Problemstilling 

1.1.1     Bakgrunn for problemstillingen 

Cyclopterus lumpus, også kjent som rognkjeks og rognkall, er en fiskeart som i nyere tid er 

tatt i bruk i oppdrettsnæringen. Oppdrettede rognkjeks yngel tas i bruk som luseplukkere, og 

kan være bedre for bruk i nordiske hav enn andre fiskearter som leppefisk, fordi den tolerer 

lavere temperaturer (1). Bruken av luseplukkere er et alternativ til medisinering. Introduksjon 

av en ny art til et oppdrettsmiljø øker risikoen for sykdomsutbrudd. Rognkjeksens helse og 

velferd er derfor viktig, og vaksinering er et viktig profylaktisk tiltak.    

 

1.1.2     Formulering av problemstilling  

Vaksinering vil påføre et lokalt traume, og arrdannelse er derfor viktig for å unngå infeksjoner 

via huden. Histopatologiske metoder har vært lite brukt i undersøkelser av fisk, og derfor er 

det behov for å etablere en metode for å kunne undersøke patologiske tilstander, som for 

eksempel skader som oppstår ifm. vaksinasjon.  

 

1.2     Bakgrunn fiskehud 

Huden hos rognkjeks kan deles inn i et epitellag, basalmembran og dermis. Ytterst i 

epitellaget finner vi en gobletceller, platepitelceller og slimproduserende celler. 

Slimproduksjonen er variabel mellom ulike regioner av fisken, men slimproduksjonen 

varierer også basert på fiskens kjønn, livsstadium og fysiologiske forhold (eks. infeksjon) (2). 

Slimet som produseres er en forsvarsmekanisme mot mikrober i det akvatiske miljøet, og det 

inneholder en rekke ulike proteiner som er involvert i immun- og stressresponser (3).  

Innenfor epidermis finner man basalmembranen. En hinne av proteinfibre som skiller 

epidermis fra dermis, fungerer som et ankerpunkt for epitelet, samt som en barriere for 

transport av stoffer (4). Videre innover ligger dermis, som er et lag hovedsakelig bestående av 

løst bindevev, men også blodårer, nerveceller og fettvev (5). Bindevevet deles inn i to 

hoveddeler, stratum laxum og stratum compactum. Stratum laxum er et lag av løst bindevev, 
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mens stratum compactum for det meste består av kollagenbånd. Disse to lagene er ortogonale 

og sørger for at dermis kan bøyes uten at vevet folder seg. Innerst i dermis finner vi et tynnere 

lag av fettvev kalt hypodermis, som er det innerste laget av huden før man når muskulaturen 

(5).   

 

 

  

 

 

 

Betennelsesreaksjon hos fisk er stort sett den samme som hos mennesker. Reaksjonen 

innebærer vaskulære og cellulære forandringer som forekommer etter en skade, forbeholdt at 

denne ikke er stor nok til å ødelegge vev eller organ fullstendig. Målet med betennelsen er å 

gjenopprette normale strukturer og funksjon i det skadeutsatte området. Hos alle vertebrater er 

denne prosessen veldig lik, men hos bl.a. fisk er den temperaturavhengig (6).  

Betennelsen er i grunn lite spesifikk, og ulike former for skade vil fremkalle den samme 

uspesifikke responsen. Dette kan være skader påført av traumer, infeksjoner, stråling, 

toksisitet eller kjemiske skader, som alle kan påvirke vevet på ulike måter, men likevel 

1 

2 
3 

4 

5 

6 

Figur 1: Vevssnitt fra hud hos Cyclopterus lumpus farget med HES. Snittet 

viser epidermis (1), basalmembran (2), dermis (3), hypodermis (4), muskelvev 

(5) og slimproduserende celler (6). 
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fremkaller den samme responsen. Når det forekommer en vevsskade, vil 

nedbrytningsprodukter fra ødelagte celler og vasoaktive aminer fra mastceller frigjøres og det 

er disse to komponentene som setter i gang betennelsesreaksjonen. De vasoaktive aminene 

fører til utvidelse av kapillærene, økt blodtilførsel til det skadde området, og større 

permeabilitet gjennom kapillærveggen slik at store serummolekyler som immunoglobuliner 

og fibrinogen blir i stand til å gå over i vevet. Fibrinogen i vevet vil medføre en aktivering av 

protrombin fra blodplatene slik at det dannes fibrin. Fibrinet bidrar til koagulasjon av blodet, 

og bidrar dermed til å avgrense den inntrufne skaden. En rekke ulike hvite blodlegemer vil 

også transporteres via blodbanen til skadestedet. Av disse er det spesielt nøytrofile 

granulocytter, monocytter, lymfocytter og trombocytter som er viktige (6).   

