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Agrip & islensku:

Markmid verkefnisins er a0 auka samkeppnishafni/hagkvaemni vid
strideldi porsks og ludu hérlendis med pvi ad auka lifun hrogna/lirfa
og studla ad auknum vexti lirfa i startf6orun. Verketnio skiptist i tvo
hluta: A-hluta sem nefnist Forvarnir i fiskeldi og B-hluta sem kallast
Flokkun 6rvera og probiotika tilraunir. I skyrslunni er fjallad um
fyrstu nidurstédur tr badum hlutum verketnisins.

Helstu niourstoour A-hlutans benda til pess ad varasamt sé ad
einblina 4 heildartalningu Orvera til a0 atta sig 4 velgengni eldiskerfa
og pvi s¢ naudsynlegt ad afla pekkingar 4 samsetningu Orveru-
florunnar. Vid kortlagningu & orverufloru porskeldisins var hrogna-
og lirfutimabilid skodad. Efnamelingar vid ladueldi syndu ad
afkomutolur samremdust sérstaklega ammoniaksmagni 1 sjo. Mat &
pranun fiturikra fodrunarafurda gaf til kynna ad pranun sé ekki stort
vandamal vid fodrun lirfa. Val batibakterianna var dkvedid ut fra
akvednu skimuferli og vantanlegri notkun vid porskeldi. Notkun
batibakteria vid bodun hrogna og/eda lirfa var skodud en samfelld
bodun frd hrognastigi afram yfir lirfustigid tokst vel. Urvinnsla
gagna og frekari malingar & ymsum synum munu skyra betur hversu
hagkvem pessi medferd var. Einnig var notkun batibakteria i
seidaeldi konnud. Ljost er ad proun forvarnaradferda er mjog
timafrek og vandasoém, og naudsynlegt ad vinna vel Gr nidurstéoum
adur en frekari akvardanir eru teknar.

I B-hlutanum hefur verid proud adferd til ad kortleggja mynstur
heildarérverufléru med sameindafraedilegum adferdum. bessa adferd
er haegt ad nota til greiningar heildarérverufléoru og bera saman vid
pa orverufloru sem reektast upp med hefbundnum adferdum og er
flokkud m.t.t. lifefnafredilegra eiginleika. I pessum verkhluta hafa
einnig verid gerdar rannsoknir a fylgni milli vaxtar/atkomu lirfa og
prounar oOrverufloru, dsamt profunum & dhrifum valinnar blondu
probiotika bakteria & fyrstu stigum Iadu- og porskeldis. Fyrstu
nidurstodur benda til ad fodurdyr ladulirfa (Artemia) sé mjog
misjofn ad gaedum m.t.t. heildarfjolda bakteria og fjélda Vibrio
bakteria. Nidurstodur benda jafnframt til ad frekar -einsleit
bakteriuflora sé¢ til stadar i artemiu og startkerum en fléran sé
fjolbreyttari i hrognakerum, ef litid er & raektanlega bakteriufloru.
Medhondlun med PRO-blondu virdist ekki vera ad hafa mikil ahrif &
afkomu lirfa en aftur 4 moti er hlutfall gapara fyrir nedan medallag i
PRO-medhondludum kerum. Frekari nidurstodur verda kynntar i
lokaskyrslu um B-hluta verkefnisins.

Lykilord a islensku:

Savarfiskaeldi —fyrstu stig eldisins - porskur — [Uda — forvarnir -
baetibakteria — probiotika - 6rveruflora — flokkun bakteria - T-RFLP
- efnaalag




Summary in English:

The aim is to contribute to increased competitiveness and success of
marine aquaculture by increasing survival from hatching through the
cod/halibut larval stage. This goal will be achieved by developing
preventive methods to control chemical and biological parameters of
importance, and therefore increase survival and contribute to better
growth and development of larvae.

