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Megin markmid verkefnisins var ad studla ad aukinni afkomu lidulirfa og porsklirfa i
eldi og nota til pess umhverfisvaenar adferdir. Notud var blanda betibakteria (probiotic
bacteria) i pvi markmidi ad breyta samsetningu bakteriufloru a fyrstu stigum eldisins og
auka med pvi stodugleika i eldisumhverfi sem rannsoknir syna ad betir afkomu lirfa.
Forkannanir 4 notkun bléndunnar bentu til ad hun studladi ad auknu hlutfalli lirfa sem
proskudust edlilega og ekki virtist purfa ad medhondla lirfur jafn oft i pvi skyni ad na
nidur bakteriufjolda og halda affollum i lagmarki.

{ verkefninu var jafnframt préud adferd til ad kortleggja mynstur heildarérverufléru
med sameindafredilegum adferdum og rannsdkud fylgni & milli vaxtar/atkomu lirfa og
préunar a fjolda og mynstri bakteriufloru a fyrstu stigum eldisins. Jafnframt voru pekktar
adferdir proteinmengjagreininga adlagadar til ad hegt vaeri ad rannsaka ahrif
umbhverfispatta, i pessu tilfelli batibakteria, & proteintjaningu i porsklirfum.

Helstu nidurstddur benda til pess ad fodurdyr lirfa (Artemia, hjoldyr) séu afar misjéfn
a0 gedum med tilliti til fjolda bakteria. Nidurstodur benda jafnframt til pess ad
bakteriuflora fodurdyra sé fremur einsleit en fjolbreyttari floru sé¢ ad finna i lddulirfum ef
litid er til rektanlegrar bakteriufloru. Mjog samberilegar nidurstodur fengust med
rannsoknum & heildarfléru bakteria og bendir pad til ad bakteriuflora a fyrstu stigum
ltdueldis s¢ ad storum hluta reektanleg. Medhondlun med beetibakterium virtist ekki hafa
afgerandi 4hrif 4 afkomu ludulirfa en aftur & moti reyndist medhondlun leida til leekkunar
a hlutfalli vanskapadra ladulirfa & kvidpokastigi. Nidurstoour rannsokna & fyrstu stigum
porskeldis syna aftur 4 moti ad auka matti lifun lirfa talsvert vid medhdndlun baedi lirfa og
fodurdyra peirra med betibakterium. Nidurstddur Gr proteinmengjagreiningum syna ad
meodhdndlun med batibakterium hefur afgerandi ahrif 4 proteintjaningu porsklirfa
samanborid vid émedhondladar lirfur. I medhondludum porsklirfum voru 16 préteindeplar
tjadir marktaekt (P<0.05) i meira magni og 59 proéteindeplar i minna magni samanborid
vid vidmidunarhop.

Nidurstodur verkefnisins 1 heild sinni syna ad medhdndlun med batibakterium virdist
hafa meiri ahrif & fyrstu stigum porskeldis og gaeti skyringa a pvi verid ad leita i meira
jafnvaegi og almennt minni fjolda bakteria & fyrstu stigum ludueldis Fiskey ehf. Margra
ara rannsoknir i samstarfi vid Fiskey ehf. liggja parna ad baki og hefur reglubundid eftirlit
med fjolda og samsetningu reektanlegrar bakteriufléru 4 hinum ymsu stigum eldisins leitt
til aukins jafnveegis og almennt betri gada i framleidslunni. Verkefnid hefur pvi
tvimelalaust eflt pekkingu & fyrstu stigum eldis sjavarfiska og studlad ad aukinni
hagkvamni i eldi sjavartegunda fiska a {slandi.

Verkefnid var styrkt af AVS rannsdknasjédi i gavarutvegi (2004-2006) svo og Nordisk
Atlantsamarbeide (2004-2006).
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The aim of this project was to increase survival of halibut and cod larvae in
aquaculture. Larvae and their live feed were treated with a mixture of probiotic
bacteria in order to change the pattern of the bacterial flora during the first
processing stages and thereby increasing the stability in the environment, as
increased stability has been shown to contribute to increasing growth and
survival of larvae. Results from preliminary experiments using the probiotic
mixture indicated that treatment contributed to increased percentage of yolk sack
larvae that developed in a normal way, and fewer treatments of larvae were
needed in order to control bacterial growth and keep larval death to a minimum.

A molecular method was introduced and developed to analyse the pattern of
the bacterial flora in environmental samples, as well as comparing the pattern of
the total bacterial flora and the cultivable bacterial flora which was grouped with
respect to a number of biochemical properties. Furthermore, the correlation
between growth/survival of larve and the numbers and pattern of bacteria during
the first stages of the production was examined. Methods for proteomic analysis
were furthermore customised and used in order to investigate the effect of
treatment with probiotic bacteria on protein expression in cod larvae.

Primary results indicate that the quality of the larval live feed (Artemia,
rotifers) varies considerably with respect to numbers of culturable bacteria as
well as with respect to the pattern combination of the total bacterial flora. The
culturable part of the bacterial flora of Artemia was shown to be relatively
homogenous with respect to species composition, while more heterotropic
bacterial flora was observed in eggs and larvae. Similar results were obtained
with the total bacterial flora, which indicates that the bacterial flora during the
first production stages of halibut aquaculture is mostly culturable. Treatment
with probiotic bacteria did not seem to profoundly affect the survival of halibut
larvae, but the percentage of deformed (gaping) larvae turned out to be below
average in yolk sack larvae treated with the probiotic mixture.

Furthermore, survival of cod larvae was shown to be considerably increased
by treatment of both larvae and the live feed (rotifers). Results from the
proteomic analyses reveal that treatment with probiotic bacteria profoundly
affects protein expression in larvae, compared to untreated larvae. Sixteen
protein spots were expressed in significantly greater magnitude (P<0.05) and 59
protein spots in significantly smaller magnitude compared to the protein
expression in larvae from the control group.

The overall results indicate that treatment with the probiotic mixture has more
profound effects during the first production stages of cod larvae compared to
halibut larvae, which could be partly explained by more stability and overall
lesser numbers of bacteria during the first production stages of halibut larvae at
Fiskey Ltd.

The project was supported by the | celandic AVS fund (2004-2006) and
Nordisk Atlantsamarbeide (2004-2006).

Summary in English:

English keywords: Marine aquaculture — production of larvae — survival — bacteria —
probiotic bacteria — grouping of bacteria — molecular methods (T-RFLP)
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1. INNGANGUR

A 1idnum arum hefur eldi sjavarfiska feerst mikid i voxt. Luda er 4 medal peirra stofna
sem eru ofnyttir og mikil eftirspurn er eftir en litid frambod, en med vaxandi eldi er haegt
ad bjoda upp 4 stodugt frambod og voru sem er jofn ad gedum. Ahugi fyrir porskeldi fer
einnig mjog vaxandi vid nordanvert Atlantshaf og buast ma vid ad eldi &4 porski muni
aukast mjog 4 nastu arum (Arnason et al. 2004). Mikil affoll verda 4 fyrstu stigum
sjavarfiskeldis og tengjast pau m.a. drverufraedilegu alagi i eldisumhverfi lirfa (Olafsen et
al. 2001). Pad er pvi samdoma alit peirra er standa ad eldi sjavarfiska ad 6rveruflora og
vandamal tengd Orverufradilegu alagi a fyrstu stigum eldisins sé eitt af helstu
ahersluatridum sem rannsaka purfi og rada bot 4 til ad auka hagkvemni eldisins. Ymsar
leidir hafa verid reyndar til ad koma 1 veg fyrir mikid bakteriualag i eldisumhverfinu:

e Umgengni og adferdir i eldinu purfa ad vera samkvaemt akvednu verklagi og med
pad ad markmidi ad lagmarka bakteriuvoxt (verketni & vegum Rf/HA og Fiskey
ehf., ”Styring orverufloru i startfodurkerjum ludulirfa”, sem styrkt var af Rannis
2001-2003).

e Halda bakteriufj6lda i skefjum med geislun eldisvokva, medhondlun med
utfjolublau 1josi, ozone, efnum eda med 60rum leidum - t.d. med lifvirkum efnum
(bakteriudrepandi og/eda hamlandi virkni)

e Efla moétstdouafl lirfa sem ekki hafa proéad sérhaefda onemissvérun & pessu stigi -
t.d. med lifvirkum efnum (6nemisérvandi virkni).

e Stydja vid voxt e@skilegrar bakteriufloru 4 kostnad oeskilegrar - t.d. med
lifvirkum efnum (prebiotik virkni).

e Breyta/styra samsetningu floru med pvi ad bata "gédum” bakterium (probiotic

bacteria) i umhverfi eda foourdyr lirfa &4 pessum fyrstu stigum eldisins.

Lo6gd hefur verid dhersla 4 ad faekka bakterium og mikill d4hugi er fyrir ad geta styrt
eda breytt samsetningu bakteriufloru til ad auka stoougleika i eldinu og baeta atkomu
lirfa. Fiskey ehf. hefur undanfarin ar verid staersti einstaki framleidandi luduseida i
heiminum og framleiddi fyrirteekid & sidasta ari um 450 pusund laduseidi. Stefna
fyrirteekisins er ad framleida yfir 1 milljon seida arid 2008. Margra 4ra rannsoknir i
samstarfi Fiskey og Rf/HA liggja a0 baki og unnt hefur reynst ad minnka verulega lifraeent

alag (bakteriuvoxt) & fyrstu stigum fodrunar. Medaltals atkoma ludulirfa ur startfodrun
1



hefur aukist ar um 60% i um 80% & sidustu drum og mun meiri stodugleiki er i
framleidslunni samanborid vid adur. Megin dhersla hefur verid 16g0 a fyrstu stig fodrunar
en nidurstodur fyrri rannsokna hafa jafnframt bent til pess ad lirfur séu afar misjafnar af
gedum pegar i startfodrun kemur. Ymislegt bendir pvi til ad fjoldi bakteria og
samsetning florunnar hafi vidtekari ahrif 4 gaedi kvidpokalirfa en adur er pekkt. Fyrri
rannsOknir gafu einnig visbendingar um ad medhdndlun hrogna og kvidpokalirfa med
peirri blondu batibakteria sem notud var i verkefninu, leiddi til téluverdrar faekkunar
gapara (um 10%). Gaparar eru kvidpokalirfur par sem kjafturinn lesist i opinni stodu og
geta lirfurnar pvi ekki tekid til sin fé60ur og drepast fljotlega eftir ad naringarinnihald
kvidpoka er uppurid og startfodrun hefst. Fjoldi gapara hefur pvi umtalsverd ahrif a

heildarframleidslu laduseida.

Rannsoknir & lirfum sjavarfiska hafa synt ad fyrstu vikurnar eftir klak einkennast af
harri dénartidni og hzegum vexti (Blaxter, 1988). I porsklirfueldi hérlendis er heildarlifun
fra klaki til loka frumfodrunar einungis i kringum 10% (Steinarsson et al. 2004).
Margvislegar astedur liggja ad baki pessum miklu afféllum sem medal annars ma rekja
til 6hagstaedrar bakteriufloru i eldiskerfi lirfanna svo og meltingargetu lirfa (Brown et al.
2003) en meltingargeta er had magni og virkni trypsina. Nylegar rannsoknir syna ad
trypsinvirkni er breytileg & fosturstigi porsks en er i lagmarki vid upphaf fedunams
(Sveinsdottir et al. 2006).

Vid upphaf faedunams er meltingarvegur lirfa sjavarfiska fremur 6proskadur auk pess
sem sérhaefd onemissvorun hefur enn ekki nad proska. Rannsoknir & lirfum sjavarfiska
hafa synt ad unnt er ad audvelda peim meltingu préteina med fo60ri sem Orvar seyti og
virkni trypsins i frumféorun (Péres et al. 1998). Med pvi ad audvelda lirfunum meltingu
faedu, ma pvi studla ad aukinni lifun i lirfueldinu (Rojas-Garcia et al. 2002). bekking a
foori fyrir porsk er mjog takmorkud og mikid skortir & um rannsdknir &4 neringar- og
fodurporf tegundarinnar (Arnason. 2004). Rannsoknir eins og framkvamdar voru i pessu
verkefni eru pvi naudsynlegar baedi hvad préun fodurs vardar sem og proun adferda vid
lirfueldid sjalft. Slikar rannsoknir munu til lengri tima litid geta att patt i a0 baeta atkomu

lirfa i sjavarfiskeldi (Rojas-Garcia et al. 2002).



Hjoldyr henta vel sem fyrsta feda porsklirfa. Ymsar tegundur hjoldyra finnast en tvaer
peirra hvad mest notadar i fiskeldi (Steinarsson 2004. Moretti et al. 1999. Olsen et al.
2004). Dvalaregg hjoldyra er unnt a0 geyma arum saman i frysti og pola pau vel
sOtthreinsun til ad fordast Orverur sem geetu fylgt peim (Balompapueng et al. 1997).
Hjoldyr eru fedusiarar og narast & 6gnum sem eru allt ad 30 um ad sterd. Dyrin eru i
sjalfu sér tiltélulega naringarsnaud og pvi eru oft notud sérstok audgunaretni til pess ad
auka neringargildi peirra. Hjoldyr er audvelt ad audga med fitusyrum par sem likja ma
eftir samsetningu dyrasvifs. Audgun med porungum hefur adallega verid stundud i Japan
en hefur ordid algengari 4 sidustu arum i Evropu med tilkomu poérungapykknis sem
sparar mikla vinnu i eldisstodvunum (Lubzens et al. 1995). Med porungagjof er haegt ad
auka magn amindsyra i hjoldyrunum (Aragao et al. 2004). Hjoldyrin parf einnig ad audga
med vitaminum eda efnum sem pau geta breytt i vitamin (Rennestad et al. 1998. Merchie
et al. 1997; Lavens et al. 1998). bPorungar eru yfirleitt vitaminrikir en flest tilbin
audgunarefni innihalda vidbeatt vitamin. Til viobotar ma nefna audgun med lifefnum
(ensimum og peptidum) og bakterium en per tilraunir eru enn & byrjunarstigi

(Steinarsson, 2004).

Ladulirfur eru fodradar & saltvatnsrakju (Artemia) fyrstu vikurnar eftir ad peer
byrja ad taka til sin fodur. Petta eru frumsted krabbadyr sem badi geta faett lifandi lirfur
og gotid hrognum (Steinarsson 2004, Dhert et al. 2001). Fiskey ehf. kaupir hrogn fra
Aquafauna-BioMarine, klekur peim og notar sem startfédur fyrir ladulirfur. Til ad auka
hreinleeti 1 eldinu eru fodurdyrin afskurnud fyrir klak i fersku Iéttsoltu vatni med
klorlausn og sidan klakin vid 25-30°C, strefnismagni ekki undir 2 mg/L, seltu 4 bilinu 5-
35 g/L, syrustigi & bilinu pH 7,8-8,2 og vid stdduga lysingu (2000 lux) og tekur klakid
um 24 klst. Fodurdyrin eru 6sérvirkar siuatur og er pvi audvelt ad nota pau til ad bera
hentug neringarefni handa lirfum. Fisklirfur purfa 4 naudsynlegum naeringarefnum ad
halda sem f6durdyrin innihalda ekki, eru petta sérstaklega omega-3 fitusyrur p.e.
eikosapentaensyra (EPA-20:5n=3) og dokosahexaensyra (DHA-22:6n-3) (Lavens et al.
1996). Til ad beta gadi, voxt og lifun fisklirfa eru fodurdyrin audgud med sérstakri
fitublondu i 24 eda 32 kist. og i framhaldi af pvi skolud og gefin i startfoourker.
Foourdyrunum fylgir mikill fjoldi bakteria og getur petta lifreena alag reynst lirfunum
ofvida ef ekkert er ad gert (Rf skyrsla #21-03 2003 Styring orverufloru i startfédurkerjum
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ludulirfa). Mikilvaegt er ad skapa éakjosanlegt umhverfi fyrir lirfur med jakveedri
bakteriufléru svipad og hagt er ad hafa ahrif 4 adra petti eldisins (fitusamsetning
fodurdyra, skygging umhverfisins an notkunar porunga o.s.frv.). Moguleiki & ad styra
orverufléoru 1 umhverfi og meltingarvegi tegunda i eldi, er pvi tvimalalaust med
akjosanlegri valkostum og er ad vonum mikill ahugi fyrir peirri lausn 1 eldi sjavarfiska.