Betennelsesreaksjonen har som formål å reparere den forekomne skaden, og gjenopprette 

vevets normalfunksjon. Det ødelagte vevet vil etter hvert bli erstattet av lokal 

celleproliferasjon, men ved mer alvorlige skader vil det ikke kunne dannes nytt funksjonelt 

vev, men heller arrvev (6). 

 

1.3      Histopatologi 

Histopatologi er læren for hvordan sykdommer og skader skaper forandringer i vev. 

Histopatologiske metoder brukes aktivt i diagnostikk av sykdommer og lidelser i 

menneskelige pasienter. Rutine arbeidet på patologiske laboratorier består av en rekke steg 

med ulike prosesser: fiksering, makrobeskrivelse og beskjæring, fremføring, 

parafininnstøping, snitting og farging (7). Fiksering er prosessen hvor vevet plasseres i en 

fikseringsvæske, vanligvis formalin, som hindrer naturlig nedbrytning av vevet. 

Makrobeskrivelse er en beskrivelse av vevsbiten, og beskjæringen produserer mindre biter av 

vevet som vil kunne eksponere vevsstrukturene som skal undersøkes. Vevsbitene plasseres i 

kassetter og gjennomgår deretter prosessen fremføringen. Fremføringen er en sentral del av 

produksjonen, prosessen gjør det mulig å støpe vevet i parafin ved å erstatte vann og formalin 

med alkohol i en dehydrerings prosess. Etter dehydreringen gjennomgår vevet prosessen 

klaring, hvor alkohol erstattes med et organisk løsemiddel, xylen. Til slutt vil vevet bli 

parafinimpregnert med flytende parafin. Når vevet er impregnert er det mulig å støpe vevet i 

parafinblokker og etter nedkjøling av parafinen er det mulig å snitte blokkene på mikrotom 

som produserer tynne vevssnitt som plasseres på objektglass. Snittene kan så farges med ulike 

fargemetoder, avhengig av hvilke undersøkelser som gjennomføres.   
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1.4     Fargeteknikker 

Histologiske fargeteknikker er fremgangsmåter som synliggjør ulike deler av vevet som kan 

sees i et lysmikroskop. Fargeresultatet bygger på kvaliteten til alt foregående arbeid, dermed 

vil god makrobeskjæring, fremføring, innstøping og snitting være viktig for å oppnå et godt 

resultat.  

 

1.4.1     Hematoxylin-Erytrosin-Safran (HES) 

Fargestoffene som tas i bruk ved HES metoden er hematoxylin, erytrosin og safran. Det er få 

laboratorier som bruker safran. Hematoxylin brukes til farging av kjerner. Erytrosin farger 

muskulatur, keratin og erytrocytter. Safran farger kollagene fibre. HES benyttes for å kunne 

studere morfologien til vevene ved at den differensierer strukturene i vevet. Alle preparat 

farges enten med HES eller HE (Hematoxylin-Erytrosin) som en standard i histologi (8).  

Hematoxylin er et metallkompleksfargestoff som binder seg til negative grupper i vevet. 

Hematoxylin gir ikke selve fargen, men aluminumioner og hematein, som er oksidert 

hematoxylin. Siden hematein i seg selv har dårlig affinitet til vevet på grunn av sin negative 

ladning, brukes det et bindeledd. Ved en gitt pH vil ulike sulfat- og fosfatgrupper være 

ionisert. Blant annet finner man negativt ladde fosfatgrupper inne i cellekjernen i DNA, og 

RNA i cytoplasma. Dermed blir disse blå ved farging. Siden RNA-innholdet ikke er like 

konsentrert, vil cytoplasmafargen få en svakere farge. Under det praktiske arbeidet er det 

brukt Harris Hematoxylin med aluminium som bindeledd. Selve komplekset er basisk, lett 

løselig i surt og nesten uløselig i nøytralt eller basisk miljø. Fargeløsningen må derfor være 

sur, med pH lavere enn 3. Komplekset brukes til farging av kjerner siden det er uavhengig av 

elektrostatisk frastøtning. Al-Hematein vil farge den totale mengden nukleinsyrer. Kjernen vil 

få en rød farge, som blir blå-svart når vevssnittet gjennomgår blåning. Skiftet av farge skyldes 

dissosiasjon av H+ ioner (9).   