Part A : The preliminary results indicate that it is difficult to relate
larval bacterial counts to the success of cod larval survival, and
therefore necessary to determine the composition of the microbiota
establishing in larvae and rearing systems. The isolation and
identification of cod aquacultural microbiota has been done at the
pre- and post-hatching period. Assessment of selected chemical
parameters was performed at early stages of halibut farming.
Evaluation of the degree of fat oxidation in fatty/enriched larval
feeding components was carried out. The selection of
protective/probiotic bacteria was based on a specific screening and
their anticipated use in cod farming. Application of selected bacteria
was tested in vivo, i.e. for surface treatment of eggs and/or larval
bathing, and the continued use before and after hatching worked
best. Application of the same bacteria was also tested with cod
juveniles. Further analysis of samples and data is required before
further decisions are taken.

Part B: A molecular method was introduced and developed to
analyse the bacterial flora in environmental samples. The method is
used to compare the pattern of total bacterial flora and cultivable
flora that is analysed and grouped with respect to a number of
biochemical properties. Survival of larvae was compared to changes
in the bacterial flora. Furthermore, this part of the project includes
studies on the effects of a selected mixture of probiotics during on
the first developmental stages of halibut and cod farming. The
preliminary results show that the quality of the larval feed (Artemia)
varies considerably with respect to numbers of culturable bacteria.
The bacterial flora in Artemia and first feeding tanks seems to be
rather monotropic, while more heterotropic in the egg incubation
tanks. The probiotic mixture does not seem to have any favourable
effects on the survival of the larvae, but the percentage of deformed
larvae is below average in tanks where treatment with probiotic
bacteria was applied. Further results from part B of the project will
be published in the final report (2006).

English keywords:

Marine aquaculture —first devel opmental stages - cod — halibut—
preventive measures — protective cultures — probiotic - microbiota —
bacterial classification - T-RFLP — chemical load
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1. INNGANGUR

Mikil affoll verda a fyrstu stigum i fiskeldi og hingad til hefur ekki fundist einhlit skyring
a pessu eda verid hegt ad koma i veg fyrir petta. Sjonir manna hafa { auknum meeli beinst
ad umhverfispattum og pa sérstaklega lifrenu dlagi i eldisumhverfi lirfanna og pau
vandamal sem pad skapar. Lifren efni bera med sér og safna ad sér 6rverum og mikil
hatta er 4 ad lifreen efni sem batt er 1 kerin og lifreenn urgangur i kerum séu grodrastia
fyrir ymsar tegundir bakteria. Ozskilegar tegundir bakteria geta pvi nad miklum fjolda 4
stuttum tima og valdid skyndilegum og vidtekum afféllum & seidum pegar minnst varir.
borskeldisrannsoknir hja Hafrannsoknastofnun syna til demis ad daudsfoll eru ad
medaltali um 44% vid klak en eru 16 vikum eftir klak ordin allt upp i 97% (Agnar
Steinarsson, 2002).

Litio er til af heimildum um hvernig framleidsluvandamal eru leyst i strideldi sjavarfiska
enda samkeppnin hord 4 pessu svidi og miklir hagsmunir i hufi. A fyrra timabili eldisins
er lirfa/seidi afar vidkem/t fyrir umhverfislegum pattum, sérstaklega Oaeskilegum
orverum. ZAskilegt er a0 minnka eda hatta notkun syklalyfja. Ekki er unnt ad framkvaema
boélusetningu 4 lirfum, baedi sokum smadar en einnig vegna pess ad onemiskerfid verdur
ekki virkt fyrr en morgum vikum eftir klak. Proun onamiskerfis gerist mishratt eftir
fisktegundum (Ellis, 1988). bar ad leidandi er naudsynlegt ad finna leidir og proa adferdir
til a0 greina og baeta umhverfispatti i eldinu, lifrena og Olifrena, &4 frumstigi eldisins,

p.e. fra klaki til loka lirfuskeids.