Markmid rannsokna & 6rverum i strioeldi [udulirfa er ad leita leida til ad stjorna
fjolda og samsetningu florunnar og getur afkoma lirfa 1 startfodrun ordid yfir 90% ef vel
tekst til. Mogulegt er ad stjorna samsetningu bakteriufléru med pvi ad bata ut i
umhverfid bakterium sem né par fotfestu og skapa pannig umhverfi sem er hagstatt fyrir
lirfurnar (Macey et al. 2005). Leitast er vid ad halda 6rverufjolda i skefjum med ymsum
leidum en notkun batibakteria (probiotic bacteria) er tvimelalaust med akjosanlegri
valkostum. Batibakteriur hafa almennt verid skilgreindar sem “lifandi bakteriur sem hafa
jékvaeo ahrif a einstaklinginn med pvi ad beaeta orverufredilegt jafnvegi 1 meltingarvegi
hans” (Gatesoupe 1999). Vid samsetningu blanda batibakteria fyrir fisk, hefur gjarnan
verid studst vid pa pekkingu sem unnist hefur vid rannsoknir & beetibakterium fyrir menn
og dyr. Pannig var megin uppistada fyrstu blanda betibakteria sem komu & markadinn
fyrir fisk gjarnan mjolkursyrubakteriur en i framhaldi af pvi einnig bakteriur sem
reyndust hamla vexti rikjandi bakteria i eldinu svo og bakteriur sem eru natturulegar i
umhverfi sjavar (Vibrio, Bacillus, Pseudomonas o.fl.) (Makridis et al. 2000).
Batibakteriur hata i moérgum tilfellum reynst vel vid ad auka voxt og geedi fisklirfa med
pvi ad hindra ad sjukdomsvaldandi bakteriur nai yfirhondinni og jafnvel med pvi ad auka
o6nzmissvorun lirfa (Ottesen et al. 2000). Betibakteriur fyrir fisk hafa fyrst og fremst
verid framleiddar med notkun i eldi hlysjavartegunda i huga en nokkrar blondur sem
fengist hafa 4 almennum markadi hafa verid reyndar 4 fyrstu stigum ladueldis hja Fiskey
ehf. (Verkefnid: “Styring orverufloru 1 startfodurkerjum Iadulirfa 2001-2003).
Rannsoknir pessar syndu m.a. ad tegundir sem sagdar voru i blondunum rektudust hvorki
ur eldisumhverfi né meltingarvegi lirfanna og pvi dliklegt ad pessar tegundir hafi lifad af
eda ndo fotfestu i eldinu vid umhverfishitastig (4-11°C) og adstaedur par.

Sidastlidin ar hefur fengist 4 markadinum blanda batibakteria sem honnud er fyrir
eldi fodurdyra kaldsjavartegunda fiska (REMUS® fra Avecom, Belgiu). I fyrstu var
engar upplysingar ad f4 um innihald blondunnar adrar en radlagdur notkunarstyrkur en
pegar fram lidu stundir (2005) var gefid upp ad um veri ad reda blondu batibakteria
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fyrir eldiskerfi. Blandan veri samsett ur mismunandi bakteriustofnum sem einangradir
hofou verio ur eldisvokva vio rektun faedudyra (Artemia and rotifer). Einnig er tekid
fram ad megin stofnar i blondunni séu Aeromonas schubertii, Paracoccus denitrificans,
Phenylobacterium sp. og Gluconobacter sp. svo og ad pessir stofnar séu “beneficial
symbionts”. Nidurstodur fyrri rannsékna syndu ad medhondlun med blondunni &
akvednum stigum eldisins gaf aukid hlutfall lirfa sem proskudust edlilega & kvidpokastigi
(leekkun & hlutfalli gapara) auk pess sem ekki virtist naudsynlegt ad medhdndla lirfur jafn
oft til ad minnka affoll pegar i startfodrun kom. Ahrif medhondlunar kvidpokalirfa og
aframhaldandi medhdondlun lirfa i startfodrun virtist pé ekki skila arangri pegar i
startfodrun var komid, par sem voxtur og myndbreyting lirfa voru jafnvel lakari en i
vidmidunarkerjum. Ymsir peettir hafa hrif 4 myndbreytingu flatfiska og hafa rannsoknir
synt ad i fedunni eru pad m.a. fitusyrur, A vitamin svo og thyroid hormén, og hefur
lakari myndbreyting verid sett i samband vid skort & pessum efnum (Hamre et al. 2005).
Nidurstodur fyrri rannsdékna & fyrstu stigum ladueldis gefa pvi visbendingar um ad
medhondlun med REMUS® blondunni geti haft neikvad ahrif & getu lirfa til ad nyta
naringarefni Ur fadunni og pvi valdid lakari myndbreytingu. Jakvaed ahrif medhondlunar
a hlutfall vanskapadra lirfa 4 kvidpokastigi (gapara) pottu poé dhugaverd og dhugi fyrir pvi
a0 rannsaka nanar ahrif REMUS® 4 fyrstu stigum ladueldis og einnig porskeldis.

Til pess ad f4 sem marktaekastar nidurstodur voru i verkefninu framkvamdar
endurteknar tilraunir og medhondlad i eins miklum fj6lda eldiseininga i [udueldi Fiskey
ehf. og mogulegt wvar, auk pess sem 4avallt voru hafdar Omedhondladar
vidmidunareiningar til samanburdar. Medhondlad var med REMUS® i samtals 17
eldiseiningum & hrognastigi, 4 a kvidpokastigi og 4 eldiseiningum lirfa i startfodrun, og
syni tekin & mismunandi timapunktum i hverri eldiseiningu. Til vidmidunar voru 4 sému
timapunktum tekin syni Gr samtals 16 eldiseiningum 4 hrognastigi, 4 4 kvidpokastigi og 8
eldiseiningum lirfa i startf6drun par sem medhdndlad var med hefdbundnum heetti.
Samtals var pvi safnad um 192 synum Ur hrognum, lirfum og eldisvokva peirra, auk 25
syna af fodurdyrum sem medhdndlud voru med batibakterium og 189 vidmidunarsynum
af fodurdyrum. Alls var pvi safnad 244 synum til rannsdkna & bakteriufléru a
mismunandi timum 1 eldi ludulirfa auk synatdku ar 10 hrognakerjum og 8 lirfukerjum
fyrstu fjorar vikurnar eftir klak porsklirfa. Raktanleg bakteriuflora var flokkud til atta
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og attkvisla mtt. lifefnafredilegra eiginleika auk pess sem proud var ny adferd til
greiningar & mynstri heildarfloru bakteria. Adferdin byggir & moégnun 4 vel vardveittu
svaedi erfOaefnis bakteria, 16S rRNA, og notkun skerdiensima til adgreiningar a
mismunandi tegundum bakteriustofna (T-RFLP adferd). RannsoOknir syna ad margar
tegundir bakteria ur koldu og neringarsnaudu umhverfi reynast oft 4 tioum oraektanlegar
a neringaretum vid kjorhitastig 1 rannsoknastofunni (“viable but non-culturable”)
(Verner-Jeffreys et al. 2003) og var pvi 16g0 ahersla 4 ad nota sameindafradilegar

adferdir til samanburdar vid raektanlega bakteriufloru eldisins.

Markmid verkefnisins i heild sinni var ad studla ad aukinni afkomu IGdu- og
porsklirfa Ur startfodrun med notkun baetibakteria og notud var blandan REMUS® fra
Avecom, Belgiu. Undirmarkmid verkefnisins voru eftirfarandi:

e a0 meodhondla med valinni blondu batibakteria i pvi markmidi ad styra
samsetningu bakterfufloru 1 ludueldi, allt fra upphafi hrognastigs til loka
startfodrunar. Logd var megin ahersla 4 ad rannsaka hvar i eldisferli 1idu og hve
oft naudsynlegt vaeri ad medhondla lirfur i gegnum eldisumhverfi peirra og/eda
fodurdyr til pess ad vidhalda jakveedri floru i meltingarvegi eda eldisumhverfi
lirfa. Einnig voru rannsékud ahrif blondunnar 4 fjolda bakteria svo og voxt og
lifun lirfa 4 fyrstu stigum porskeldis.

e a0 leitast vid ad skapa nyja pekkingu 4 dhrifum betibakteria 4 tjaningu trypsina
sem og almenna proteintjaningu 4 fyrstu stigum proskunar porsklirfa i eldi med
hjalp proteinmengjagreiningar (proteome analysis). Ekki er vitad til ad adur hafi
verid framkvemd préteinmengjagreining 4 porsklirfum og er pvi um ad reda nyja
nalgun 4 rannséknum & dhrifum umhverfispatta i porsklirfueldi. Upplysingarnar
sem fast ur verkefninu verda nyttar vid leit ad lifmerkjum til ad meta
meltingargetu sem og almennt astand lirfa i eldi. Einnig verdur unnt ad leggja
pessar upplysingar til grundvallar vid préun a f6dri sem og almennri eldisteekni
sem mida ad beattu astandi og aukinni lifun lirfa i elda.

e a0 rannsaka samsetningu og eiginleika tiltekinnar blondu baetibakteria.
Bakteriusamsetning ~ blondunnar ~ var  ranns6kud < vid  mismunandi

umhverfisadstedur (liftimi og voxtur bakteria vid mimsunandi hitastig, pH, seltu,



neringarefni osfrv) og jafnframt hvort og vid hvada adstedur tegundir Ur
blondunni naedu fotfestu i meltingarvegi og/eda eldisumhverfi lirfa.

e a0 leggja grunn ad préun nyrrar blondu batibakteria af pekktri samsetningu og

sem hentar sem markviss forvorn i ladu- eda porskeldi vid islenskar adstaedur
(lagt umhverfishitastig). Byggt verdur afram 4 pessari pekkingu i nyju verketni:
“Betibakteriur i lidueldi” sem styrkt hefur verid af Teekniprounarsjodi (2006-
2008).

Mikilvaegi pess ad auka afkomu lirfa sjavartegunda i eldi er otviraett. Porskeldi er ort
vaxandi atvinnugrein og luda er i sérstokum verdflokki sem hagadaafurd og er hvert
seidi pvi afar dyrmeett. Verkefnid hefur skilad margpettum é&rangri og varpad skyrara
1j6si 4 pad vandamal sem bakteriufjoldi og samsetning bakteriufloru virdist vera a fyrstu
stigum eldis sjavartegunda fiska. Verkefnid hefur pvi studlad ad aukinni hagkvaemni i
eldi sjavarfiska 4 Islandi en mikil affoll fylgja idulega fyrstu stigum pessa eldis.
Umbhverfishitastig er lagt hér vid land og vaxtartimi pvi hlutfallslega lengri samanborid
vid nagrannapjodir okkar og samkeppnisadila um eldi sjadvartegunda fiska. Mikilvaegi
pess ad auka voxt og afkomu 4 pessum fyrstu stigum eldisins er pvi otvirett auk. Goodar
likur eru taldar 4 ad unnt verdi ad yfirfera pa pekkingu sem pegar hefur aflast & fyrstu
stigum ludueldis yfir i eldi 4 porski og 6drum sjavarfiskum 4 Islandi og studst var vid
nidurstodur tilrauna i [udueldi Fiskey ehf. vid skipulag og uppsetningu tilrauna 4 fyrstu
stigum porskeldis. Markmid pessara tilrauna var ad rannsaka hvort medhondlun med
tiltekinni blondu batibakteria (REMUS®) leiddi til aukinnar lifunar porsklirfa a fyrstu
stigum eldisins auk pess sem rannsdkud voru ahrif medhdndlunar & tjaningu trypsins svo
og fjolda rektanlegra bakteria i meltingarvegi og eldisumhverfi porskhrogna og lirfa

fyrstu vikurnar eftir klak.

2. ADFERDPIR OG FRAMKVAMD
2.1. Tilraunir i lidueldi Fiskey ehf.

Meginmarkmid pessara tilrauna var ad kortleggja pa bakteriufloru sem er til
stadar a fyrstu stigum ladueldis, baedi vid hefdbundna medhondlun i eldinu svo og ur
tilraunum til ad styra fjolda og samsetningu bakteriuflérunnar vid medhdndlun med
batibakterium i pvi markmidi ad gera bakteriufloru hagkvaemari fyrir ladulirfur 4 fyrstu

stigum eldisins.



Tilraunir 1 ladueldi voru framkvaemdar i seidaeldisstod Fiskey ehf. &4 Hjalteyri vid
Eyjafjord. Til ad fa sem marktaekastar nidurstodur & ahrifum medhondlunar i eldinu, var
16gd ahersla 4 a0 endurtaka tilraunir auk pess sem syni voru tekin ur fjolda eldiseininga
og yfir allt eldistimabilid (hrogn, kvidpokalirfur, lirfur i startfodrun og fodurdyr).
Tilraunir voru settar upp med hlidsjon af hefdbundu eldisferli Fiskey ehf. Hrogn eru h6fo
i hrognakerjum i 14 daga og sidan safnad r 5-8 kerjum i eitt silo par sem kvidpokalirfur
lifa 4 innihaldi kvidpokans nastu u.p.b.50 dagana. begar startfodrun hefst er lirfum ur
hverju siloi skipt 1 1-3 startker par sem byrjad er ad fodra paer med fodurdyrum fra fyrsta
degi. Fodurdyr eru klakin og pau sidan rektud i eldisrymi Fiskeyjar og audgud med
sérstakri fitublondu 1 24 kist. (morgungjof) eda 32 klst. (seinnipartsgjof) og i framhaldi af
pvi skolud og gefin i startfodurker. Vio medhdndlun er baetibakteriuunum baett ut i
eldisumhverfi lirfa 3-10 sinnum 4 hverju stigi eldisins og syni tekin til bakteriurannsdkna,
ad lagmarki 1 upphafi, 4 midju og vid lok hvers stigs (3-6 sinnum & hverju stigi eldisins).
Til samanburdar voru avallt tekin syni Gr jafn morgum eda fleiri einingum par sem
medhondlad var med hefobundnum hatti (viomid). Einnig voru rannsokud ahrif
medhondlunar &4 fodurdyrum lirfa i startfodrun (Artemia) og lirfur fodradar med
6medhondludum fo6durdyrum til samanburdar.

Notud var blanda baetibakteria sem fast keypt 4 almennum markadi (REMUS®)
og i tilraunum yfirleitt studst vio leidbeiningar frad framleidanda, p.e. notad eitt gramm af
blondu (dufti) i hverja 25L af sj6 nema annad sé tekid fram (t.d. vid medhondlun
foourdyra). Duftid var leyst upp i 5-10L af sjo, hrert vel i og blandan latin standa i
lagmark eina klukkustund 4dur en henni er batt ut i eldiseiningar. Vid medhondlun lirfa i
startf6drun var medhondlad i gegnum eldisvokva auk pess sem fodurdyr voru notud til ad
bera betibakteriur i lirfur. Ef synataka var sama dag og medhondlad var med
batibakteriublondu, voru syni tekin 4dur en blandan var sett Ut i eldiseininguna.
Uppsetning og framkvamd tilrauna var i hondum starfsmanna Fiskey ehf. sem einnig sau
um skrdningu affalla, mat 4 vexti og afkomu hrogna og lirfa svo og 4 hlutfalli

vanskapadra lirfa.

Tilraunauppsetningar:

Medhondlun med batibakterium & hrognastigi, kvidpokastigi og i startfé6drun (PPP).

Tilraunir voru framkvamdar i endurtekningu, p.e. tilraun A og B (framkvemdar 2004
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og 2005). I tilraun A var medhondlad med batibakterium i 5 hrognakerjum med 6
vidmidunarker, 1 siloi med 1 til vidmidunar og 1 startkeri med 1 til vidmidunar. {
tilraun B var medhondlad med batibakterium i 6 hrognakerjum med 4 til vidmidunar,
1 sil6i med 1 til vidmidunar og 1 startkeri med 1 til vidmidunar. Uppsetning tilrauna
A og B var i megindrattum sl sama ad pvi undanskildu ad i tilraun A voru lirfur {
startf6drun medhondladar oftar (10 medhondlanir samanborid vid 7 medhondlanir i
tilraun B). Syni voru tekin ar eldiseiningum & fyrirfram dkvednum dégum p.e. & sému
dogum eftir frjéovgun og klak hrogna i 6llum eldiseiningum. Syni voru tekin af
hrognum og lirfum svo og eldisvokva peirra (sja toflu 1). bessar tilraunir voru hluti af

rannsoknatengdu meistaranami Hildigunnar Rutar Jonsdottur vio Audlindadeild HA

2006.