Erytrosin er et anionfargestoff, som vil si at det har en negativ ladning, og passer godt som 

kontrastfarge til de blå cellekjernene. Erytrosin vil binde seg til proteinets NH3+ grupper i 

cellen. Erytrosin er en svak syre, og når den løses i vann med konsentrasjon 1% vil pH ligge 

på rundt 4,0. Siden proteiner i cytoplasma er positivt ladet ved denne pH, vil vi få en 
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ionebinding til fargestoffet. Muskelfibre er også rike på positive aminosyreradikaler, og vil 

derfor også farges av erytrosin (9).   

Safran inneholder et gult fargestoff som kalles crocein. Selve fargemolekylet er stort, og vil 

farge løst bindevev gult. Antagelig ved at det konkurrerer ut erytrosin. I prinsippet vil altså 

store fargestoffmolekyler diffundere inn i vevet og fortrenge mindre fargestoffmolekyler, der 

disse kommer til. Crocein binder seg til kollagene fibre ved hjelp av Van der Waalske krefter.  

Erytrosin og safran er begge anionfargestoff, og vil derfor konkurrere om de samme 

bindingene. Fargepartikkelens størrelse er indikert ved molekylvekten. Erytrosin har mindre 

molekylstørrelse og vil trenge inn i tettere vevsstrukturer. Safran vil konkurrere om 

bindingene der den kommer til og vil utkonkurrere erytrosin over tid (9). 

Ved kvalitetsvurdering av HES ser man om hematoxylin farger cellekjernene mørkeblå med 

tydelig struktur i kjernene, samt at kjernemembranen skal være veldefinert. Erytrosin skal 

farge ulike vevskomponenter i ulike nyanser av rød-rosa. Det skal være lett å skille mellom 

cytoplasma, muskulatur og erytrocytter. Safran skal farge kollagene fibre gult.  

Tabell 1-1: Fargeresultat ved HES 

Hva som farges Hvilken farge 

Kjerner Blå / Lilla 

Muskulatur, erytrocytter, elastiske fibre og 

keratin 

Rosa / Rødt 

Kollagene fibre Gul / Oransje 

 

1.4.2     May-Grünwald-Giemsa 

May-Grünwald Giemsa er to Romanowsky fargemetoder som brukes sammen for å fremheve 

hvite blodlegemer. Metoden er mye brukt innenfor histologi. May-Grünwald inneholder 

metylenblå og eosin, mens Giemsa inneholder metylenblå, eosin og Azur B. Ved May-

Grünwald Giemsa metoden er det Giemsa løsningen som skaper Romanowsky effekten (10).  

Fargemetoden anvender anion- og kation-fargestoff i den samme løsningen. Dette vil føre til 

at alle ioniserende grupper i strukturen farges. Nettoladningen til proteiner vil avhenge av 

balansen mellom ioniserende aminogrupper og karboksyl grupper. Vevet proteinene befinner 

seg i, vil være avgjørende for om gruppene er ionisert eller ikke, samt pKa-verdien. Dermed 
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vil det ved variasjon av pH oppnås forskjellige fargemønstre. Denne type metoden er godt 

egnet til blant annet identifikasjon av de forskjellige leukocyttformene (10, 11).  

Uoppløselige komplekser vil dannes ved de fleste anion- og kationfargestoff 

sammenblandinger. Ved noen få fargestoff-kombinasjoner er kompleksdannelsen mindre 

uttalt, særlig i tilfeller der oppløsningen inneholder organiske stoffer som alkohol eller aceton. 

May-Grünwald og Giemsa er eksempler på slike fargestoff-blandinger. Fargemetodene 

inneholder anionfargestoffet eosin, kationfargestoffet metylenblått og mer eller mindre 

oksiderte derivater av metylenblått (Azur B) løst i metanol. Samspillet mellom fargestoffene 

og riktig pH er kritisk for å oppnå ønsket resultat (11).  

Eosin er substituerte fluoresceiner med varierende antall klor-, brom- og jodradikaler. De er 

fluorescerende, men brukes prinsipielt som røde fargestoffer. De gir altså alle røde farger, men 

i ulike nyanser. De er lett oppløselig i vann og ganske tungt oppløselig i alkohol (11).  

Metylenblått er et thiazinfargestoff. Disse er generelt anvendelig som blå kationfargestoffer. 