Notkun jakvaedra og/eda probiotiskra bakteria gaeti verid leid til ad styra liffreedilegu
eldisumhverfi. Pannig maetti na @skilegu jaftnveegi sem yki lifun, voxt og vellidan lirfa og
seida. Me0 "probiotisk" er att vid ad lifandi bakteria er notud sem faedubdtarefni i peim
tilgangi ad hafa jakveed ahrif & vidkomandi einstakling med pvi ad bata orverufredilegt
jafnveegi 1 meltingarvegi hans (Fuller, 1989). Probiotiskar orverur purfa ad uppfylla
eftirfarandi skilyrdi: (1) mega ekki valda sykingu hja hysli; (2) purfa ad hafa hamlandi
ahrif 4 oOeskilegar Orverur; (3) geta annad hvort fest sig og/eda vaxid i hyslinum,
sérstaklega i meltingarveginum, eda 6rvad onamiskerfi hans; (4) askilegt ad vera ur

sama umhverfi. Notkun probiotiskra bakteria er vel pekk hja ménnum (t.d. LGG i
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mjolkurvorum) og einnig i eldi dyra med gédum arangri (Fuller, 1989; Sissons, 1989;
Montes & Pugh, 1993). Adrar bakteriur, sem ekki hafa eiginleika til ad festast i
meltingarvegi, geta samt sem adur haft hamlandi ahrif & 6eskilegar 6rverur og & préun
umhverfisflorunnar i eldi. Erlendar ranns6knir hafa synt fram 4 ad nattaruleg o6rveruflora
fisks getur haft hamlandi &hrif & sjatkdomsvaldandi 6rverur (Westerdahl o.fl., 1991, 1994;
Olsson o.fl., 1992; Austin o.fl., 1995; Bergh, 1995). bannig atti a0 vera mogulegt ad
einangra askilegar bakteriur og nota per til ad styra orverufloru eldisumhverfisins og
jafnvel hafa bein 4hrif 4 lifun hrogna sem & meltingarveg lirfa og seida. Notkun jakvaedra
og probiotiskra bakteria (“baetibakteria”) er tvimaelalaust med akjosanlegri valkostum og
er a0 vonum mikill dhugi fyrir peirri lausn 1 eldi margra fisktegunda og skeldyra sem
@tladar eru til manneldis. bar sem hver eldiseining og hver einstok tegund eldis hefur
sinar sérstedur er ljost ad umfangsmiklar rannsoknir liggja ad baki préoun arangursrikra
probiotiskra adferda. Af framans6gdu ma vera ljost ad naudsynlegt er ad finna nyjar

leidir og proa arangursrikar adferdir til ad greina og beeta umhverfispaetti.

“Forvarnir i fiskeldi” er 3 ara verkefni (2004-2007) sem leggur dherslu 4 ad finna leidir
og proa adferdir til ad greina og baeta umhverfispatti i 100u- og porskeldi & frumstigi
eldisins, p.e. fra klaki til loka lirfuskeids, en & pvi timabili eru affollin hvad mest.
Timasetning tilraunirna er had hrygningartimabili, sem er & vorin hja porski en prisvar

sinnum & ari hja ladu.

Verkefnid skiptist i 2 meginhluta: A- FORVARNIR { PORSKELDI og B- FLOKKUN
ORVERA — PROBIOTIKA TILRAUNIR (luda og porskur). Verkefnisstjori A-hlutans er
Hélene L. Lauzon 4 Rannsdknastofnun fiskidnadarins (Rf). Adrir patttakendur pess hluta
verkefnisins eru Tilraunastod Hi i meinafredi (Sigridur Gudmundsdéttir, Keldur) og
Tilraunaeldisstod Hafrannsoknastofnunarinnar (Agnar Steinarsson, Stadur i Grindavik).
Verketnisstjori B-hlutans er Arnar F. Jonsson hja Fiskey ehf og adrir patttakendur eru Rf
4 Akureyri/Haskolinn 4 Akureyri (Rannveig Bjornsdottir), Nattarufreedistofnun Islands
Akureyrarsetur (Viktor Mar Bonilla, NiA), Raunvisindadeild Haskola Islands (Agusta
Gudmundsdottir) og Holaskoli (Helgi Thorarensen).



I A-hlutanum er dherslan 16gd 4: aukna pekkingu 4 lif- og efnafreedilegum pattum
porskeldisins i heild sinni, jadkvedum sem neikvaedum; skilgreiningu & peim pattum
porskeldisins sem hafa ahrif &4 afkomu og proska porsklirfa; greiningu @skilegra orvera,

préun og profun forvarnaradferda.