Tafla 1. Uppsetning tilrauna A og B (n = fjoldi eldiseininga par sem medhondlad var med
beaetibakterium / vidmidounareiningar).

Tilraun A

Hrognaker (n=5/6)

Kvidpokalirfur (n=1/1)

Startker (n=1/1)

REMUS medhondlun (dagar
fra fyrsta degi i keri)

Synataka (dagar fra
fyrsta degi i keri)

REMUS medhondlun (dagar
fré fyrsta degi i keri)

Synataka (dagar fra
fyrsta degi i keri)

REMUS medhondlun (dagar
fra fyrsta degi i keri)

Synataka (dagar fra
fyrsta degi i keri)

0 1 0 1 0 1
7 7 3 3 1 7
14 14 15 15 2 14

30 30 4 21
50 50 5 28

7 37
14
21
28
35

Tilraun B

Hrognaker (n=6/4)

Kvidpokalirfur (n=1/1)

Startker (n

=1/1)

REMUS medhondlun (dagar

Synataka (dagar fra

REMUS medhondlun (dagar

Synataka (dagar fra

REMUS medhondlun (dagar

Synataka (dagar fra

fra fyrsta degi i keri) fyrsta degi i keri) fra fyrsta degi i keri) fyrsta degi i keri) fra fyrsta degi i keri) fyrsta degi i keri)
0 1 0 8 0 1
7 7 3 16 3 7
14 14 15 29 7 22
30 49 14 27
49 21 36
27 44
35

Medhondlad med baetibakterium 4 mismunandi stigum eldisins (2005). Endurtekning

fyrri tilrauna par sem ymist var medhondlad med betibakterium & O6llum eda
akvednum stigum eldisins. Hefobundin medhondlun var h6fd sem vidmid i 6llum

medhondlunum;



PPP: Medhondlun med REMUS® 4 6llum stigum eldisins; hrognastigi,
kvidpokastigi og 1 startfodrun. Medhondlad var i 6 hrognakerjum, einu
siloi og 1 startkeri.

PPK: Medhondlun med REMUS® 4 hrognastigi og kvidpokastigi.
Medhondlad var i 6 hrognakerjum og einu siloi og lirfur sidan fluttar 1 1
6medhondlag startker.

KPK: Medhondlun med REMUS® & kvidpokastigi. Safnad var hrognum
ur 7 6medhondludum hrognakerjum i 1 sil6 par sem medhdndlad var med
REMUS® og lirfur sidan fluttar i 1 startker par sem ekki var medhdndlad
med REMUS® .

KPP: Medhondlun med REMUS® 4 kvidpokastigi og 1 startfodrun.
Safnad var hrognum ur 7 6medhdndludum hrognakerjum i 1 sil6 par sem
medhondlad var med REMUS® og lirfur sidan fluttar i 1 startker par sem
einnig var medhdndlad med REMUS® .

KKK: Hefobundin medhondlun & o6llum stigum eldisins (vidmid). Til

vidmidunar voru h6fo samtals 18 hrognaker, 2 silo og 6 startker.

Y firlit yfir fyrirkomulag pessara tilrauna er synt i t6flu 2, par sem sést er & hvada dogum

medhondlad var med batibakterium og hvenar syni voru tekin til rannsokna &

bakteriufloru.

Tafla 2. Uppsetning tilrauna a seinna verkefnisari (2005-2006). Tilgreindir eru dagar par sem
medhondlad var i eldiseiningum svo og hvenzer synataka var framkvaemd. Syni voru avallt tekin
fyrir medhondlun ef synataka var sama dag og medhondlad var med REMUS® .

Hrognaker

fra fyrsta degi i keri)

REMUS medhondlun (dagar

Kvidpokalirfur Startker
Synataka (dagar frd | REMUS medhdéndlun (dagar | Synataka (dagar frA | REMUS medhondlun (dagar | Synataka (dagar fra
fyrsta degi i keri) fra fyrsta degi i keri) fyrsta degi i keri) fra fyrsta degi i keri) fyrsta degi i keri)
0-2 0-2 0-2 1 1
6-8 7-10 7-10 7 7
13-14 26 -30 26 -30 14 14
50 - 54 50 - 54 21 21
28 28
35 35

Medhondlad var med REMUS® i gegnum eldisumhverfi (eldisvokva) hrogna og lirfa

svo og i gegnum fodurdyr lirfa i startfodrun. A fyrra verkari (2004-2005) voru

framkvaemdar

tilraunir med audgun fodurdyra, baedi 1 klaki, 24 tima rektun og 32 tima
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reektun auk pess sem rannsékud voru ahrif mismunandi styrks beetibakteria (0,5g/25L,
2g/25L, 4g/25L og 8g/25L af REMUS® blondu). Einnig voru rannsdkud ahrif pess ad
lengja pann tima sem fodurdyr voru audgud med batibakterium en nidurstodur gafu ekki
visbendingar um ad pad hefdi ahrif 4 bakteriufloru eda gadi fodurdyra og pvi ekki fjallad
nanar um paer nidurstédur hér (sja meistararitgerd Hildigunnar Rutar Jonsdottur vid
Audlindadeild HA 2006).

Rannsdknir & dhrifum badana 4 ladulirfur i startf6drun (2004). Ladulirfur 1 startfodrun

eru medhondladar samkvaemt dkvednu bodunarkerfi Fiskey ehf. sem var i notkun &
peim tima sem rannsdknin var framkvaemd. Kénnud voru dhrif mismunandi styrks
sotthreinsiefna & fjolda bakteria og samsetningu flérunnar. Ladulirfum var skipt i 6
startker og 1 tveimur peirra badad med hefobundum hatti (viomid), i tveimur var
badad med halfum styrk efna og i tveimur med hefdbundnum styrk en badad sjaldnar
en venja er. Nidurstodur pessa verkpattar pottu ekki skila neinum upplysingum og
verdur pvi ekki fjallad ndnar um paer nidurstodur hér (sja meistararitgerd Hildigunnar

Rutar Jonsdottur vid Audlindadeild HA 2006).

Tilraunir 4 endurnytingarkerfi 4 fyrstu stigum ladueldis (2004). Tilraunir voru gerdar

med endurnytingarkerfi samhlida tilraun A. Hrognahdpur Gr Omedhdndludu
hrognakeri var fluttur i silo6 par sem eldisvokvi var endurnyttur og afram i startker
sem einnig var med endurnytingarkerfi. Gerour var samanburdur 4 efnaalagi i pessum
eldiseiningum samanborid vid i vidmidunareiningum par sem eldisvokvi var ekki
endurnyttur. Rannsoknir 4 efnainnihaldi syna voru framkvamdar 4 rannséknstofu Rf
Reykjavik og a Idntaknistofnun. Nénari lysingu & framkveemd pessum tilraunum er

ad finna 1 meistararitgerd Hildigunnar Rutar Jonsdottur, vido Audlindadeild HA 2006.

Samtals var safnad 92 synum ur eldiseiningum par sem medhdndlad var med
baetibakterium. Pessi syni voru af hrognum ur 17 hrognakerjum (syni tekin i upphafi, um
mitt og 1 lok timabilsins 1 hverju keri), 4 kvidpokasiloum (syni tekin 4-5 sinnum &
timabilinu 1 hverju siloi) og 4 startfédrunarkerjum (syni ad jaftnadi tekin 6 sinnum &
timabilinu 1 hverju keri), auk pess sem syni voru tekin af eldisvokva i hverri eldiseiningu

i tilraunum A og B. Til vidbotar var safnad samtals 100 synum af hrognum og lirfum ur
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16 hrognakerjum, 4 siloum og 8 startkerjum par sem medhondlad var med hefdbundnum

hatti (vidmidunareiningar).

Jafnframt voru tekin syni af fodurdyrum sem medhondlud voru med batibakterium
(samtals 25 syni) svo og af fodurdyrum sem medhondlud voru med hefdbundnum heetti
og eldisvokva peirra (samtals 189 syni). Vegna mikils fjolda syna og nidurstada var valin
su leid 1 pessari skyrslu ad gera samantekt & nidurstodum bakteriurannsokna i
eldiseiningum par sem medhdndlad var med bakibakterium svo og i vidmidunarsynum

sem vid eiga hverju sinni.

2.2. Rektun og akvoroun a fjolda raeektanlegra bakteria
Vid synatokur Ur eldiseiningum er naudsynlegt ad gaeta fyllsta hreinlatis og ad
allur synatokubtinadur s¢ daudhreinsadur. Syni voru tekin i daudhreinsud ilat sem fyllt
voru af eldisvokva og hafur sidan notadur til ad veida upp hrogn og lirfur. Syni ar
fodurdyrarektum voru tekin eftir 24 og 32 tima raektanir, synin skolud undir rennandi
ferskvatni og vokvi latinn siga af adur en pau voru sett i daudhreinsud ilat. Syni eru pvi
naest sett i isskap eda 4 is og pau flutt sem fyrst 4 rannsoknastofu Rf & Akureyri til
reektunar og akvorounar 4 fjolda og mynstri bakteriufloru. Medhdndla parf syni sem fyrst
par sem fyrri rannsoknir syna ad of langur timi fra synatdku getur haft hrif & nidurstodur
orverutalninga. Urvinnsla syna for fram & rannsoknastofum Rf og HA ad Borgum 4
Akureyri. Fjoldi lirfa i synum var dkvardadur og yfirbord hrogna og lirfa sidan
sotthreinsad (0,1% benzalkonium klorid). Hrogn, lirfur og fodurdyr eru pvi naest vegin
yfir 1 daudhreinsud ilat, syni pynnt tifalt i daudhreinsudu peptone-sjovatni (0,1% peptone
leyst 1 70% sjovatni) og lausnin pvi nast gerd einsleit i ULTRA THURAX tatara vid
blondun i 3*10 sek med 10 sek hvild 4 milli (8000 rpm). Utbtinar eru frekari pynningar
synis 1 peptone-sjovatni og sad ur peim a yfirbord MA (Marine Agar 2216, Difco) og
TCBS (Thiosulphate Citrate Bile Sucrose agar, Difco) agarskala. Eldisvokva er safnad i
daudhreinsud ilat, blandad kroftuglega fyrir synatoku og vokvinn sidan siadur i gegnum
Whatman GF/A filtra (1,6 um) til ad fjarleegja allar agnir Gr vokvanum en bakteriur fylgja
med vokvanum i gegnum siuna. Tifaldar pynningar eru sidan gerdar a4 synum og sad ur
pynningum 4 agarskalar eins og adur er lyst. Allar skalar voru rektadar vio 15°C i 7 daga
og heildarfjoldi bakteria 4samt azetludum fjolda Vibrio bakteria pvi naest akvardadur.
12



2.3. Greining og flokkun raektanlegrar bakteriufloru

Ur hverju syni voru valdar MA skalar med 100-250 kolonium/skal, tolf stofnar
valdir af handahofi og umsad yfir 4 nyjar MA skalar og raektad afram vid 15°C par til
greinilegur voxtur er kominn 4 skalar (2-7 dagar). Stofnar voru pvi nast flokkadir til atta,
attkvisla og/eda tegunda m.t.t. svorunar i KOH proéfi, Gram litun, Cytochrome oxidasa,
Katalasa, MOF profi (oxun/gerjun), nemi fyrir O/129 Vibriostatic compound, voxtur
med og an NaCl svo og voxtur med og an Novobiosine. Rektanleg flora var flokkud i
hopa m.t.t. svorunar i mismunandi préfum og um 12 stofnar Gr hverjum hép sidan
flokkadir nanar med API S0E stadfestingarpréfi sem adlagad er stofnum Gr umhverfinu
(prof framkvaemt vid raektun 1 2-3 daga vid stofuhita) og ad lokum lesid af samkvemt

leidbeiningum fré framleidanda.

2.4. Mynstur heildarfléoru greint med sameindafraedilegum aoferoum.

Syni sem safnad var Ur eldinu voru greind med sameindafraedilegum adferdum og
var pad i hondum starfsmanns 4 Nattarufradistofnun Islands — Akureyrarseturs, Viktors
Mar Bonilla.

[ samvinnu vid sérfredinga hja Rf var proud og sett upp adferdin T-RFLP
(terminal-restriction length polymorphismi). Syni ur eldinu (1/10 pynning syna) og
hreinrektir af stofnum eru fryst vid -80°C par til greining er framkvemd. DNA er
einangrad Ur synum med tveimur mismundandi adferdum; phenol/chloroform adferd sem
tekur 2-3 daga eda med pvi ad nota einangrunarpakka fra Qiagen (QIAprep Spin) og
tekur su adferd einungis um einn til tvo tima. Phenol/chloroform adferdin var notud til ad
byrja med en m.tt. vinnusparnadar var 1 framhaldinu 4kvedid ad nota
einangrunarpakkann fra Qiagen. Hreinleiki synisins er metinn med pvi a0 rafdraga afurd
a agarose geli 1 u.p.b. 30 min og lita sidan med ,,ethidium bromide* til ad gera bondin
synileg. Rafdrattur 4 agarosa geli er framkvemdur eftir hvert skref hreinsunarinnar,
mognunar og klippingar til ad haegt s¢ ad fylgjast med hreinleika syna skref fyrir skref.
Eftir einangrun DNA 0r synum er pad magnad upp med PCR par sem notadir eru pekktir
flarmerktir alhlida visar (universal primers) sem eru hannadir ut fra geni sem rannsoknir
syna ad varOveittst hefur i erfdamengi bakteria (16S rRNA) (Aakra et al. 1999, Bernard
et al. 2000). [ pessari rannsokn voru notadir primerar sem reynst hafa vel i 6drum
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samberilegum  rannséknum (9F (GAGTTTGATCCTGGCTCAG) og 1512R
(TGCCGATGGAACAATGCTGAA)). PCR afurdin er pvi nast klippt med skerdiensimi
(Haelll) og ad lokum er synid greint i ABI310 Orgreini. Hver tegund bakteria gefur
mislanga buata af DNA sem greinast i tekinu og koma par fram sem mismunandi storir
toppar a grafi. Topparnir eru sidan greindir og bornir saman vid stadal med sérstoku
orgreiningarforriti.

Vid proun adferdarinnar voru med pessari adferd samtals greindir um 700
bakteriustofnar (phenol/chloroform adferdin). I framhaldi af pvi voru greindir um 400
hreinraektadir bakteriustofnar Ur eldinu (Quiagen adferdin) auk 147 syna af hrognum,
kvidpokalirfum, lirfum i startfodrun og féourdyrum peirra. Par af voru greind med
adferdinni 56 syni af hrognum/lirfum/f6durdyrum sem medhondlud hofdu verid med
REMUS® auk 91 synis Gr einingum par sem medhondlad var med hefdbundnum heetti
(vidmid).

2.5. Rektun bakteria ur bztibakteriublondu

[ rannsokninni var notud blanda batibakteria sem faest keypt 4 almennum markadi
en ekki reyndist unnt ad fa upplysingar um innihald hennar og pvi framkvamdar tilraunir
til ad rekta upp bakteriustofna ur blondunni 4 rannsoknastofunni. Framkvaemd
tilraunanna for fram 4 rannsoknastofu Rf & Akureyri. Mismunandi magn af blondunni var
leyst i daudhreinsudum sj6 samkvemt lysingu fra framleidanda og lausnirnar sidan
reektadar vid mismunandi hitastig (6 °C, 15 °C og 30°C). Syni voru tekin & mismunandi
timapunktum og sad & naringaraeti (Marine Agar, Brain Heart Infusion agar) svo og &
valin séreeti til reektunar a Vibrio bakterium (Thiosulphate Citrate Bile Salts Sucrose agar
(TCBS )), mjolkursyrubakterium (nitrite actidione polymyxin agar (NAP)) (Halami et al.
1999) og gersveppum (Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol) (DRBC)) (Difco
Laboratories. 1998). Rektad var 4 skdlum vid mismunandi hitastig (6 °C, 15 °C og 30°C)

i allt ad tvaer vikur adur en fjoldi reektanlegra bakteria var dkvardadur.