Metylenblått kan også brukes til metakromatiske farginger. Stoffet er fritt oppløselig i vann og 

alkohol. Med tiden og under påvirkning av luftens nitrogen, oksideres metylenblått til andre 

thiasin-fargestoffer ved en såkalt oksidativ demetylering. Dette gir polykromt metylblått, en 

blanding av fargestoff som man som før nevnt benytter seg av i denne metoden (11). 

Ved May-Grünwald Giemsa metoden er det viktig å unngå overdifferensiering og gjør seg 

oppmerksom på at metoden er pH følsom. Ved selve kvalitetsvurderingen av metoden ser man 

etter differensieringen mellom de hvite blodlegemene, samt at de ulike komponentene har fått 

ønsket farge. 

Tabell 1-2: Fargeresultat ved Giemsa 

Hva som farges Hvilken farge 

Erytrocytter Lys rosa til svak lilla 

Trombocytter Rød / Lilla granula 

Lymfocytter / Monocytter Mørk blå / lilla kjerne med himmelblå 

cytoplasma 

Nøytrofile Mørk blå kjerne, rød / lilla granula og rosa 

cytoplasma 
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Eosinofile Blå kjerne, rød / oransje granula og blått 

cytoplasma 

Basofile Mørk blå kjerner og lilla granula 
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2     Materialer og Metode  

 

2.1     Prøvematerialet 

Prøvematerialet var hele individer av arten rognkjeks fiksert i formalin. Individene er samlet 

ifm. forskning, hvor de ble avlivet med slag til hodet, veid og lengde målt, og blodprøver tatt i 

henhold til regelverk for bruk av forsøksdyr. Forsøket er utført av ekstern partner, og ansvarlig 

fiskehelse biolog har utført korrekt avliving. De ble så lagt i beholdere fylt med formalin, i alt 

var det 60 ulike individer, hvorav 20 ble brukt i dette prosjektet. Fiskene er inndelt i fire 

grupper med 15 individer hver. Gruppe 1 er uvaksinert og fungerer som kontroll for friskt vev. 

Gruppene 2 og 3 er avlivet henholdsvis én og to dager etter vaksinering. Gruppe 4 er avlivet 

én måned etter vaksinering. Gruppene viser utviklingen av immunrespons og eventuell 

arrdannelse over en tidsperiode.   

 

 

 

Figur 2: Individer fra hver gruppe før ekstraksjon av vevsbiter. 
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2.2     Makrobeskjæring og fremføring 

Vaksinasjonsstedet befinner seg midt mellom fiskens gattåpning og sugekopp. Under 

makrobeskjæringen ble hele denne regionen fjernet fra hvert individ. Denne vevsbiten ble så 

delt i to langs fiskens midtlinje. Dette ble gjort for å eksponere stikkstedet og dermed få det i 

samme plan som vevssnittet, men også øke sannsynligheten for at snittet inneholdt et 

stikksted. Vevsbitene ble forsøkt merket med tusj, men mangel på tusjformalin førte til at mye 

av fargen forsvant under fremføring. Biopsi foam pads ble ikke brukt i kassettene, men 

dersom arbeidet gjentas burde det tas i bruk for å bedre bevare vevets orientering. Kassettene 

ble markert med tilhørende tidsgruppe og individ nummer, slik: H1-1, H2-1, H3-1 eller H4-1. 

Der H2 refererer til første gruppe, og 1 er hvilket individ i gjeldende tidsgruppe.  

 

 

 

Fremføringen ble gjennomført med en ny fremføringsmaskin, STP 120 Spin Tissue Processor 

(se figur 4). Det ble utført et testforsøk med vevsbiter fra hver gruppe, i regi av en annen 

bachelorgruppe med ansvar for maskinen. Testforsøket ble gjort for å bedømme kvalitet på 

fremføringsprosessen, og for å avgjøre om de resterende vevsbitene kunne fremføres. 

Figur 3: Utstyret som ble benyttet under makrobeskjæringen. Pinsett, skalpell, 

kassetter, beholdere til oppbevaring og avfallsflaske for formalin. 
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2.3     Innstøping og snitting 

De resterende vevsbitene ble fremført med programmet som ble etablert under testforsøket. 

De ble deretter støpt i parafin ved bruk av Leica Histotap Plus voksdispenser (se figur 5B), og 

Leica, Jung, Histoblock fryseplate (se figur 5D). Det ble brukt to typer støpeformer, en form 

med tynnere vegger som tas i bruk ved patologiske avdelinger, og en form med tykkere 

vegger. Det var vanskelig å orientere to vevsbiter og samtidig løfte støpeformen over til 

fryseplaten. Løsningen vår var å orientere og feste en vevsbit, og deretter skrape bort stivnet 

parafin fra posisjonen vi ønsket å plassere den andre vevsbiten i for så å fylle på ny parafin. 