[ B-hlutanum er aherslan 16gd 4: proun sameindafradilegra adferda (T-RFLP) til
kortlagningar & mynstri O0rverufléru a fyrstu stigum ladueldis; samanburd 4 flokkun
orverufloru eldisins med sameindafredilegum adferdum annars vegar og rektun a
neringaretum og flokkun m.t.t lifefnafraedilegra eiginleika hins vegar; fylgni milli
vaxtar/afkomu lirfa, og prounar orverufloru (mynstur og breytingar & pvi) og efnadlagi i
eldinu; ahrif valinnar blondu probiotika bakteria a fyrstu stigum ladu- og porskeldisins og

tjaning/virkni trypsins & pessu vidokvama stigi porskeldisins.

Timaazetlun fyrir verkefnio i heild samkvaemt AVS umsokninni ario 2005

AVS 2004 AVS 2005 AVS 2006
A-hlutinn Manudir 13 46 7-9 1012|1315 16-18 19-21 20-24|25-27 2830 3133 3436
Fundir X X X X  kynning
Fjoldi |Skyrslur S1 S2 S3

Verkpaettir | mannman.|batttakendur

Verkp. 0 3,5 Rf, Keldur, Stadur |AVS 2003

Verkp. 1 3,5 Rf, Stadur AVS 2003 og 2004

Verkp.2 1,5+0,75 Rf, Keldur

Verkp. 3 5 Rf, Keldur

Verkp. 4 8,5 Rf, Keldur, Stadur

Verkp. 5 9,5 Rf, Keldur, Stadur

Verkp. 6 4,5 Rf, Keldur

AVS 2004 AVS 2005
B-hlutinn Manudir 1-3 4-6 79 10-12 | 1315 1618 1921  22-24
Fundir X X X kynning
Fjoldi |Skyrslur S1 S2

Verkpaettir | mannman.|batttakendur

Verkp. 1 95  RRAK NIA

Verkp. 2 7 RF-AK, NIA

Verkp. 3 4 RF-AK, NIA

Verkp. 4 10 Rf-AK,NiA,Hi,Holar

Verkp. 5 4,5 Rf-AK,NIA,Hi,Holar




2. FRAMKVAMD OG NIDURSTODUR

2.1 — A-Forvarnir i porskeldi

bessi skyrsla lysir ymsum tilraunum og malingum sem framkvaemdar voru i tengslum
vi0 porskeldi fra vorinu 2004 til desember 2005. Einnig voru tekin syni Gr ludueldi i
samvinnu vid B-hluta verkefnisins (Rf & Akureyri og Fiskey ehf.) til ad meta efnadlagio i
eldisumhverfinu fra hrognastigi til loka lirfuskeids (um 110 dagar fra klaki) auk syna a
eldri seidum til ad meta uppséfnun malma.

Hér er greint fra peim fimm verkpattum A-hluta verkefnisins sem unnid var i & pessu

timabili, fra vori 2004 til desember 2005.

Verkpattur 0: Kortlagning a 6rverufloru porskeldisins

Upphaf: 1. man. (april 2004) Lok: 12. man. = framlengt til feb. 2006

Markmid: ad kortleggja orverufloru porskeldisins i hefobundnu kerfi i samanburdi vid
omedhondlad kerfi (Rf), auk pess ad gera skipulega leit ad sjukddémsvaldandi bakterium
(Keldur) a fyrstu stigum eldisins.

Asdtladur afrakstur: Oflun gagna til (i) mats & Srverualagi i porskeldi, vid éaeskilegar og
hefdbundnar adstedur, og (ii) skilgreiningar & pattum sem hafa dhrif 4 atkomu og proska
lirfa; auk einangrunar & bakterium til frekari rannsokna i 60rum verkpattum.
Stada/breytingar: Vegna erfidleika vio fyrsta tilraun vorid 2004 var akvedid ad skoda einnig
orverufloruna vid tilraunina vorid 2005 til pess ad gera gagnaséfnunina 6flugri og viotaekari.
Nidurstodurnar liggja ad mestu fyrir, en ndnari greining valdra bakteriustofna ur seinni
tilrauninni med 16S rDNA hlutaradgreiningu verdur framkvemd i febraar 2006. Pessar
vidbotarupplysingar eru mikilvaegar til pess ad komast betur ad pvi hvada orverur eru
skadlegar og hvada ahrif mismunandi medferd hefur & samsetningu orveruflorunnar. Valin
syni ar badum tilraunum (2004 og 2005) hafa verid greind med T-RLFP adferdinni en

urvinnslu er ekki lokid.