2.6. Tilraunir a fyrstu stigum porskeldis.

Tilraunir voru framkvaemdar i eldisadstodu Holaskola a Saudarkroki og i
tilraunaadstoou Hafré6 ad Stad vid Grindavik a4 arunum 2004-2005, sem hluti af
rannsoknatengdum verkefnum nemenda vid Audlindadeild HA. I tilraunauppsetningu 4
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Saudarkroki (haust 2004) var safni hrogna skipt i tvo hopa og deilt i 3 eldiseiningar
hverjum. Annar h6épurinn var medhdndladur med batibakterium i gegnum eldisvokva (0,
5, 8 og 12 dogum eftir frjovgun) og nidurstodur bakteriutalninga og greininga bornar
saman vid0 émedhondladan hop (kontrdl). Syni voru tekin af hrognum og eldisvokva
peirra & mismunandi timapunktum (5, 8, 12 og 15 dogum eftir frjovgun) auk pess sem
affoll og voxtur voru skrad. Nakvaemari lysing 4 framkvamd pessara tilrauna er ad finna i
meistararitgerd Hildigunnar Rutar Jonsdoéttur, vid Audlindadeild HA, 2006.

[ tilraunauppsetningu i tilraunaeldisst6d Hafré ad Stad vid Grindavik (vor 2005)
var ymist medhondlad med batibakterium fra upphafi hrognastigs (strax eftir fjovgun
hrogna), medhondlun hafin vid klak hrogna og/eda medhondlad i gegnum fodurdyr.
Eldissjor hrogna var audgadur med batibakterium (hépur B1), p.e. vid frjévgun og & degi
7 og 11 eftir frjovgun hrogna. Uppsetning hrognaeldis er synt 4 mynd 1. A Stad voru
jafnframt ranns6kud ahrif medhondlunar med batibakterium 4 tjaningu trypsins i
porsklirfum og eru per tilraunir hluti af doktorsnami Hoélmfridar Sveinsdottur vid

Haéskola Islands (sja 3.4.).

Klak hefst Lirfur i lirfusild

- mmm————

X

*% *

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Dagar eftir frjovgun

Mynd 1. Uppsetning hrognaeldis. Eldisvokvi (hépur B1) var audgadur med batibakterium i styrkleikanum
0.1 g/l (**) og 0.04 g/l (*). A hrognastigi var einungis medhdndlad med betibakterium i hop B1. Klak hofst
i badum hépunum (K og B1) a 11. degi eftir frjovgun hrogna.

béttleiki var 4000 hrogn/l eldissjo, hitastigi var haldid um 7 °C, rennsli i %2 1/min,
vag loftun og ljosstyrkur 10 lux 16 kist & sélarhring. Daud hrogn voru fjarlegd daglega
ur siloum. Tveimur dogum eftir klak voru lirfur fluttar yfir i 150 1 lirfusilé og
viomidunarhop (K-hop) skipt i 3 hopa; K, B2 og B3 4 medan Bl-hopnum var afram
haldid sér. Eldisvokvi var audgadur med betibakterium daginn 4dur en lirfurnar voru

feerdar (hopar B2 og B3) og sidan annan hvern dag fram ad lokum tilraunarinnar (24 degi
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eftir klak). Par fyrir utan fékk B3-hopur daglega hjoldyr i fyrstu fodurgjof dagsins sem
audgud hofou verid med batibakterium. Mynd 2 synir uppsetningu lirfueldisins.

Lirfur 1 lirfusilé
Frumtl"(')érun hefst Synataka

|

|

1

1 !
1 I
1 1
1 1
1 1
| 1
| 1
1 1
1 !
i -‘v-++++++++++++++++++

=i_

*

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1o 1 2 B 4 B B Iy B 19 20 21 22 23 24
Dagar eftir klak

Mynd 2. Uppsetning lirfueldis. Eldisvokvi var audgadur med batibakterium i styrkleikanum 0.1 g/l (**) og
0.04 g/l (*) auk pess sem i hopi B3 var i adra hvora gjof fo6drad med hjoldyrum sem audgud hdfou verid
med beetibakterium (+). A lirfustigi var einungis medhéndlad med betibakterium i hépum B2 og B3.
Frumfédrun héfst i 6llum hopum & fimmta degi eftir klak.

Eftir a0 frumf6édrun hofst voru lirfuhdparnir f6dradir 3svar 4 dag med hjéldyrum
(Brachinous plicatilis), sem audgud voru med Protein Selco Plus audgunarefni (Inve,
Belgia) og 2svar 4 dag med porungum. béttleiki var 7500 lirfur/150 1, hitastig 9 °C, vag
loftun, vatnsrennsli 750 ml/min og stodug lysing (300 lux) i 24 klst. 4 dag. Daudar lirfur
voru fjarlaegdar tr siloum daglega og fjoldi peirra akvardadur. I lok tilraunarinnar voru
eftirlifandi lirfur taldar upp ur siléum til ad meta lifunina. Um 20 lirfur voru teknar ar
hverju siloi til dkvordunar & purrvigt (lirfur purrkadar vid 75°C 1 purrkofni 1 48 klst og
sidan vigtadar). Syni til proteinmengjagreininga voru tekin 4 degi 24 eftir klak og
snoggfryst i fljotandi kofnunarefni. Synin voru geymd vid —80°C fram ad proteinttdreetti.

Synataka for fram 5 klst. eftir fyrstu fodurgjof dagsins.

Yfirlit yfir medhondlanir hdpanna eru synt i toflu 3. Tvaer endurtekningar voru fyrir

hverja medhondlun.
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Tafla 3. Medhondlun lirfuhépa meo beetibakterium (REMUS®).

Hépur Hrognastig Lirfustig

Bl Batibakteriur 0

B2 0 Batibakteriur

B3 0 Batibakteriur og hjoldyr medhdndlud med batibakterium'
K 0 0

(0) Ekki audgad med batibakterium
("): Auk audgunar eldisvokva med batibakterium voru lirfur i B3-hop foradar i adra (morgungjof) af
tveimur gjofum dagsins med hjoldyrum sem audgud hofou verid med baetibakterium.

Batibakteriuaudgun 4 hrognastigi. Sama dag og hrognin komu i stodina var rennsli tekid

af og betibakterium baett i eldisvokva hrognasiléoa (0.1 g/l). Tveimur klst. sidar var
hitastig stillt 4 7 °C og hrognum bezett i sildin og rennsli og loftun pvi naest sett 4. Eftir ad
hrognin voru komin ut i sil6in for audgunin pannig fram ad fyrir fyrstu f6ourgjof dagsins
var rennsli tekid af og 1.0 g af betibakteriunum bett Ut 1 siloid (0.04 g/l). Prjatiu

minutum sidar var rennsli sett aftur 4 og lirfurnar fodradar.

Batibakteriuaudgun & lirfustigi. Einum degi adur en kvidpokalirfur voru ferdar i

lirfusiléin var rennsli tekid af og betibakterium baett 1 eldisvokva siléa (0.1 g/1). Rennsli
ekki sett aftur 4 fyrr en naesta dag. Sama dag og kvidpokalirfur voru faerdar i lirfusiloin
var hitastig stillt 4 8 °C med pvi ad hleypa 40% af eldisvokva r siloi og fylla aftur upp
med 1 °C heitum sjo. Rennsli var tekid af og betibakterium bett ut i sil6id pannig ad
styrkleiki yroi aftur 0.1 g/l. Einni klst. sidar voru kvidpokalirfur faerdar i sil6id og rennsli
sett aftur 4. A lirfustiginu var rennsli tekid af og 6 g af batibakterium bett i eldisvokva i
silbum annan hvern dag (0.04 g/l). Einni klst. sidar var rennsli sett aftur 4. Audgun
hjoldyra for pannig fram ad eldisvokva var skolad af hjoldyrunum, 12 g betibakteria
blandad ut i 1 1 af hjoldyrum (%2 milljon hjoldyr) og latid standa i 30 min vid
herbergishita. Hj6ldyrum asamt batibakteriunum var batt i silo og rennsli tekid af i 1

klst.
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2.6.1. Proteinutdrattur

Préteinatdrattur fyrir 2D (tvividan, two dimensional) rafdratt var framkvemdur med
pvi ad jafna lirfusyni (samsett syni, ca 10 lirfur) i fjorféldu magni af frumurofsbéfter (7M
urea, 2M thiourea, 4% (w/v) CHAPS, 0.3% (w/v) DTT, 1% 4-7 IPG Buffer, 1% protease
inhibitor cocktail (Sigma, St. Louis, MO, USA)). Vi0 jofnunina var notast vid “sample
grinding kit” fra GE Healthcare. Jafningurinn var spunnin vid 11 500g i 10 min og flotid
(proteinextrakt) hirt. Proteinextraktid var geymt vid -20 °C bar til frekari greiningar a pvi

foru fram.

2.6.2. Greining préoteina meo tvivioum rafdraetti

Proteinin voru greind med 2D rafdretti 4 annad hvort svokolludum “small- (7 cm
IPG gels)” eda “medium- (11 cm IPG gels) format” 2D geljum. Til dkvordunar a
proteinmagni sem hlada skyldi & IPG (immobilised pH Gradient) reemu var proteinlausn
(einangrad porskatrypsin eda porsklirfu proteinextrakt) keyrt & 1D SDS-polyacrylamid
geli og proéteinin litud med Colloidal Coomassie Blue G250 litun (Anderson et al. 1991).
Magn proéteinlausnar sem pipetterad var yfir & IPG reemuna for eftir magni litarins 4 1D-
profilnum. borsklirfu protein voru greind 4 “medium-format” 2D geljum og purfti & bilinu
30 — 40 uL (samsvarar ca. 500 pg af proteini'), en einangrad porskatrypsin (11.25 U/mL)
a “small-format” 2D geljum og purfti 10 pL af pvi.

Einangrad porskatrypsin i glycerodli (11.25 U/mL) var fengid fra Ensimtekni ehf. og
greint med 2D rafdretti 4 “small-format” 2D geli (Uwins et al. 2006). Tiu pL af
trypsinblondunni var blandad saman vid 120 pL af IPG bolgnunarboffer (reswell buffer)
(7M urea, 2M thiourea, 4% (w/v) CHAPS, 0.3% (w/v) DTT, 1% 4-7 IPG Buffer (GE
Healthcare)), 1atid standa vid herbergishita i 10 min og svo spunnid vid 11 500g i 5 min;
125 puL af flotinu var pippetterad & 7 cm IPG gel remu (GE Healthcare). IPG remurnar
voru latnar draga i sig synid vid herbergishita yfir nott. Jafnhledslustilling proteina (fyrsta

vidd) var framkvaemd i Multiphor II rafdrattartaeki fra GE Healthcare 1 premur prepum

'13.50 + 3.98 mg protein/mL porsklirfuextrakt. Medalproteinmagn + stadalfravik sem fengid var Gr
melingum sem gerdar voru med Bradford adferd (Bradford, 1976) & porsklirfum 21 d.e.k. (n=3) og 28
d.e k. (n=3).
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med aflidandi (ramped) spennubreytingu milli prepa: 200 V i 1 min, 3500 V i 90 min,
3500 V i 65 min (2 mA og 5 W var vidhaldid i 6llum prepunum). Adur en sidari vidd var
framkvaemd voru remurnar med préteinunum jafnvagisstilltar (equilibrated), fyrst med
1% w/v DTT 1 30 min (afoxa stlfidtengi) og sidan med 2.5% w/v jodacetamidi i 30 min
(til ad losna vid auka DTT). Lausnirnar voru badar blandadar med equilibration buffer
(50 mM Tris-HCI, pH 8.8, 6 M urea, 30% v/v glycerol, 2% w/v SDS). Sidari vidd var
gerd 1 12% polyacrylamid geli (8x7 cm) og rafdregin vid 75 V 1 75 Vklst og sidan vid
150 V i samtals 450 VKklst.

borsklirfu-préteinextraktid var greint med 2D rafdreetti 4 “medium-format” 2D geli
(Uwins ofl. 2006). brjatiu - 40 uL af proteinextrakti var blandad saman vid 170 - 180 pL
af IPG bolgnunarboffer, 1atid standa vid herbergishita i 10 min og svo spunnid vid 11
500g i 5 min; 200 pL af flotinu var pippetterad 4 11 cm IPG gel remu (BioRad, Hemel
Hempstead, UK). IPG remurnar voru latnar draga i sig synid vid herbergishita yfir nott.
Jaftnhledslustilling proteinanna var framkvemd 1 Multiphor II rafdrattartekinu 1
eftirfarandi prepum med aflidandi spennubreytingu milli prepa: 200 V 1 1 min, 3500 V i
90 min, 3500 V i 7 klst (2 mA og 5 W var vidhaldid i 6llum prepunum). Remurnar med
proteinunum voru jafnvegisstilltar eins og lyst er ad ofan og lagdar & 12% polyacrylamid
geli (16x15 cm) og komid fyrir i BioRad Protean II taki. Proteinin voru rafdregin vid
100 V 1 100 Vklst og sidan vid 200 V i samtals 1300 Vklst. Colloidal Coomassie Blue

G250 litun var notud til ad gera proteindeplana a geljunum synilega.

Jafnhledslupunktar voru fundnir ut fra pH hallandanum i IPG gelinu med hjalp
upplysinga fra framleidenda. Molpungi var dkvardadur med pvi ad rafdraga préotein med
pekktum molmdssum med proteinsynunum. Préteinin sem notud voru eru: myosin
(250000), phosphorylase B (148000), glutamic dehydrogenase (60000), carbonic
anhydrase (42000), myoglobin-blue (30000), myoglobin-red (22000), lysozyme 17000),
aprotinin (6000) og insulin (4000) (MultiMark® Multi-Colored Standard, Invitrogen).
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2.6.3. Greining mynda af 2D porsklirfu proteinprofilum

2D gel med proteinprofilum af porsklirfu préteinextroktum voru skénnud med
“molecular dynamics personal densitometer” (GE Healthcare) sem 12-bit myndir i
upplausninni 50 pm. Greining myndanna var framkvemd med Prognesis 2006
tolvuhugbunadi (Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK). Vid greiningu
proteindeplanna var notast vid verkferla sem eru innbyggdir i hugbtnadinn (in-built
software routines) i bland vid minnihattar handvirkar leidréttingar (minimal manual
editing). 2D proteinprofill fra syni Ky, var valin til ad gera samanburdargel (reference gel)
sem notad var til ad stadsetja (match) proteindepla a restinni af geljunum i tilrauninni
(B3a-d og Ka-c). Depilmagn var stadlad m.t.t. heildarprétinmagns a geli “normal
volume” og samanburdur a depilmagni einstakra protina milli gelja framkvemdur m.t.t.
pess. Medal gel (average gel) voru gerd fyrir hvorn hop ar fjorum geljum (n = 4) i B3-
hop og 3 geljum (n = 3) i K-hép. Hvort gel innihélt préteindepla sem komu fyrir 1 6llum
geljum nema einu. Markteekni i proteintjaningu var metin med student’s t-test (n=4; P <
0.05 fyrir B3-hop og n = 3; P < 0.05 fyrir K-hép). Allir proteindeplar sem syndu
marktekan mun i proteintjdningu samkvaemt pessari adferd voru skodadir vandlega og

handvirk leidrétting framkveemd ef villur voru i deplagreiningu eda stadsetningu depla.

2.6.4. Kennigreining proteina

Proteindeplar af 2D geli af einangrudu porskatrypsini sem og 4ahugaverdir
proteindeplar af 2D geljum af porsklirfuextroktum voru sneiddir ut Ur litudu geli og
meltir med trypsini i gelinu (in-gel trypsin digestion) (Shevchenko et al. 1996; Wilm et
al.1996; Uwins et al. 2006). Proteinmeltingin, peptida utdrattur og undirbiningur fyrir
MALDI markstillingar “targets” var framkvemt af ProPic, ProGEST og ProMS “robots”
(Genomic Solutions, Huntingdon, UK). Gelbuturinn med préteindeplinum var pvegin,
afoxadur (reduced), S-alkyladur (S-alkylated) og meltur i gelinu med trypsini
(sequencing grade modified trypsin; Promega). Peptidextraktid var sett i gegnum
GELoader pipettu sem innihélt POROS R2 bindiefni (sorbent) (PerSeptive BioSystems,
USA). Peptidin voru pvegin og losud med 0.5 pL af mettadri o-cyanol-4-
hydroxycinnamic syru i 50% v/v  ACN, 5% v/v maurasyru (formic acid) lausn. Ro6f

peptidmassanna, einnig kallad “peptiomassafingrafar” var fengid med Applied
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Biosystems Voyager-DE STR MALDI-TOF massagreini. Massagreiningin = var
framkvaemd med eftirfarandi adferd “reflection delayed extration mode” (sja mynd 1).

Jource

laser ions 48 ‘

TOF Analyzer
reflectron

detector
Mynd 3. MALDI-TOF "reflection delayed extraction mode" massagreining. Mynd fengin i Liebler, 2002.