Deretter når den siste vevsbiten var festet ble støpeformen flyttet tilbake for å smelte 

parafinen så mye som mulig uten at vevsbitene flyttet på seg og så igjen kjøle ned parafinen. 

Ved å smelte parafinen på nytt unngikk man dannelsen av ulike lag, og dermed sprekker i 

parafinen. Parafinblokkene ble stående på fryseplaten til de var solide, fjernet fra formene, og 

deretter sto blokkene over natten i romtemperatur. Til snitting ble det tatt i bruk to Thermo 

Scientific Microm HM 355S mikrotomer, med tilhørende Section Transfer System. Blokkene 

Figur 4: STP 120 Spin Tissue Processor som ble brukt til fremføring av 

vevsbitene. 
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ble trimmet med snittykkelse 20µm, til vevet ble eksponert. Deretter ble det brukt snittykkelse 

2,5µm for snittene.  

 

 

 

 

 

Snittene ble organisert i fargekoder basert på tidsgruppe og fargemetode (se figur 6). Snitt fra 

gruppe 1-4, som skulle farges med HES, fikk objektglass med henholdsvis blå, grønn, gul og 

rosa markering. Snitt fra alle tidsgruppene, som skulle farges med Giemsa, hadde hvit 

markering. Objektglassene ble plassert i nummerert rekkefølge på tørkepapir før de ble 

organisert i stativ etter ID og fargemetode. Det ble skjært totalt fem snitt per blokk, to snitt 

forbeholdt HES og tre snitt for Giemsa.      

Figur 5: (A) Vevsbiter i en støpeform under parafininnstøping. (B) Leica 

Histotap Plus voksdispenser. (C) Thermo Scientific Microm HM 355S 

mikrotom med Section Transfer System. (D) Leica, Jung, Histoblock 

fryseplate med ferdigstøpte vevsblokker til nedkjøling. 

(A) (B) 

(C) (D) 
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2.4     Fargemetoder: HES og Giemsa  

Fargeprosedyren for HES er utarbeidet for humant vev, og for å tilpasse metoden til annet vev 

ble det derfor laget to snitt per vevsblokk, i det tilfellet prosedyren var uegnet for fiskevev. 

Ved bruk av Giemsa må snittene differensieres etter farging, derfor ble det laget tre snitt fra 

hver blokk, slik at ett snitt ble differensiert etter prosedyren, og ett ble differensiert med to 

ekstra dypp i hver av differensieringskarene. Det tredje snittet var for å teste fargemetoden, da 

Giemsa også er utarbeidet for humant vev. Første forsøk ble utført med selvlaget Giemsa 

stamløsning. Innkjøpt Giemsa var tiltenkt å være ferdig utblandet stamløsning, men kom som 

tørrstoff. Tørrstoffet var ifølge en produsent løselig i forholdet: 1mg til 1ml etanol. Det ble 

veid 20mg tørrstoff, som ble blandet med 20ml etanol. Stamløsningen ble blandet med 

destillert vann. Under testingen av denne Giemsa blandingen ble det oppdaget at fargen ga 

store mørke fargeartefakter på objektglasset. Det ble besluttet at Giemsa også skulle lages ved 

sykehuset Ålesund, og både Giemsa og May-Grünwald løsningene skulle filtreres før bruk (se 

figur 7B). Snittene ble lagt opp med dekkglass og Mountex lim.  

Figur 6: Alle snittene som ble produsert under snitting, organisert etter gruppe 

og fargemetode. Objektglass i venstre del av stativ er snitt farget med HES og 

objektglass i høyre del er farget med Giemsa. 
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Figur 7: (A) Fargerekken benyttet ved HES. (B) Filtrering av May-Grünwald- 

og Giemsa-løsninger. (C) Ferdig monterte snitt etter farging med HES. 