Lysing & tilraunum: Vorid 2004 var fyrsta porsktilraunin framkvaemd og samanburdur

gerdur 4 eldiskerfum med og an efnamedhondlunar, med pad i huga ad fa fram hefdobundnar

og O@skilegar adstedur. Mynd 1 synir tilraunaruppsetninguna. Dagsgémul frjévgud hrogn
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ur 6 lotum voru sameinud og skipt til helminga. Fyrri helmingurinn (141 g) fékk hefdobundna
medferd (kontrdl), p.e. hann var sétthreinsadur med gliteraldehydi (300 ppm i 5 min.) og
settur 1 25 L silo eftir skolun med hreinum sj6. Hinn helmingurinn (149 g) var eingdngu
skoladur (6medhondladur) og settur i annad 25 L silo. Rennsli eldisvokvans (sjor Gr 30 m
djipum borholum) var um 0,5-1 L/min og hitastigid 8°C. A 11. degi voru kontrolhrognin
sotthreinsud og skolud 4 ny og sidan sett i sama silo. Klakid hofst 4 11. degi. A 13. degi voru
lirfurnar fluttar i 150 L sil6 (2 kontrol: S7-S8 (6.000 lirfur per sild); 2 6medhondlud: S9-S10
(4.000 lirfur per silo). Kontrolsiloin fengu lyfjamedhondlun &4 d0-2-4-6-9-13-21, p.e. 50 ppm
neomycin var sett ut i siloin med rennsli 4 (0,5 L/min.). Pérungapykkni var notad daglega til
a0 skyggja eldisvokvann (2 x 2 ml per sild) og farid var ad fodra med lifandi audgudum
hjoldyrum (2 x 1 milljon per sil6 4 dag) fra 3. degi. Audgud artemia var gefin fra 21. degi (2
X 50.000 per silé & dag). A 23. degi vildi svo 6heppilega til ad heitt vatn lak inn 4 siléin og
allar lirfurnar drapust. Fjoldi lirfa i S7, 8, 9 og 10 var pa kominn nidur i 700, 300, 200 og 30
lirfur.

Vegna pessa Ohapps var synatokunni haldid afram i storum eldiskerum (2 lirfuker: E13 og
E24, 3.400 litra), en par voru jafngamlar lirfur af sama uppruna og i silounum.
borungapykkni (Nannochloropsis oculata) var notad i kerin fram ad degi 19 og f6drad var
med hjoldyrum fra 3. degi fram ad degi 26 (hamark 140 milljonir & dag per ker), en f6drun
med artemiu hofst & degi 22 (hamark 70 milljonir & dag per ker). Fodrun med purrfodri hofst
a degi 22 og 4 degi 55 voru seidin komin yfir a purrfodur. Steinleir var notadur milli d19-43.
Ba0i kerin fengu neomycin lyfjamedferd 4 degi 35 (100 g i 2.500 litra) og annad kerid (E13)
fékk Interspectin lyfjabooun & degi 55 (100 g 1 2.500 litra) vegna erfidleika.

Syni (n=48 hja Rf en 21 hja Keldum) voru tekin reglulega af sjo, hrognum og lirfum
(meltingarveginum), asamt ymsum eldispattum: hjoldyr (fyrir og eftir audgun, eftir
neomycin-medhdndlun), porungapykkni, artemia (fyrir og eftir audgun), steinleir (fyrir og
eftir sotthreinsun med virkoni) og purrfodur (Gemma 0,5). Eftirfarandi hefdbundar
orverumalingar voru framkvamdar: heildarorverutalningar vid 15°C, fjoldi presumptive
Pseudomonas tegunda, Vibrio tegunda og mjolkursyrubakteria. Valin syni voru fryst vegna
PCR malinga (T-RFLP) til ad geta metid heildarbakteriufloru i samanburdi vid raektanlegri
bakteriufloru.