Endurvérpunin (reflection) audveldarar nemanum ad greina jonir med sama m/z’
gildi. Tof 1 utdreaetti (delayed extration) felur i sér seinkun milli jonunar og stefnu jonanna
inn i rér TOF-greinisins. (TOF-analyzer). bessi takni gefur jonunum kost 4 ad fa “fair
start” pannig ad jonir af sému tegund med sama m/z-gildi lenda 4 nemanum a sama tima
(Liebler, 2002). Vid innbyrdis stillingu & peptiomassaréfum var notast vid sjalfmeltu

afurdir trypsins (trypsin auto-digestion products).

Peptidmassar6fin sem fengust Ur massagreiningunni voru notud til ad leita i NCBInr
(National Centre for Biotechnology Information non-redundant) kjarnsyrurada

gagnabankanum med hjalp MS-FIT (http:/prospector.ucsf.edu/) og Mascot

(http://www.matrixscience.com/). Eftirfarandi atridi voru leyfd vid leitina: hamarks

skekkja 1 peptipmassa + 150 ppm, oxad metiénin og systein veri sem S-carbamidometyl

afleida (S-carbamidomethyl-derivate).

* m/z gildid stendur fyrir massi/hledsla. Hradinn sem jonirnar fara i gegnum TOF-greinirinn er i réttu
hlutfalli m/z gildi peirra. Eftir pvi sem m/z gildid er haerra peim mun hradar fljtiga jonirnar.
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3. NIDURSTOPUR OG UMFJOLLUN

[ pessari skyrslu er gerd grein fyrir helstu nidurstédum verkefnisins i heild sinni.
Nidurstodur einstaka tilrauna er ad finna i verkefnaskyrslu Rf # 01-06 svo og i1 verkefnum
Hildigunnar Rutar Jonsdottur til meistaraprofs vido Audlindadeild Haskolans & Akureyri
vorid 2006 og Saranar Oskar Sigvaldadottur til BSc profs vid Audlindadeild HA vorid
2006. Yfirlit yfir verkpeetti verkefnisins & fyrstu stigum 1adu- og porskeldis er synt i toflu
4. Ollum verkpattum hefur verid lokid.

Tafla 4. Yfirlit yfir verkpzetti verkefnisins. Tilraunir voru framkvaemdar 4 fyrstu stigum lidu- og
porskeldis a timabilinu 2004-2006.

Verkpeettir

Proun/uppsetning sameindafreedilegra adferda til flokkunar umhverfisfloru

Notkun beetibakteria i Iidueldi (tilraun A)

Notkun beetibakteria i ludueldi (tilraun B)

Rannsoknir & ahrifum badana & ludulirfur i startfédrun

Audgun fédurdyra med baetibakterium

Reektun bakteriustofna ur baetibakteriublondu

Tilraunir i endurnytingarkerfi & fyrstu stigum Iidueldis

Medhondlun med beetibakterium a fyrstu stigum porskeldis — medhéndlun i gegnum
eldisvokva

Medhondlun med beetibakterium & fyrstu stigum porskeldis — medhéndlun i gegnum
2004-2005 Jeldisvokva og foourdyr lirfa

Proun/uppsetning sameindafreedilegra adferda til flokkunar umhverfisfloru
Kortlagning drverufléru a fyrstu stigum lGdueldis med tveimur mismunandi adferdum:
sameindafraedilegum svo og hefébundinni reektun og greiningu raektanlegrar fléru
Reektanleg oérverufléra greind med sameindafraedilegum adferdum

Medhoéndlun med probiotika

2005-2006 [|Samantekt og Urvinnsla

3.1. Uppsetning og proun sameindafrzaedilegra aoferoa.

Eitt af markmidum pessa verkefnis var ad proa adferd til greiningar
umhverfisfloru (heildarflora bakteria) og gera samanburd & mynstri raektanlegrar floru og
heildarfloru bakteria. bréun adferdarinnar og greining syna i verkefninu, var i hondum
Viktors Mar Bonilla, starfsmanns Nattarufradistofnunar {slands ad Borgum Akureyri,
med adstod Eyjolfs Reynissonar, sérfredings a Rf.

bessi verkpattur tok lengri tima en aatlad var en lokid var vid ad setja upp og
adlaga adferd ad efnivid pessa verkefnis. I umsokn var gert rad fyrir ad greind yrdu
samtals um 184 syni Ur eldinu med sameindafraedilegum adferdum auk greininga 4 1000
reektanlegum bakteriustofnum sem einangradir voru Ur eldinu (samanburdur & raktanlegri
fléru og heildarfloru bakteria i eldinu). Til pess ad unnt vaeri ad greina pann fjolda syna
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ur eldinu sem gert hafdi verid rad fyrir i umsokn, var pvi tekin dkvordun um ad leggja i
aukakostnad vid kaup 4 einangrunarpakka til einangrunar 4 erfdaefni bakterianna
(Quiagen, QIAprep Spin) en par tekur einangrun einungis 1-2 klst i stad 2-3 daga med
hefobundinni adferd (phenol/chloroform adferd). Alls voru um 700 syni af hreinreektum
bakteria greind 4 medan préun og adlogun adferdarinnar stod yfir. [ framhaldi af proun
a0ferdarinnar voru samtals greind um 150 syni Gr eldinu med pessari adferd
(hrogn/lirfur/t6durdyr) auk um 400 syna af raektanlegri floru Gr eldinu. Mynstur
heildarfléru bakteria var einungis greint i hluta endurtekinna tilraunauppsetninga i eldinu.

St adferdafradi sem var valin kallast terminal-restriction length polymorphism
(T-RFLP) og hefur su adferd verid notud til ad fa mynd af fjolbreytileika bakteriufloru i
umhverfissynum (Liu et al. 1997, Moeseneder et al. 1999, Giuliano et al. 1999, Osborn et
al. 2000, Jensen et al. 2002). Adferdin felur i sér allmorg skref, p.e. einangrun erfdaefnis,
mognun erfoaefnis (PCR), klippingu med skerdiensimum og loks Orgreiningu.
Greiningarteeknin liggur i pvi ad bakteriutegundir ma greina i sundur & pvi hve langt fra
5’enda erfdaefnis mismunandi bakteriutegunda tiltekid skerdiensim klippir. Buturinn sem
er merktur myndar pannig mislanga DNA bta eftir pvi hvada tegund 4 i hlut og eru peir
syndir sem toppar 4 grafi. Vid urlestur nidurstadna eru toppar skodadir med hlidsjon af
stodlum sem keyrdir eru med hverju sinni. Peir toppar sem na sému had og stadlarnir og
eru svipadir ad 16gun, eru metnir sem raunverulegir toppar. Fjoldi peirra toppa 1 grafinu
gefur pvi til kynna fjolda bakteriutegunda og had beirra hlutfallslegt magn hverrar
tegundar 1 syninu, sterd toppa gefur til kynna lengd DNA buta sem skerdiensimid hefur
myndad og er pad mismunandi eftir bakteriutegundum. Mynd 4 synir demi um
nidurstodur ur T-RFLP keyrslu vid proun adferdarinnar, par sem mismunandi stofnar

voru greindir einir sér eda blandad saman fyrir PCR mdgnun og radgreiningu.
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Stofn nr. 321
Stofn nr. 49 J
A PRI b
Stofn nr. 389 “
el
321,49 og 389 blandad J
A III

Mynd 4. Damigert mynstur i T-RFLP. Hér voru 3 stofnar keyrdir i sitt hvoru lagi og einnig blandad saman.
Vid bléndun mé sja ad allir topparnir koma fyrir en pé med mismikilli flirljémun. Notad var skerdiensimid
Haelll.

[ 60rum verkpattum var pessari adferd, p.e. T-RFLP med notkun Haelll
skerdiensims, beitt til greiningar 4 mynstri heildarfloru bakteria i synum og gerdur

samanburdur vid greiningu raektanlegrar bakteriufloru i somu synum.

3.2. Rannsoknir a fyrstu stigum ladueldis
3.2.1 Rzktanleg flora og greining 4 mynstri heildarfloru vio hefobundna
meohondlun.

Vid kortlagningu bakteriufloru voru tekin syni 4 mismunandi timapunktum a
fyrstu stigum eldisins, p.e. ur hrognum, kvidpokalirfum, lirfum i startfédrun og
fo0urdyrum peirra, og gerdur samanburdur a raktanlegri floru bakteria og mynstri
heildarfloru. Heildarflora bakteria var greind med fyrrnefndri T-RFLP adferd og tolf
bakteriustofnar valdir af handahoéfi ur rektanlegri floru i somu synum og peir flokkadir til
®tta, @ttkvisla og/eda tegunda m.t.t. lifefnafredilegra eiginleika. Notud voru atta
mismunandi prof og i hverri tilraunauppsetningu valdir um 100 stofnar sem flokkadir
voru nadnar med API 50E stadfestingarprofi. Fyrri rannsoknir syndu ad til ad fa marktakar
nidurstodur vid samanburd 4 bakteriufloru, er naudsynlegt ad hafa synafjolda
fijolbreyttan, p.e. endurtekin synataka yfir lengra timabil og Ur fleiri eldiseiningum.
Akvordun & bakteriufloru fodurdyra er sérstaklega mikilveeg par sem fodurdyr eru gefin
tvisvar 4 solarhring i allar eldiseiningar lirfa i startfodrun (24t og 32t fé6durdyr) par sem

oft & tidum verda skyndileg affoll & lirfum. Fj6lda syna var pvi safnad ar fodurdyrum auk
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pess sem i hverri tilraunauppsetningu voru tekin amk. vikulega syni Gr mismunandi
eldiseiningum (hrogn, kvidpokalirfur og lirfur i startf6drun) yfir um 120 daga timabil,
med pad ad markmidi ad kortleggja orverufloru & fyrstu stigum eldisins. Samtals var
safnad um 160 synum af fé6durdyrum og hrognum/lirfum 4 mismunandi stigum eldisins.
Samhlida voru tekin syni af hrognum, lirfum og fodurdyrum par sem medhondlad var
med batibakterium (sja 3.2.2.), alls um 244 syni.

Nidurstoour greininga 4 raktanlegri Orverufloru syna m.a. ad fodurdyrin
(Artemia) eru mjog misjofn ad gedum m.t.t. heildarfjolda raktanlegra bakteria (TVC)
svo og fjolda aeetladra Vibrio bakteria (sja mynd 5).

Fodurdyr (24t)
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5 1.000 \\( \/V \ i | —=— Vibrio
g 100 v / % \/\'
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1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

jon ol A9 sept NOV

Timabil synatdku 2005

Mynd 5. Nidurstddur bakteriutalninga ar synum af fédurdyrum (Artemia). Myndins synir fjolda
raektanlegra bakteria i hverju grammi fédurdyra (votvikt).

Svipadar nidurstodur fengust Gr rannsOknum & mynstri heildarfloru bakteria i
foourdyrum (T-RFLP adferd) en par syna ad fjoldi toppa (bakteriutegunda) i fé6ourdyrum

getur verid afar mismunandi (mynd 6).
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Mynd 6. Mynstur heildarfléru bakteria i fodurdyrum ar fédurdyraraektun Fiskey ehf (hefdbundin
medhdndlun fodurdyra). Nidurstodur fengnar med T-RFLP adferd par sem fjoldi toppa & grafi gefur til
kynna mismunandi samsetningu bakteriufléru i synum. Raudir toppar eru vidmidun (stadlar) og einungis
peir blau toppar sem né sému had eda meira, eru taldir sem raunverulegir toppar og endurspeglar hver
pbeirra eina tegund bakteria. Ath ekki er hafour sami kvardi milli mynda pannig einungus hagt ad bera
saman stadal og toppa a sama grafi.

Vid rannsoknir 4 bakteriufloru hrogna og lirfa var synum safnad 4 mismunandi
timapunktum fra upphafi hrognastigs (strax eftir frjovgun hrogna) og fram undir lok
startfodrunar. Nidurstodur talninga a raektanlegri bakteriufloru i einni pessara tilrauna eru
syndar 4 mynd 7 en alls voru & tilraunatimanum framkvemdar prjar slikar tilraunir.
hverri tilraun voru ad medaltali tekin syni af hrognum 1 5-7 eldiseiningum,
kvidpokalirfum i einu siléi og lirfum 1 startfodrun i 1-2 eldiseiningum, auk vikulegra syna

af fodurdyrum ladulirfa i startféorun.
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Bakteriufjoldi i hrognum og lirfum
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Mynd 7. Heildarfjoldi reektanlegra bakteria og Vibrio bakteria & mismunandi dégum i eldiseiningum
ladulirfa (hrogn, kvipokalirfur og lirfur i startf6drun). Medaltal og stadalskekkja meoaltala (“error bar™)
er einnig synt.

Eins og sést 4 mynd 7 fer fjoldi rektanlegra bakteria ort vaxandi i upphafi
hrognatimabils svo og i lirfum 1 startf6drun en minni sveiflur virtust i fjolda bakteria a
kvidpokastigi eldisins. I lok hrognatimabils (14 dagar) eru kvidpokalirfur fluttar i nyjan
eldisvokva 1 siloum og veldur pad greinilega faekkun bakteria (um ein log-eining/g).
Fjoldi raektanlegra Vibrio bakteria er ad jafnadi um einni log-einingu legri en
heildarfjoldi raektanlegra bakteria i lirfum i startf6drun, en hlutfall Vibrio bakteria virdist
minna i hrognum og kvidpokalirfum. Liklegt er talid ad astedu pessa megi rekja til
foodurdyra lirfa 1 startfodrun en nidurstddur syna ad stor hluti bakteriufloru fodurdyra

tilheyrir attkvisl Enterobacteriaceae (Bjornsdottir og Smaradottir 2003).

Nidurstodur greininga 4 raektanlegri floru benda til ad bakteriuflora fodurdyra sé
fremur einsleit og Enterobacteriaceae bakteriur rikjandi (mynd 8). Raktanleg flora
virdist nokkud fjolbreyttari i hrognum og lirfum en par rektadist einnig nokkud af
Vibrio/Aeromonas bakterium. Buast hefdi matt vid ad fjoldi pessara bakteria reyndist
vaxandi i lirfum eftir ad startfodrun hofst (fodurdyrum beett i eldiseiningar lirfa) en
nidurstodur benda po ekki til pess. Aftur & moti reyndist bakteriuflora lirfa i startfodrun
vera fjolbreyttari en hja hrognun og kvidpokalirfum (mynd 8). Avallt er eitthvad um
bakteriur sem raektast illa eda svara 6fullnegjandi i peim greiningarpréfum sem notud
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voru. Hlutfall pessara bakteria reyndist almennt harra & fyrri stigum eldisins (hrogn)
samanborid vid 4 sidari stigum (lirfur i startf6drun og fodurdyr peirra). betta gaeti bent til
pess ad undir edlilegum kringumstedum eigi einstaka tegundir erfidara med ad na

fotfestu i eldinu og verda rikjandi a fyrstu stigum eldisins, p.e. i hrognum og

kvidpokalirfum.
Foéourdyr Hrogn
2005
Kvidpokalirfur Lirfur { startfé3run O Aeromonas

B Cytophaga/Flavobacterium,
Moraxella, Shewanella,

Pseudomonas ll, IV )
OOgreindar bakteriutegundir

O Enterobacteriacea

B Photobacterium ssp, Vibrio ssp

Mynd 8. Greining rektanlegrar bakteriufloru i fodurdyrum, hrognum og lirfum & mismunandi stigum eldisins.
Syni eru tekin a lokadegi hvers timabils p.e. i lok hrognastigs, kvidpokastigs og undir lok startfédrunar.
Medaltal 5 syna ur jafn mdrgum hrognakerjum, 3 syna r jafn mérgum siloum og 7 synum Ur jafn mérgum
startkerjum liggja ad baki myndunum.