HES-fargerekke, filtrering av Giemsa, ferdigmonterte snitt 

(A) (B) (C) 
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3     Resultat  

 

Det ble produsert totalt 82 snitt av ulik kvalitet (se Tabell 3-3). Av de 82 forble 23 ubrukt, de 

ble altså ikke farget. Av de resterende 59 snittene ble 29 vurdert som egnet. Egnede snitt er 

farget med HES eller Giemsa fargemetoder. Et egnet HES-snitt inneholder intakt epidermis, 

dermis og muskellag, hvor et egnet Giemsa snitt inneholder de samme komponentene, men 

også interessante skader med betennelsesreaksjoner. Resterende ble regnet som uegnede snitt, 

da de enten manglet vevstrukturer som epidermis eller muskulatur, hadde destruerte 

komponenter, folder i snittet, eller fargeartefakter fra den ufiltrerte Giemsa fargen i første 

forsøk.         

Tabell 3-3: Oversikt over antall snitt produsert, og hvilke av disse som ble ubrukt, og regnet 

som uegnet eller egnet.  

Gruppe Totalt 

antall snitt 

Ubrukt Uegnet 

HES 

Egnet 

HES 

Uegnet 

Giemsa 

Egnet 

Giemsa 

1 22 6 1 3 7 5 

2 20 4 0 4 6 6 

3 21 5 1 3 8 4 

4 19 8 3 1 4 3 

1-4 82 23 5 11 25 18 

 

3.1     HES 

Totalt 16 snitt ble farget med rutinefargen HES. HES gir kontraster i vevet, det blir enklere å 

skille vevskomponenter, og dermed blir det enklere å forstå vevet i mikroskopet. Prosedyren 

som ble fulgt i dette prosjektet er ment for bruk på humant vev, men resultatene viser at 

prosedyren er adekvat for bruk på hud fra den ventrale regionen av rognkjeksen (bilde x). 

Safran fargen som ble brukt var ikke tillaget spesifikt for prosjektet og var derfor gammelt 

ved bruk.  
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3.2     Giemsa 

Giemsa fargemetoden gir betennelse og betennelsesceller farge. Denne metoden var den 

viktigste å utføre korrekt for å utforske arrdannelse og immunrespons. Denne prosedyren var 

også ment for humant vev, og det ble derfor produsert minimum tre snitt per vevsblokk for 

bruk i Giemsa metoden. Metoden gir muskelvevet rød farge, grunnet bruk av fargestoffet 

eosin. Metylenblå gir en sterk blå farge i områder med betennelse, og gjør det enklere å se 

skader i vevet. Resultatene fra første Giemsa forsøk var ikke som forventet. Vevet tok fargen 

godt, men mangelen på filtrering, og bruken av etanol til blanding av Giemsa tørrstoffet kan 

ha ført til dannelsen av mange og sterke fargeartefakter i vevet.   

Figur 8: (A) Vevssnitt H1-4 farget med HES som har fått et godt fargeresultat. 

(B) Vevssnitt H3-2 farget med HES, men snittet er tydelig overfarget og det 

forekommer en del luftbobler på objektglasset. 

(A) (B) 
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Etter første utførelse med Giemsa metoden ble det skaffet stamløsninger fra patologisk 

avdeling ved Ålesund sjukehus. Disse ble filtrert gjennom en trakt med filterpapir. To stativ 

med ett snitt fra hvert individ ble differensiert ulikt. Første stativ fulgte differensierings 

stegene i prosedyren, og andre stativ ble dyppet to ganger ekstra i hver av differensierings 

karene. Dette resulterte i ulike fargeintensiteter på snittene uansett behandlingsmetode. Det 

var derimot større suksess blant snittene som fulgte prosedyren. Mange av snittene som ble 

differensiert mer hadde veldig svak fargeintensitet.  

 

Figur 9: Vevssnitt H3-2 farget med ufiltrert Giemsa-løsning hvor det 

forkommer en del fargeartefakter i bindevevet. 



Side 22 av 61 
 
 

 

 

 

Giemsa fargen ga gode resultater for prosjektet. Metoden gjorde skader i muskelvevet og 

betennelsesreaksjoner i dermis enklere å oppdage. De fleste snittene var av liten interesse, da 

de inneholdt små skader i muskulaturen og betennelses reaksjoner. I en håndfull snitt ble det 

oppdaget store skader i muskellaget. Disse skadene strakk langt og bent gjennom 

muskelvevet. I oversiktsbildet hvor det ble brukt 4x forstørrelse for å se hele vevet ser man 

alle tre skadene ligge i parallell med hverandre, og de har et unaturlig utseende. Ved 10x 

forstørrelse er det mulig å se dannelsen av bindevev mellom den skadde muskulaturen 

allerede i gruppe 2. Nærmere undersøkelse av skadene viser også tilstedeværelsen av ulike 

betennelsesceller. Det mest iøynefallende ved 40x forstørrelse er flere ansamlinger av små 

rosa celler. Giemsa farger cytoplasma rosa hos nøytrofile granulocytter, som er en viktig 

celletype i det uspesifikke immunforsvaret.        