Nidurstodur greininga a mynstri/samsetningu heildarfloru bakteria eru sambarilegar vid
greiningu raektanlegrar floru. Nidurstodur benda til ad bakteriufléra hrogna og
kvidpokalirfa s¢ nokkud fj6lbreytt par sem brir til fjorir toppar fundust i hrognum 1
pessari tilraunauppsetningu og flora kvidpokalirfa virtist enn fjolbreyttari (5-8 toppar)
(mynd 9). A hinn béginn virdist samsetning floru i lirfum 1 startfodrun vera afar breytileg
og fram koma ker med mjog einheefa samsetningu floru (einn topp) en einnig nokkud

fjolbreytta (6 toppa) og likist meira mynstri heildarfloru 1 fodurdyrum (mynd 9).
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Mynd 9. Daemi um mynstur heildarfloru & lokadegi i hrognakeri par sem fram komu 4 toppar, sil6i med 5
toppum, startkerjum med 2 og 1 topp og syni Ur fédurdyrum par sem fram koma 2 toppar. Syni Ur kerjum
og fédurdyrum par sem medhdndlad var a hefdbundinn héatt. Ath. ad ekki er hafour sami kvardi milli
mynda pannig einungus hagt ad bera saman stadal og toppa & sama grafi.
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bessar nidurstodur gaetu bent til pess ad st flora sem fyrir hendi er, s¢ ad storum
hluta reektanleg pott heimildir gefi visbendingar um hid gagnsteda (Verner-Jeffreys et al.
2003). bessar nidurstodur gaetu po einnig stutt pa kenningu ad adferdir sem byggja & PCR
mognun 4 erfdaefni bakteria (eins og T-RFLP adferdin) séu ekki naegilega nakvamar til
a0 greina bakteriur sem ef til vill eru til stadar i litlum fjolda, par sem med pessum
adferdum séu einungis greindar peer tegundir sem eru mest rikjandi (Suzuki et al. 1996).
Ekki er talio liklegt ad tegundir sem einungis er ad finna i litlum fjolda, hafi viotek ahrif
a voxt eda afkomu hrogna/lirfa. Hinsvegar er pekkt ad skapast geta hagstaedar adstedur
fyrir vOxt pessara tegunda og pad geti haft vidtek ahrif 4 voxt og afkomu lirfa (Verner-

Jeffreys et al. 2003).

3.2.2. Medhondlun med bzetibakterium

[ fyrstu reyndist ekki reyndist unnt ad fa upplysingar um innihald eda samsetningu
peirrar batibakteriublondu sem notud var i verkefninu (REMUS® fra Avecom, Belgiu)
og einungis gefnar upp leidbeiningar um radlagdan notkunarstyrk blondunnar. bPegar fram
lidu stundir var p6 unnt ad fa uppgefid ad um veri ad reda blondu betibakteria fyrir
eldiskerfi. Blandan er s6gd samsett Ur mismunandi bakteriustofnum sem einangradir
hofou verio ur eldisvokva vio rektun faedudyra (Artemia and rotifer). Einnig er tekid
fram ad megin stofnar i blondunni séu Aeromonas schubertii, Paracoccus denitrificans,
Phenylobacterium sp. og Gluconobacter sp. svo og ad pessir stofnar séu “beneficial
symbionts”. In vitro rannsoknir & samsetningu blondunnar syndu ad afar litid racktadist af
bakterium og pa einungis 4/i voldum nazringaretum og vid fremur hatt hitastig (30°C).
bessar nidurstodur benda til ad litlar likur séu & ad pessar bakteriur nai fotfestu i
eldisumhverfi lirfanna par sem hitastig er & bilinu 5-11°C. Nidurstodur fyrri rannsdékna
bentu hins vegar til aukins hlutfalls lirfa sem proskudust edlilega vio medhondlun med
blondunni & kvidpokastigi eldisins og gefur pad visbendingar um ad blandan sé ekki
einungis samsett ur bakterium, heldur jafnvel verndandi eda dnaemisérvandi efnum (t.d.
lektinum) eda efnasambondum sem studla ad auknum stodugleika i eldinu (6lifreen efni
og efnasambdnd).

Rannsokud voru dhrif medhondlunar med baetibakterium & fyrstu stigum ludueldis
m.t.t. fjolda og samsetningar bakteriufloru svo og ahrifa 4 voxt og atkomu lirfa. Gerdar
voru endurteknar tilraunir i seidaeldisstod Fiskey ehf. par sem medhondlad var a
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mismunandi stigum eldisins, p.e. allt frd upphafi hrognastigs til loka startfédrunar lirfa,
auk medhondlunar & fodurdyrum. Alltaf voru hafdar 6meodhondladar einingar med til
vidmidunar og hluti pessara tilrauna framkvaemdar samhlida synatokum til kortlagningar
bakteriufloru a fyrstu stigum eldisins (sja 3.2.1.). Alls var safnad um 244 synum af
fodurdyrum, hrognum, kvidpokalirfum og lirfum 1 startf6orun auk pess sem syni voru
einnig tekin Ur eldisumhverfi lirfa i hluta tilrauna (tilraunir A og B fra fyrra verkari).
betta er nokkud meiri fj6ldi syna en gert var rad fyrir i umsokn en akvérdun var tekin um
ad fjolga eldiseiningum i synatokum til ad f4 sem marktaekastar nidurstéour (sja Rf
skyrslu 01-06).

Jafnframt voru gerdar tilraunir til ad faekka bakterium i fé6ourdyrum med pvi ad
medhondla pau med mismunandi efnum. Ahrif medhondlunar voru metin m.t.t. fjolda
rektanlegra bakteria og samsetningu/mynsturs bakteriufloru samanborid = vid
6meodhondlud fodurdyr og fodurdyr sem medhondlud voru med batibakterium.
Nidurstodur benda til ad medhondlun med REMUS® 1 dkvednum styrk (4g/25L) skili
fodurdyrum af svipudum gaedum og engin medhdndlun. Hefdbundin medhondlun
foourdyra hja Fiskey ehf. gefur p6 nokkud betri nidurstodur m.t.t. fjolda rektanlegra
bakteria (mynd 10).

Fodurdyr (24t)
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Mynd 10. Nidurstdour talninga a rektanlegri bakteriufloru (heildarfjoldi og fjoldi Vibrio bakteria)
fodurdyrum sem meohondludd voru med mismunandi styrk beetibakteria (2g/25L og 4g/25L). Til
viomidunar eru fodurdyr an allrar medshéndlunar (vidmid) svo og fodurdyr sem medhondlud voru a
hefdbundinn hatt (hefébundin medh.).

31



Rannsoknir 4 dhrifum medhdndlunar med betibakterium 4 fjolda rektanlegra
bakteria i einni tilraunauppsetningu a fyrstu stigum Iudueldis eru syndar i mynd 11.
Meohondlad var med batibakterium a4 mismunandi stigum eldisins, p.e. allt frd upphafi

hrognastigs, & kvidpokastigi og/eda i startfodrun og rannsokud ahrif medhondlunar &

fjolda og mynstur bakteriufloru eldisins.
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Mynd 11. Ahrif medhondlunar med betibakterium & fjdlda raeektanlegra bakteria. A: Hefdbundin
medhdndlun a 6llum stigum eldisins. B: Medhdndlad med REMUS® vikulega fra upphafi hrognastigs til
loka startfodrunar. Medaltal og stadalskekkja medaltala (““error bar’’) er einnig synt.

A mynd 11 sést ad medhondlun lirfa i startfodrun hafdi litil ahrif & fjolda
raektanlegra bakteria en svo virdist sem medhondlun & hrogna- og kvidpokastigi leidi i
sumum tilfellum til nokkurrar aukningar 4 fjolda bakteria. Nidurstéour syna jafnframt ad
medhondlun hrogna virdist leida til aukins fjolda reektanlegra Vibrio bakteria samanborid
vid Omedhondladar einingar en peirra ahrifa geetir ekki 4 naesta stigi eldisins,

kvidpokastigi (sja mynd 12).
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Mynd 12. Heildarfjoldi reektanlega bakteria (A) og raktanlegra Vibrio bakteria (B) i eldiseiningum par
sem ymist var medhondlad med betibakterium fra upphafi hrognastigs til loka startfédrunar (PPP), &
hrognastigi og kvidpokastigi (PPK), & kviopokastigi og i startfédrun (KPP) og einungis & kvidpokastigi
(KPK). Til samanburdar eru viomidunareiningar par sem ekki var medhdndlad med betibakterium (KKK).
Medaltal og stadalskekkja medaltala (“error bar’) er reiknad a peim timapunktum par sem tekin voru
fleiri en eitt syni.

Ekki er ad sja greinilegar breytingar & fjolda raktanlegrar bakteriufloru vid
medhondlun med batibakterium & kvidpokastigi og fyrstu stigum startfodrunar (mynd
12). Nidurstédur tegundagreininga & raktanlegri bakteriufloru benda til ad floran sé
svipud i hrognum og kvidpokalirfum sem medhondlud voru med betibakterium

samanborid vid hrogn og lirfur i émedhondludum eldiseiningum (nidurstodur ekki

syndar). Hins vegar virdist sem bakteriuflora lirfa i startfo0run sé einheafari par sem
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medhondlad var med batibakterium samanborid vid lirfur ar 6medhdndludum einingum

(mynd 13).

Bakteriugreining & lokadegi i startkeri - Vidmid Bakteriugreining & lokadegi i startkeri - REMUS
O Aeromonas
B Enterobacteriacea B Aeromonas
O Ogreindar bakteriutegundir B Enterobacteriacea
O Photobacterium ssp, Vibrio ssp 0O Ogreindar
bakteriutegundir
B Cytophaga/Flavobacterium,
Moraxella, Shewanella,
Pseudomonas lll, IV

Mynd 13. Tegundagreining rektanlegrar bakteriufléru i lirfum & lokadegi i startfédrun par sem medhondlad
var med REMUS® samanborid vid vidmidunareiningar.

Nidurstodur greininga & mynstri heildarfloru bakteria (T-RFLP adferd) benda til
ad bakteriuflora hrogna breytist litid med tillliti til fjolda bakteriutegunda vid
medhondlun med batibakterium. Hins vegar virdist medhondlun med batibakterium
hugsanlega vera ad breyta samsetningu bakteriuflérunnar par sem nidurstodur T-RFLP
gefa nokkud sterri toppa (lengri DNA butar) par sem medhondlad var med REMUS®
(nidustodur ekki syndar). A hinn boginn virdist sem mynstur bakteriufloru i
kvidpokalirfum verdi nokkud einhafari vid medhondlun med betibakterium, b.e.
einungis 3 toppar samanborid vid 5 toppa i vidomidunarhop kvidpokalirfa (nidustodur ekki
syndar). Samsetning bakteriufloru lirfa i startfédrun reyndist breytileg en pd virtist sem
floran veri nokkud fjolbreyttari pegar medhondlad var med batibakterium badi a
kvidpokastigi svo og 1 startfédrun (7 toppar) samanborid vid medhdndlun med
baetibakterium fra upphafi hrognastigs (3 toppar) eda enga medhondlun (3 toppar ad
medaltali) (nidurstédur ekki syndar).

Nidurstodur syna ennfremur ad medhondlun med betibakterium a4 mismunandi

stigum eldisins virtist ekki hafa marktek &hrif 4 afkomu lirfa samanborid vid

6meodhondladar eldiseiningar (tafla 5).
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Tafla 5. Afkoma (medaltal) ir eldiseiningum par sem medhéndlad var med beetibakterium a
mismunandi stigum eldisins samaborid vid vidmidounareiningar par sem ekki var medhéndlad med
baetibakterium (KKK). Ymist var medhondlad 4 6llum stigum fra upphafi til loka eldisferilsins
(PPP), einungis medhondlad 4 hrognastigi (PKK), kvidpokastigi (KPK), 4 hrogna- og kvidpokastigi
(PPK) eda a kviopokastigi og i startf6orun (KPP).

KKK % PPP % KP % PPK % KPP % KPK %
Hrognaker 61 65
Silé 44 33 42
Startker 87 86 93 89 83

Nidurstodur fyrri tilrauna (A og B) benda til ad medhondlun med batibakterium
geti haft ahrif & fjolda gapara en pad er vanskopun & kvidpokastigi par sem kjaftur
lirfanna festist 1 opinni st6du og drepast par fljotlega eftir flutning i startfodurker par sem
par geta ekki aflad sér fadu. I tilraun A var hlutfall gapara adeins 6% i REMUS®
meohondludum siléum samanborid vid 65% hlutfall i vidmidunareiningum og i tilraun B
reyndist gaparaprosenta i medhondludu siléi 15% en 50% i vidmidunarsiléi. |
endurteknum tilraunum 4rid 2005 reyndist fjoldi gapara undir medaltali 1 peim siloum par
sem medhondlad var med betibakterium (8% og 10%) sem var svipad og i
vidomidunarsiloum. Ekki reyndist p6 unnt ad finna tengsl & milli hlutfalls gapara og fj6lda
eda mynsturs bakteriufloru p6 svo nidurstédur getu bent til ad REMUS® blandan gati
verid ad stydja vid edlilegan proska lirfa & pessu stigi (nidurstodur ekki syndar). Betri
afkoma virdist po fylgja fjolbreyttari floru pegar reektanleg flora er skodud (mynd 14) en
pegar skodad er mynstur heildarfloru virdist aftur & moéti sem betri atkoma tengist fremur
einhafari heildarfloru (ferri toppum) (mynd 15). betta gaeti verid ad stydja pa
visbendingu um ad T-RFLP adferdin s¢ hugsanlega ekki ad greina allar tegundir bakteria

sem gatu ef til vill verid til stadar 1 litlu magni.
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Afkoma hrogna og lirfa samanborid vid hopa
reektanlegra bakteria

Fjoldi hopa
reektanlegra bakteria
N

33 42 45 50 59 64 76 79 87 89 100

% afkoma i kerjum

Mynd 14. Afkoma hrogna og lirfa samanborid vid fjdlda hépa reektanlegra bakteria i synum.

Afkoma hrogna og lirfa samanborid vid mynstur
heildarfléru

10

Fjoldi hépai
heildarbakteriufl6ru

o N A O ©
\
[

LU e ma wl

33 42 42 44 45 46 50 54 59 61 64 68 76 77 79 80 83 87 87 89 93 10 100

% afkoma hrogna og lirfa

Mynd 15. Afkoma hrogna og lirfa samanborid vid hdpa bakteria (fjélda toppa) vid greiningu heildarfléru
med T-RFLP adferd.

Til pess ad rannsaka nanar hvort fjoldi og samsetning bakteriufléru hafi ahrif a
afkomu lirfa r startfédrun, voru skodud sérstaklega tvo ker med mismunandi afkomu.
Valid var ker par sem afkoma var einstaklega g60 (100%) og gerdur samanburdur a
bakteriufléru 1 keri sem syndi versta afkomu 1 pessum tilraunum (79%) sem p6 er reyndar
ekki talin sleem afkoma. [ badum tilfellum var um ad reda vidmidunarker sem fengid
hofou hefobundna medhdndlun gegnum allan eldisferilinn en taka ber fram ad lirfur i
vidkomandi kerjum voru ekki af sama upplagi (mismunandi hopar lirfa). Nidurstodur
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greininga 4 raektanlegri bakteriufloru benda hugsanlega til ad fjolbreyttari fléra bakteria
sé til stadar 1 keri par sem afkoma lirfa reyndist mjog g6d (mynd 16) auk pess sem ekki
sjast miklar sveiflur i samsetningu raktanlegrar floru yfir timabilid. Sveiflur i
samsetningu floéru reyndust dberandi meiri i keri par sem afkoma lirfa ur startf6drun var

slakari (mynd 16).

Startker dagur 9 - 100% afkoma Startker dagur 10 - 79% afkoma
Startker dagur 23 - 100% afkoma Startker dagur 24 - 79% afkoma

2006
Startker dagur 37 - 100% afkoma Startker dagur 41 - 79% afkoma

0 Aeromonas

B Photobacterium ssp, Vibrio ssp

O Cytophaga/Flavobacterium, Moraxella,
Shewanella, Pseudomonas Ill, IV

O Enterobacteriacea

m Ogreindar bakteriutegundir

Mynd 16. Greining raktanlegrar bakteriufléru i meltingarvegi lirfa i startfédrun par sem afkoma lirfa var
annars vegar mjog g6d (100%) samanborid vid ker par sem afkoma reyndist slakari (79%).

Svipadar nidurstodur fengust vid greiningu & mynstri heildarfléru bakteria, p.e.
heildarfléra bakteria virtist fjolbreyttari ad samsetningu i keri par sem atkoma lirfa var
yfir medallagi (6 toppar) samanborid vid mynstur floéru i lirfum par sem afkoma var

slakari (einn toppur) (mynd 14).
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Mynd 17. Mynstur heildarfloru bakteria i eldiseiningum par sem afkoma lirfa Ur startfédrun var
mismunandi ( T-RFLP adferd).

Fyrri nidurstodur gafu visbendingar um ad medhondlun med batibakterium leiddi
til fekkunar gapara a4 kvidpokastigi (Bjornsdottir og Smaradottir 2003). Gadi
kvidpokalirfa hafa aukist mikid sidan pessar rannsOknir voru framkvaemdar og
nidurstodur pessa verkefnis gefa ekki visbendingar um ad heaegt sé ad auka geadi
kvidpokalirfa frekar vid medhondlun med REMUS®. Nidurstodur pessa verkefnis benda
til a0 medhondlun med REMUS® 1 stad hefobundinnar medhondlunar lirfa leidi til
aukinnar litabrenglunar seida vid lok startféOrunar. Litabrenglun i seidum er vandamal
sem kemur upp pegar lirfur heetta ad prifast og voxtur verdur lélegur. Nidurstodur benda
pvi til ad medhondlun med batibakterium gefi ekki jafn gédan arangur og hefdobundin

medhondlun lirfa & pessu stigi eldisins.

Tilraunir voru gerdar med endurnytingarkerfi samhlida fyrstu tilraunauppsetningu
(2005) en nidurstddur pottu ekki skila neinum upplysingum. Ekki var talid timabeert ad
vinna afram i dhrifum endurnytingar eldisvokva fyrr en unnt vari ad fa betri mynd af
eldisumhverfinu almennt og dahrifum medhondlunar med t.d. betibakterium a

bakteriufloru pess. Ekki verdur pvi fjallad nanar um pennan hluta tilrauna hér en fjallad
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er um nidurstodur 1 meistararitgerd Hildigunnar Rutar Jonsdottur, vid Audlindadeild HA
2006.
3.3. Meohondlun med baztibakterium 4 fyrstu stigum porskeldis
3.3.1. Voxtur og lifun lirfa
Tafla 2 synir lifun (%) og purrvigt (mg) lirfanna 1 hverju siloi fyrir sig 24 dogum eftir
klak (lirfur i K2-hop laku Gt med frarennsli Ur siloi og nddist pvi ekki ad meta lifun né

taka lirfur til purrkunar til akvordunar & purrvigt i lok tilraunarinnar).

Af nidurstodunum ad dema gaeti medhondlun med batibakterium 4 hrognastigi haft
neikved ahrif & voxt porsklirfa fyrstu 24 dagana eftir klak, par sem purrvigt lirfa
reyndist minni i 6llum hoépum par sem medhondlad var med betibakterium
samanborid vid vidmidunarhop (ad undanskildum hép B3,) (tafla 6). Nidurstodpur
syna jafnframt ad lifun lirfa (%) er betri par sem medhondlad er med baetibaterium
(tafla 6). Betri lifun i bAdum endurtekningum i hép B2 samanborid vid vidmidunarhdp
(K), er visbending um ad audgun eldisvokva med batibakterium 4 lirfustigi sé
arangursrik leid til ad auka lifun 1 porsklirfueldi. Medhondlun hjéldyra med
batibakterium fyrir fodrun auk audgunar eldisvokva (hépur B3) leiddi til 4-5faldar
aukningar i lifun lirfa i bAdum endurtekningum samanborid vid vidmidunarhdp.

Tafla 6. Lifun (%) og purrvigt (mg) + stadalfravik lirfa sem medhondladar voru med bzetibakterium
(B-hépar) sem og viomiounarhéps (K) 24 déogum eftir klak.

T, ! Lifun burrvigt + st.fravik

Lirfuh6pur (lirfur) (%) (mg)

Bl, 7500 0.50 0.57 +0.32
Bl, 7500 0.41 0.63+0.31
B2, 7500 18.39 0.69 +0.29
B2, 7500 9.78 0.62 + 0.34
B3, 7500 2223 0.55+0.22
B3, 7500 25.64 0.93+0.35

K, 7500 4.44 0.82 +0.40
K," 7500 - -

*1: Fjoldi lirfa i hverju siloi i upphafi tilraunarinnar.

*2: Lirfur laku ut med frarennsli og pvi hvorki haegt ad akvarda lifun né purrvigt.
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Best afkoma lirfa fékkst i badum endurtekningum i hop par sem lirfur voru
medhondladar med batibakterium fra klaki, auk pess sem par voru fédradar med
hjoldyrum sem audgud voru med batibakterium (hépur B3, Mynd 18). bessi adferd vid
medhondlun er pvi greinilega ad skila arangri og geeti 4stedan verid su ad fedudyrin
(hjoldyr) eru almennt talin vera helsta smitleid bakteria i lirfueldi porsks (Sweetman et al.
1998; Ringe et al. 1999). bekkt er ad bakteriuflora hjoldyranna einkennist af hradvaxta
tekiferissinnudum bakterium sem blomstra i audgunarferlinu og geta valdid dauda lirfa
sjavarfiska (Perez-Benavente et al. 1988; Nicolas et al. 1989; Skjermo et al. 1993).
Nidurstodur fyrri rannsokna syna ad unnt er ad styra pessari Orverufloru med
batibakterium og koma pannig i veg fyrir voxt sjikdomsvaldandi bakteria i eldinu
(Perez-Benavente et al. 1988). Nidurstodur tilrauna verkefnisins benda jafnframt til ad
mogulegt s¢ ad auka afkomu porsklirfa vid medhondlun med pessari tilteknu blondu

batibakteria (Mynd 18).

Lifun porsklirfa

w
o

N
(@)

N
o

Lifun (%)
B
o1 o O

]

B1 B2 B3 K
Medhondlanir

Mynd 18. Lifun porsklirfa (%) vid lok tilraunar. Hrogn voru medhoéndlud fra upphafi hrognastigs (B1) og
lirfur fr& upphafi lirfustigs (B2) auk pess sem medhondladar lirfur voru fédradar & medhdndludum
fodurdyrum (B3). Til samanburdarer synd lifun lirfa i 6medhondludum eldiseiningum (K).

Nokkur munur reyndist & lifun lirfa i eldiseiningum i peim hop par sem
medhondlad var fra upphafi lirfustigs (B2), par sem lifun 1 6dru siloinu var 18,4% og
9,8% 1 hinu. Reynslan synir ad adstedur i siloum geta verid mismunandi og getur pad
m.a. skapast af mun & 1josstyrk (mismunandi perur), hitastigi, rennsli eda fleiri pattum.
Einnig geta oOhagstedar adstedur m.t.t. bakteriufloru en slikt er ekki ad sja af
nidurstodum rannsokna & rektanlegri floru (mynd 19). Nidurstodur benda jafnframt til ad
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ekki sé nog ad bata vatnsgedi vio medhondlun med batibakterium i gegnum eldisvokva,
heldur purfi einnig ad koma til medhondlun i gegnum fodurdyr, til ad hafa jakvaed ahrif &
samsetningu floru i meltingarvegi lirfa. Betri lifun lirfa fékkst vid medhondlun beedi lirfa
og fodurdyra peirra (hopur B3) samanborid vid adrar eldiseiningar i tilrauninni.
Medhondlun med pessari blondu batibakteria hefur ekki verid reynd &dur i eldinu en
nidurstodur benda til ad medhondlun lirfa og fodurdyra peirra skili arangri og pvi likur &

a0 su aoferd veroi notud i eldinu 1 nanustu framtio.

3.3.2. Fjoldi raektanlegra bakteria.
Syni voru tekin til bakteriurannsékna med jofnu millibili yfir tilraunatimann og
heildarfjoldi raektanlegra bakteria svo og Vibrio bakteria i hrognum, lirfum og

eldisumhverfi peirra dkvardadur (Mynd 19).

Hrogn/lirfur - TVC Hrogn/lirfur - Vibrio
102828888 /./ > 100.000.000

o= 1.000.000 | —o—+ B1 2 1.000.000 P— o Bl

o 10.000 2 10000 o A"
= 100 | | 100 - B
1 — B3 ° 1 — B3
7 10 13 16 23 K - 7 10 13 16 23 K

dagar frafrjévgun dagar frafrjévgun

Mynd 19. Heildarfjoldi raektanlegra bakteria (TVC) og Vibrio bakteria i hrognum og lirfum &
tilraunatimanum. Myndin synir medaltalsfjdlda reektanlegra bakteria i hrognum/lirfum i tveimur
eldiseiningum hverju sinni.

Mynd 15 synir a0 vid medhondlun med batibakterium allt fra frjovgun hrogna virdist
sem fjoldi rektanlegra bakteria (TVC) haldist stodugri & hrognastigi samanborid vid i
hrognum sem ekki voru medhondlud med batibakterium. Fjoldi bakteria eykst sidan

nokkud vid klak (um tveimur vikum eftir frjévgun)

Nidurstodur syna jafnframt ad fjoldi rektanlegra bakteria i porskhrognum og porsklirfum
(10° - 10%g) er nokkud heerri en i laduhrognum og ludulirfum (10° - 10%/g).

Nidurstodur syna ennfremur ad fjoldi rektanlegra bakteria er mjog mikill i fé6ourdyrum
porsklirfa (hjoldyrum) samanborid vid i fodurdyrum Iudulirfa (Artemia). Fjoldi

raektanlegra bakteria i fodurdyrum i ladueldi Fiskey ehf. reyndist vera um 0.1-1,9%10 i
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hverju grammi af f68urdyrum medhondludum med beetibakterium og 0.8%10* -3,5%10° {
omedhondludum fodurdyrum ladulirfa en 1,6-5,4*107 i hverju grammi 6medhondladra
hjoldyra og 0,9-5,1*10" i hverju grammi hjoldyra sem meShéndlud voru med

batibakterium (nidurstodur ekki syndar).

3.3.3. Tjaning trypsins i porsklirfum.
3.3.3.1. Proteinmengjagreining a einangrudu porskatrypsini

Mynd 2 synir 2D proteinprofil af einangrudu porskatrypsini. Fjorir greinilegustu
proteindeplarnir (deplar 1-4 4 mynd 20) voru sneiddir ut ar 2D gelinu og kennigreindir.
Kennimork proteindeplanna sem og nidurstodur Gr peptidmassa greiningunni eru tekin

saman i toflu 3.

Mynd 20. 2D prétein profill af einangrudu porskatrypsini. Protein-in voru greind & “small-format™ 2D geli
med pH 4-7 IPG hallanda geli i fyrstu vidd (sja nanari lysingu i efni og adferdakafla).
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Tafla 7. Kennimork préteindepla einangrads porskatrypsins fengin tr peptidmassa greiningum.

MS-Fit Peptida Aminos.
MOWSE Skraning. samsvor. samsvor.
Depilnr.  MM/PI Proétein Tegund Stig*2 namer (Yosamsv) (%)™
1 Trypsinogenl ' Gadus morhua P16049
2 25845/5.5  Trypsinogen X  Gadus morhua 6712 Q91041 8(47) 44
3 25845/5.5  Trypsinogen X  Gadus morhua 1,78E+07 Q91041 7(28) 28
4 25811/6.2  Trypsinogen | Gadus morhua 4784 P16049 6(42) 22

*1 MM, molmassi; PI, jafnhledslupunktur;

: Leit { gagnabonkum skiladi engum nidurstodum. Samsvorun peptidmassa vid trypsinogen I eftir “virtual digestion” & trypsinogen I
*2: MOlecular Weight SEarch — Scoring baxed on peptide frequency distribution from the OWL non redundant Database.

*3: Swiss-Protein accession number

*4: Sequence coverage.
3.3.3.2. Proteinmengjagreining a porsklirfum medhondluéum med baetibakterium
Porsklirfu-préteinextrokt voru greind med 2D rafdreetti 4 “medium-format” 2D geljum eins og
lyst er i efna og adferdakaflanum. bar sem badar endurtekningarnar i B3-hop syndu ca. 5 falt
meiri lifun en samanburdarhdépurinn var akvedid ad framkvama préoteinmengjagreiningu 4 peim
synum til ad bera saman vid nidurstdour ur proteinmengjagreiningu af samanburdarhopi.
borsklirfu-proteinextrakt fra fjorum synum (ca 10 lirfur/syni) i B3-hép (B3, — B34) og fjorum
synum i samanburdarhép (K, — K.) voru borin saman i tilrauninni. Medalfjolda greindra
proteindepla med pl (jafnhledslupunkt) & bilinu 4 til 7 og mdlmassa fra 6 til 148 kDa var 426.5 (n
=4, SD = 9.95) 4 2D geljum i B3-hop og 435 (n = 3, SD = 10.00) i K-hop. 2D préteinprofill
(mynd 20) fra syni K, var valin til ad gera samanburdargel (reference gel) sem notad var til ad
stadsetja (matching) proteindepla a restinni af geljunum i tilrauninni. Student’s t-test (n = 4 fyrir
B3-hép og n = 3 fyrir K-hop) leiddi i 1jos ad 16 préoteindeplar voru tjadir marktaekt (P < 0.05) i
meira magni og 59 proteindeplar i minna magni i medhondludum lirfum (B3-hop) samanborid
vid vidmidunarhop (K-hop). Allir pessir deplar voru vandlega skodadir & geljunum med pad i
huga ad sneida pa 1t ur geli til tegundagreininga med MALDI-TOF massagreiningu. Af peim 75
deplum sem tjadir voru i marktaekt (P > 0.05) minna eda meira magni voru 30 vel greinanlegir &
geljunum sem og hofdu jafna dreifni (equal variance) (F-test). Akvedid var ad sneida pessa 30

depla ut Gr geljunum og tegundagreina pa med MALDI-TOF massagreini (Tafla 8).
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Tafla 8. Proteindeplar sem bzetibakteriumedhondlunin hafoi marktaek (P<0.05) ahrif 4. Deplarnir
voru sneiddir it til frekari kennigreininga.

Depilmagn Depilmagn
Utreiknad B3-hopur K-hopur Margfald.
MM

Depilnimer PI (kDa) Medaltal St.fravik Medaltal St.fravik munur t-test
Minni tjaning™

219 4,4 79,8 0.036 0.009 0.240 0.010 6,6 0,000
222 4,7 77,6 0.329 0.074 0.556 0.035 1,7 0,005
239 5,6 71,1 0,168 0,031 0,301 0,055 1.8 0,009
284 4,4 69,0 0,090 0,025 0,258 0,032 29 0,001
296 51 51,6 0,897 0,076 1,151 0,092 1,3 0,010
327 6.2 61,4 0,093 0,010 0,063 0,009 0,7 0,007
420 51 52,3 0,685 0,154 0,365 0,128 0,5 0,029
496 5,0 45,3 0,088 0,049 0,241 0,052 2,7 0,010
506 5,8 44,6 0,031 0,009 0,067 0,011 2,1 0,005
558 5,0 39,7 0,144 0,047 0,464 0,223 3,2 0,034
690 5,8 29,2 0,019 0,007 0,058 0,008 3,0 0,001
712 4,5 29,7 0,036 0,013 0,082 0,004 2,3 0,002
774 4,7 24,2 0,440 0,043 0,229 0,052 0,5 0,002
792 6,3 22,8 0,270 0,020 0,178 0,031 0,7 0,007
886 5,0 17,3 2,096 0,251 1,585 0,190 0.8 0,027
965 4,7 14,1 0,071 0,022 0,036 0,011 0,5 0,035
1000 4,7 12,0 0,278 0,008 0,136 0,042 0,5 0,002
1024 4,3 10,9 0,238 0,077 0,066 0,026 0.3 0,008
1059 5,3 9,4 0,419 0,106 0,144 0,069 0,3 0,009
1123 4,4 7,8 0,397 0,038 0,218 0,097 0,5 0,031
1399 4,9 23,8 0,194 0,022 0,146 0,012 0.8 0,004
Aukin tjaning?

339 5,5 48,0 23,640 2,218 17,842 2,119 1,3 0,018
466 6.2 48,0 0,764 0,058 0,102 0,048 75 0,000
530 59 41,5 0,390 0,033 0,656 0,118 0,6 0,014
600 51 37,4 0,234 0,090 0,081 0,022 29 0,036
746 5,2 23,8 0,190 0,044 0,036 0,006 52 0,002
761 4,7 25,6 0,383 0,025 0,284 0,020 14 0,002
860 4,7 18,9 0,299 0,055 0,410 0,041 0,7 0,027
1386 51 9,7 0,061 0,021 0,168 0,031 0,4 0,013
1404 5,6 6,1 0,094 0,045 0,210 0,012 0,4 0,013

*1: Batibakteriumedhondlun porsklirfa hafdi pau ahrif ad tjaning vidkomandi proteindepils minnkadi.

*2: Beetibakteriumedhondlun porsklirfa hafoi pau ahrif ad tjaning vidkomandi proteindepils jokst.
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bar sem @tlunin er ad byggja upp gagnagrunn fyrir proteintjaningu porsklirfa voru ad
auki sneiddir ut 24 deplar sem innihéldu mesta magn préteina. Numer proteindeplana

sem og magn peirra (normal volume) eru synd i t6flu 9.