Figur 10: (A) Vevssnitt H1-41 farget med Giemsa hvor fargeresultatet er som 

ønsket. (B) Snitt H1-12 er også farget med Giemsa, men her er fargen betydelig 

svakere. 

(A) (B) 
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Figur 11: Tre bilder tatt av samme vevssnitt, men med ulik forstørring. (A) 4x 

forstørring viser tre parallelle muskelskader (1), hvor blå farge i muskelvevet 

indikerer betennelse (2). Det er også mulig å se betennelse i dermis (3). (B) 

10x forstørring viser bindevev som har erstattet muskelvev (4), men man ser 

også tydelig forskjell på normalt (5) og skadet muskelvev (6). (C) 40x 

forstørring viser tydelig rosa betennelsesceller (7) i bindevevet. 

(A) (B) 

(C) 

1 

2 

3 
4 

7 

6 

5 
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4     Diskusjon  

 

4.1     Laboratoriearbeid 

Etter alt laboratoriearbeidet ble det produsert totalt 82 snitt (tabell 5-3) som kunne brukes til 

farging med HES eller Giemsa. Av disse farget vi 59 og av disse ble i underkant av halvparten 

regnet som egnet for bruk i undersøkelse. Dette er et godt resultat etter flere ulike 

utfordringer.  

 

4.1.1     Makrobeskjæring og fremføring 

Vaksinasjonsstedet var oppgitt i en vaksinasjonsmanual som ble brukt av forskningsgruppen 

som hadde ansvar for fiskene før avlivning og overføring til formalin. Stikkstedet var ellers 

usynlig, og vi måtte eksponere stikkstedet slik som forklart tidligere. Det er mulig at flere av 

vevsbitene ikke ble delt slik at stikkstedet ble eksponert (se figur 12). For å unngå liknende 

problemer i fremtiden er det nødvendig å endre vaksinasjonsmanualen slik at stikket gjøres en 

standardisert lengde bak sugekopp eller foran gattåpningen, slik at man kan forsøke 

stansebiopsi. Stansebiopsi eliminerer problemet med orientering, og det vil inneholde 

vevsstrukturene fra epidermis og helt inn til bukhulen. Det bør også anskaffes tusjformalin og 

foam pads for å enklere orientere vevet etter beskjæring. 
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4.1.2     Innstøping og snitting 

Innstøpingen ble utført med gamle voksdispensere med en enkel varmeplate og en egen 

fryseplate plassert like ved. Systemet vårt fungerte greit, men det oppsto problemer når vi 

skulle støpe mindre vevsbiter. Siden vi hadde to vevsbiter per støpeform, måtte disse støpes i 

lik dybde for å kunne snittes. Teknikken vi tok i bruk fungerte, men korrekt orienteringen av 

vevsbitene var ikke alltid like enkelt og ville vært hjulpet av bedre markering, eller færre 

vevsbiter per støpeform. En mer tilgjengelig fryseplate, slik som nyere voksdispensere har, 

ville gjort teknikken vår enklere.  

Snittingen var det enkleste steget, men vi møtte utfordringer her også. Mikrotomene vi brukte 

hadde tilhørende «section transfer systems», eller vannsklier. Ved gjentagende snitting ble det 

klart at snittene ble trukket ned med kraft, noe som strakk ut og ødela flere snitt. Problemet 

ble unngått ved å snitte ett og ett snitt. For å unngå feil ble det brukt ulike seksjoner vi av 

kniven til trimming og snitting, knivene ble byttet ofte, og vevsblokkene ble plassert tilbake 

på fryseplatene for å holde seg nedkjølte. 

Figur 12: Snittet er har fått et godt fargeresultat, men det er ingen ting som 

ligner et stikksted til stede. 
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4.2     Hematoxylin Erytrosin Safran 

Bruken av HES som fargeteknikk viste seg å gi gode resultater. Fargingen ble utført i henhold 

til prosedyre for humant vev, men ved mikroskopering ble det klart at strukturene i fiskevevet 

var tilnærmet like. Det ble også klart under mikroskoperingen at fargeprosessen ikke var 

perfekt, da vi hadde en del gul/oransje avleiringer i bindevevet på de fleste snitt. Ettersom 

disse avleiringene bare var å finne i bindevevet var det tydelig at opphavet til disse var den 

gamle safranen som ble brukt. Den gamle safran fargen kan også være grunnen til at gulfargen 

ble noe svak i bindevevet. Dette hadde imidlertid ingen påvirkning på vår vurdering av 

resultatet ettersom vi kun var ute etter å se om strukturene i fiskevevet liknet de man finner i 

humant vev. 

Mange av HES snittene inneholdt alle vevskomponentene vi var ute etter å se, ingen hadde en 

synlig stikkskade. Fargeresultatet var derimot godt, og metodene våre har produsert flere fine 

histologiske snitt med rutinefargen. Den gode fargen gjorde det mulig å se små rupturer i 

muskelvevet, flere hadde tydelig arrdannelse som kan tyde på at skadene var gamle (se figur 

8A).  

 

4.3     Giemsa  

Ved første farging med Giemsa ble det oppdaget fargeartefakter i varierende størrelser på 

objektglassene (se figur 9). Forklaringen på dette er usikkert, men sannsynligvis skyldes 

artefaktene feil tilblanding av Giemsa-løsningen, mangel på filtrering av May-Grünwald og 

Giemsa, eller en kombinasjon av disse to momentene. Ved neste farging ble løsningene filtrert 

gjennom filterpapir, samt at både May-Grünwald og Giemsa-løsningene var ferdig tilberedte 

ved Ålesund sykehus. Denne fargeprosessen produserte ingen fargeartefakter. 

Likedan som ved mikroskopering av HES ble de ferdige vevssnittene undersøkt for å se om 

de inneholdt alle vevskomponenter vi var interesserte i. Det ble raskt klart at også mange av 

disse snittene var mangelfulle, og da spesielt med tanke på fraværet av muskelvev. 

Tilstedeværelse av muskelvev var essensielt da vi skulle observere dannelse av arrvev 

ettersom det er hvordan de histopatologiske metodene påvirker hele vevet som er interessant 

for prosjektet.  

Hos mange av de gunstige snittene var det tydelige skader i muskelvevet, og betennelse til 

stede, men de fleste av disse skadene anså vi som skader påført under behandling. Disse 
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skadene hadde et kurvet utseende og skadene penetrerer ikke gjennom muskellaget. Ettersom 

vaksinen er en bukvaksine er vevskaden nødt til å ha penetrert hele muskellaget mellom 

hypodermis og bukhulen. Selv om disse skadene ikke kom fra selve vaksinenålen kan vi 

fortsatt se tydelig dannelsen av arrvev og betennelse (se figur 13). 

 

 

 

 

På de snittene hvor det forekom store muskelskader kunne vi si med relativt stor sikkerhet at 

det var et stikksted vi så (se figur 11). Disse skadene var lineære og dyptgående, samtidig som 

det forekom tilsynelatende likedanne skader i muskulaturen på samme vevsbit. Trolig 

kommer dette av at vaksinenålens utforming bringer med seg et mekanisk stress på vevet 

rundt selve stikkstedet, noe som fører til rupturer i muskulaturen. På den måten vil man få en 

sentral skade i vevet som stammer fra nålens penetrering, samt en perifer skade på hver side 

av denne. I alle de tre skadene ble det funnet både bindevev og betennelsesceller der hvor det 

tidligere hadde vært muskelvev. Det ble også observert en tydelig betennelsesreaksjon i 

dermis, i form av en dypere og mer konsentrert blåfarge.  

 

Figur 13: (A) Snitt H3-11 som har en tydelig skade i muskelvevet (1) og en 

betennelsesreaksjon i dermis (2). (B) Vevssnitt H2-11 har en skade som ser ut 

til å gå gjennom både hudlaget og muskelvevet (3), og man ser også en tydelig 

betennelse i dermis (4). 

2 

1 

3 

4 

(A) (B) 
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5     Konklusjon  

Til tross for ulike utfordringer under laboratoriearbeidet, har det blitt produsert gode snitt og 

fargeresultat. De histopatologiske metodene som er utviklet og ment for bruk på humant vev 

har gitt gode resultater fra forsøk på vev fra fisken rognkjeks. De gode fargeresultatene førte 

til observasjoner av tydelig arrdannelse, betennelsesreaksjoner i dermis, og betennelsesceller 

blant skadet muskelvev.  
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7     Vedlegg 

 

7.1     Vaksinemanual 
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7.2     Risikovurdering 
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7.3     Datablad for kjemikalier 
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