Tafla 9. Medalmagn (n = 7) steerstu proteindeplana 4 2D proéteinproéfil hépanna tveggja.

Medaldepilmagn**

(n=7)* Utreiknad
MM
Depilnamer Medaltal St.fravik PI (kDa)
339+ 21,16 3,682 55 48,0
393+ 8,37 1,030 5,6 48,0
1396 5,55 0,617 4,8 35,8
821 3,58 0,394 5,3 20,0
979 3,25 0,552 4,7 12,4
1048 2,42 0,327 43 10,7
886+ 1,80 0,337 5,0 17,1
528 1,67 0,738 5.1 41,5
1128 1,46 0,433 53 6.8
231 1,11 0,148 54 70,0
296+ 1,01 0,155 5,0 63,3
423 1,00 0,200 5.4 50,1
804 0,99 0,241 5,3 21,9
498 0,89 0,310 5.1 44,6
1227 0,79 0,209 53 51
299 0,71 0,034 53 62,3
234 0,65 0,151 53 71,1
805 0,62 0,121 5,8 20,9
309 0,54 0,100 6,1 61,4
530+ 0,54 0,166 5,9 40,3
253 0,51 0,082 5,2 69,0
420+ 0,50 0,213 51 50,8
258 0,49 0,071 51 68,0
1120 0,49 0,094 5,2 75

*I Medaldepilmagn og stadalfravik Gr hopunum tveimur, B3 og K.
*2 Proteindeplar sem beetibakteriumedhondlunin hafdi marktaek (P < 0.05) ahrif a.

# Ojofn dreifing 4 steerd proteindeplanna (F > 0.05).

Tafla 10 synir namer peirra proéteindepla sem samkvemt samanburdi vido 2D

proteinprofil af einangrudu porskatrypsini (mynd 21) gaetu verid trypsindeplar.
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Tafla 10. Préteindeplar sem samkvaemt samanburdi vid stadsetningu proteindepla einangrads
porskatrypsins 4 2D profil geli gzetu verid trypsin. Deplarnir voru sneiddir ut til kennigreiningar.

Depilmagn Depilmagn

B3-h6pur K-hépur Margfaldur
Depilndmer Medaltal SD Medaltal SD munur t-test
792* 0,178 0,031 0,270 0,020 15 0,007
797 0,264 0,065 0,412 0,128 1,6 0,097
798 0,352 0,072 0,352 0,028 1,0 0,991
804 0,872 0,152 1,159 0,262 1,3 0,124
805 0,679 0,129 0,534 0,035 1,3 0,122
821 3,431 0,325 3,786 0,446 11 0,273
923 0,258 0,066 0,275 0,044 1,1 0,712

*l Proteindeplar sem baetibakteriumedhondlunin hafdi marktaek (P < 0.05) ahrif a.

Samkvemt tolvugreiningu & sterd deplana jokst tjaning einungis i depli 805 vid
medhondlun med baetibakterium. Deplarnir voru sneiddir ut ur geli til kennigreiningar en
hin mun stadfesta hvort um trypsin sé ad reda. Mynd 21 synir 2D proteinprofil af
porsklirfu-extrakti ur K-hép (24 d.e.k.). Proteindeplarnir sem akvedid var ad sneida ut ar

gelinu eru numeradir 4 myndinni.

46



60 kDa

42 kDa —

30 kDa —

22 kDa

17 kDa

Mynd 21. 2D proéteinprofill af porsklirfuextrakti, syni Kb. Préteinin voru dregin Gt i lausn og greind
med 2D rafdreetti eins og lyst er i adferdakaflanum. Proteinin voru litud med colloidal Coomassie blue
G250 litun. Préteinin voru 61l sneidd Gt ar geli til peptiomassagreiningar. NUmer proteindepla sem
baetibakteriumedhdndlunin hafoi marktaekt ahrif & eru undirstrikud. Namer proéteindepla med * standa
fyrir depla sem samkvaemt samanburdi geetu verid trypsin. Onnur ndmer standa fyrir préteindepla sem
hofou sterstu medalsterdina i bAdum hépunum.

Mesta marktaeka breytingin i tjaningu préteindepla vid batibakteriumedhondlun

lirfanna var i depli 466 (mynd 21). Tjaning proteindepils 466 jokst ner attfalt (tafla 8).
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4. ALYKTANIR OG LOKAORD.
Uppsetning og préoun sameindafraedilegra adferoa

bessi verkpattur tok lengri tima en aatlad var 1 upphafi en valin var adferdin T-
RFLP (terminal-restriction length polymorphism). Ut fra greiningum 4 hreinrektudum
stofnum og blondu af peim pa var haegt ad adlaga adferdina ad peim synum sem vinna
atti { pessu verkefni. [ sumum tilvikum koma p6 fram aukatoppar sem ekki er audvelt ad
utskyra en geeti stafad af dsértekum hlidarhvorfum i PCR hvarfinu eda pa ad hreinraktin
sem notadar voru hafi ekki verid fullkomnlega hreinar en petta eru ovissupettir sem ekki
er hegt ad komast algerlega hja og verdur ad taka med i reikningin vid talkun
nidurstadna. Hinsvegar er pad svo ad rikjandi bakteriutegundir munu syna margfalt
sterkara merki og pvi er pessi ovissupattur ekki talinn hafa afgerandi ahrif & nidurstodur.

Samanburdur var gerdur 4 raktanlegri bakteriufloru annars vegar og hins vegar
nidurstodum greiningar & mynstri heildarfloru bakteria (T-RFLP adferd) i synum ur
mismunandi eldiseininum. { megindrattum voru nidurstodur pessara tveggja adferda mjog
samberilegar, pad er ad segja ad mynstur raktanlegrar bakteriufloru og heildarfloru
bakteria reyndist svipad. betta gaeti bent til pess ad su flora sem fyrir hendi er, sé ad
storum hluta raktanleg pott heimildir gefi visbendingar um hid gagnsteda (Verner-
Jeffreys et al. 2003). Auk pess gatu pessar nidurstodur einnig stutt pa kenningu ad
adferdir sem byggja 4 PCR mognun 4 erfdaefni bakteria (eins og T-RFLP adferdin) séu
ekki negilega ndkvamar til ad greina bakteriur sem ef til vill eru til stadar i litlum fj6lda,

par sem med pessum adferdum séu einungis greindar paer tegundir sem eru mest rikjandi

(Suzuki et al. 1996).

Tilraunir a fyrstu stigum ludueldis:
Nidurstodur rannsodkna & kortlagningu bakteriufléoru 4 hinum ymsu stigum ladueldis eru
mjog sambarilegar med notkun beggja greiningaradferda sem notadar voru i verkefninu.
Megin nidurstodur eru paer ad fodurdyr ludulirfa reynast vera mjog misjofn ad gedum
me0 tilliti til heildarfjolda bakteria svo og fj6lda astladra Vibrio bakteria. Eins og adur
hefur komid fram eru gaeedi fodurdyra afar mikilveg m.t.t. atkomu og geeda lirfa i
startfodrun og naudsynlegt ad halda bakteriufjolda peirra 1 lagmarki. Bakteriufjoldi
virdist fara vaxandi allt frd upphafi hrognatimabils svo og i lirfum i startfodrun en helst
nokkud stodugur 4 kvidpokastigi og er fjoldi bakteria nokkud laegri & pessu stigi eldisins.
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Rektanleg bakteriuflora virdist vera frekar einsleit i f6durdyrum med Vibrio/Aeromonas
bakteriur rikjandi en i hrognum og lirfum virdist floran fjolbreyttari pott Aeromonas
bakteriur virdist einnig na fotfestu par. Fjoldi reektanlegra Vibrio bakteria helst i flestum
tilvikum 1 hendur vid heildarfj6lda raeektanlegra bakteria og er ad jafnadi um einni log-
einingu laegri. b6 reyndist i einstaka tilfellum um ad raeda aberandi lekkun i fjolda
rektanlegra Vibrio bakteria samanborid vid heildarfjolda raktanlegra bakteria og i
fodurdyrum helst pad gjarnan 1 hendur vid mjog god gadi fodurdyra (godur voxtur og
litur). Nidurstodur benda pvi til ad mikilvegt s¢ ad na nidur fjolda Vibrio bakteria i
fodurdyrum (10-100 bakt/g fodurdyr). I sérstaklega hrognum en einnig kvidpokalirfum er
stort hlutfall floru sem svarar illa i greiningarpréfum og er pvi ekki mogulegt ad flokka til
atta, ettkvisla og/eda tegunda. betta er ekki tilfellid med raektanlega floru fodurdyra og
gefur pad visbendingar um ad tegundir sem reektast Gr fédurdyrum séu i 6rum vexti
(blomstra) vid peer adstedur sem par eru (Verner-Jeffreys et al. 2003).

Medhondlun med REMUS® 1 akvednum styrk (4g/25L) virdist skila fodurdyrum af
svipudum gedum og engin medhondlun, en medhondlun hrogna med REMUS® virdist
halda bakteriufloru i hrognum stodugri par sem meiri sveiflur virdast vera i
vidmidunareiningum. Ekki er ad sja miklar breytingar 4 fjolda eda samsetningu
bakteriufléru vid medhondlun med batibakterium a hrogna og kvidpokastigi samanborid
vid 1 6medhdndludum einingum en visbendingar eru um ad medhondlun med REMUS®
leidi til einhaefari bakteriufloru lirfa 1 startfodrun. Nidurstodur fyrri rannsokna hafa gefid
visbendingar um ad aukin lifun lirfa tengist fremur fj6lbreytileika i bakteriufloru
(Bjornsdottir og Smaradoéttir 2003). Medhondlun med batibakterium 4 mismunandi
stigum eldisins virdist ekki hafa marktek &hrif 4 afkomu lirfa samanborid vid
omedhondladar eldiseiningar. Nidurstodur fyrri tilrauna i pessu verkefni (A og B) bentu
eindregid til pess a0 REMUS® blandan geti verid ad stydja vid edlilegan proska lirfa &
kvidpokastigi par sem hlutfall gapara reyndist vera mun laegra i medhondludum einingum
samanborid vid vidOmidunarker. Ekki reyndist unnt ad f4 sambarilegar nidurstodur i
endurtekningum tilrauna. Athygli voktu nidurstodur rannsokna a4 mynstri bakteriufloru i
eldiseiningum med mestu og minnstu afkomu i einni tilraunauppsetninganna (baedi
vidmidunareiningar) en nidurstodur syndu ad litlar sveiflur voru i bakteriufloru yfir
eldistimabilid og ad mun fjolbreyttari flora reyndist i meltingarvegi lirfa par sem afkoman
var betri.
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Af framangreindum nidurstodum matti draga peer alyktanir ad bakteriutegundir
sem notadar eru i REMUS®  batibakteriublonduna, nai illa eda ekki fotfestu i
eldisumhverfi a fyrstu stigum ludueldis og hafi pvi ekki afgerandi ahrif a atkomu og gadi
lirfa 1 startf60run. Endurtekinnar og vidvarandi medhdndlunar virdist pvi porf ef nd a

arangri med pessari blondu batibakteria.

Tilraunir a fyrstu stigum porskeldis:

Lifun lirfa reyndist fremur slok i vidmidunarhdp (K) og benda nidurstédur til ad
medhondlun med batibakterium gefi géda raun & fyrstu stigum porskeldis Lirfur i
viomiounarhopum reyndust vera i medallagi pungar og virtist medhdndlun med
batibakterium pvi ekki hafa afgerandi ahrif & pyngd lirfanna (voxt). Af pessu ma draga
pa alyktun ad medhondlun geti beetti lifun en hafi ekki 4hrif & voxt lirfa. Tekid er fram ad
ekki fékkst jafn mikid magn af hrognum i tilraunirnar og vonast hafoi verid til og pvi
einungis tver eldiseiningar 4 bak vid hverja medhondlun. Askilegt hefdi verid ad hafa
amk. fjora samskonar hopa innar hverrar medhondlunar eda ad endurtaka tilraunir til pess
a0 fa betri mynd af mun 4 milli hépa og betri marktekni 4 nidurstédur, likt og gert var i
tilraunum i ludueldi Fiskey ehf. Rannsoknir hafa auk pess synt fram & aukinn voxt
fedudyra sem medhondlud eru med betibakterium (Rombout et al. 2001) en ekki voru
gerdar athuganir 4 pvi i pessari tilraun.

Meohondlun fra upphafi hrognastigs (B1) gaf ekki goda lifun lirfa en betri lifun
fekkst vid medhondlun fra upphafi lirfustigs (B2) og pegar medhondladar lirfur voru
fodradar 4 medhondludum fodurdyrum (B3). A lirfustigi eru lirfurnar berskjaldadar og
bakteriur eiga ekki jafn greidan adgang inn i hrogn samanborid vid inn i lirfur sem byrja
ad gleypa eldisvokva fljotlega eftir klak. Liklegt er pvi talaid ad meiri ahrif hafi ad

medhondla med baetibakterium 4 lirfustigi og benda nidurstodur til pess ad svo sé.

Rannsoknir hafa synt ad meltingarensimid trypsin gegnir lykilhlutverki i meltingu
feedu 4 pessu timabili. Frambod og virkni trypsins 1 lirfunum er pvi afar mikilveegt fyrir
lifvenleika lirfa sjavarfiska. Greining proteinmengja (2D) syndi ad fjoldi proteina voru
tjad 1 marktekt 1 meira eda minna magni i lirfum sem medhdndladar voru med
batibakterium samanborid vid vidmidunarh6p. Fjoldi pessara proteindepla voru sneiddir
ur geljunum og tegundagreindir. Samanburdur vid 2D proteinprofil af einangrudu
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porskatrypsini syndu ad hluti pessara depla gatu verid trypsindeplar og samkvemt
tolvugreiningu 4 sterd deplanna jokst tjaning 4 einu pessara proteina vid medhondlun
med batibakterium. Mesta marktaeka breytingin i tjaningu proteindepla vid medhondlun
med betibakterium var ner attfold aukning i tjaningu é&kvedins préteindepils en
samkvemt proteinprofil af einangrudu porskatrypsini var pad ekki trypsin.

A0 lokum ma geta pess ad askilegt hefoi verid a0 framkvama tilraunina yfir
lengri tima og skoda einnig ahrif batibakteria 4 artemiu og f60run med artemiu. ba hefdi
verid haegt ad svara pvi hvort lirfur f60radar med batibakteriu medhdndladri artemiu
hefou synt betri lifun eins og f6d0run med medhdndludum hjéldyrum syndi. Einnig hefdi
verid ahugavert ad rannsaka hvort lirfur medhondladar med betibakterium badi a
hrognastigi og lirfustigi stedu betur ad vigi. Hér var 1atid naegja ad medhondla med
batibakterium einungis 4 hrognastigi (B1) og eingdngu & lirfustigi (B2) auk foéorunar
med medhondludum fodurdyrum (B3). Ahugavert hefdi verid ad rannsaka ahrif pess ad
medhondla med batibakterium fra hrognastigi og verdur pad vafalitid gert i framhaldinu

par sem nidurstodur pessara tilrauna voru lofandi.

5. KOSTNADUR

Heildarkostnadur verkefnisins var i umsokn aetladur kr. 14.777 M krona og var stor hluti
kostnadar framlag Fiskey ehf. A sidara verkefnisari var jafnframt tekin dkvordun um ad
auka fjolda endurtekninga og tilraunauppsetninga i ludueldi Fiskey ehf. og var sa
kostnadur ad sterstum hluta framlag fyrirteekis. Auk veglegrar vidbotarfjarmégnunar
annarra patttakenda i verkefnu, var verkefnio styrkt med 8,9 M krona Gr AVS sjodnum og

um 1M kréna fra Norraenu Atlantsnefndinni (Nordisk Atlantssamarbeide).

6. PAKKARORD

Aodstandendur verkefnisins vilja pakka Fiskey ehf. fyrir mjog gott samstarf og
umfangsmikla adkomu a0 skipulagi og framkvemd verkefnisins. Starfsmonnum
tilraunastodvar Hafrannsoknarstofnunar ad Stad er jafnframt pakkad ometanleg adstod
vid skipulag og framkvaemd tilrauna par. Auk pess er AVS sjéonum pakkad fyrir
rausnarlegt framlag sittsem gerdi framkvaemd verkefnisins mogulega. Norrena
Atlantssjoonum (Nodisk Atlantssamarbeide) er einnig pakkad peirra framlag til
verkefnisins.
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