Keldur: Alls voru 21 syni tekin 4 6 timapunktum, sbr. lysingu hér ad framan. Syni voru flutt
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ad Keldum i sterilu PBS med 1,5% salti og 0,1% peptoni (PBS-PS), skilin nidur og pvegin i
PBS-PS. P4 var syninu skipt i tvennt og annar helmingurinn medhondladur med
sotthreinsandi efni 1 60 sek. Notad var benzalkonklorid (0,1%). Tilgangurinn var ad losna vid
bakteriur af yfirbordi synis. Syni voru maukud med pvi ad prysta peim gegnum sotthreinsad
stalnet. Peim var sdd & blodagar med salti sem allar helstu sjikdomsvaldandi bakteriur ur
porski vaxa 4. Hverju syni var sad i 3 pynningum. Raktad var 4 bl6édagar med salti i 5 daga.
ba var fjoldi bakteriupyrpinga talinn, helstu bakteriugerdum lyst, hreinstrikad og gerd Gram
litun, oxidasa og catalasa prof auk O/129 og API-20 & véldum tegundum. Stofnar sem liktust
sjukdomsvaldandi bakterium voru einnig préfadar i kekkjunarprofum med sértekum
moétefnum (BioNor). Alls voru 25 hreinraektadir stofna settir til vardveislu i frystieti ef
frekari rannsokna yroi porf sidar. Haustid 2005 greindist syking med Yersinia ruckerei (Yr),
sem veldur raudmunnaveiki, i porskseidum 4 Stad. bar sem pessi bakteria hefur ekki greinst
adur 1 porskeldi hérlendis (og einungis er til ein heimild erlendis fra) var akvedid ad rakta

upp nokkur syni, og gera kekkjunarprof med motefnum gegn Yr.

Vorio 2005 var 6nnur porsktilraunin framkvaemd og samanburdur gerdur 4 eldiskerfum med
og an bakteriumedhondlunar 4 hrogna- og/eda lirfustigi. Einnig var notkun probiotiskra
lifandi hjéldyra konnud. Mynd 1 synir tilraunaruppsetninguna. Dagsgémul frjévgud hrogn
voru sétthreinsud med gluteraldehydi (300 ppm i 5 min.), skolud med hreinum sjoé og sett i
tvo 25 L silo eftir skolun: H5S med 25,4 g af hrognum og H6 med 36,2 g. Rennsli
eldisvokvans og hitastigid voru eins og arid 2004. Kontrolhdpurinn (H6) fékk enga adra
medhondlun & medan H5-hdpurinn var badadur med bakteriublondu & dogum 1, 4 og 7. ba
var eldisvokvinn 1 siléinu leekkadur i ca 5 L og bodun hrogna (lokabakteriustyrkur um log 6-
7 CFU/ml eldisvokvans) stod i 30 min an rennslis. Klakid hofst 4 11. degi. A 12. degi voru
lirfurnar fluttar 1 150 L silé (2 bakteriumedhondlud: S1-S2 med 2100 lirfur per silo, og 4
kontrél: S3-S4-S5-S6 med 2500 lirfur per silo). Ekkert lyf var notad i lirfusildin arid 2005.
Bodunin (lokabakteriustyrkur um log 6-7 CFU/ml eldisvokvans) i lirfusiloum S1 og S2 var
framkvaemd a eftirtdldum dogum: 2-5-8-13-20; rennslid var stoppad i 2 klst 4 medan a4 henni
st0d. Fra 3. degi var poérungapykkni notad daglega til ad skyggja eldisvokvann (2 x 2 ml per
silo) og farid var ad fodra meo lifandi audguoum hjéldyrum (2 x 1 milljon per silé a dag).

Kontrolsiloin S5 og S6 fengu einungis probiotisk lifandi audgud hjoldyr.
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Akvedid var ad profa einnig bakteriubodun & nykloktum lirfum sem hefou ekki fengid bodun
4 hrognastigi. Lirfur (kontrél) ur B-hluta verkefnisins voru notadar og settar & S17-18 (4
daga yngri). Lirfur i siloum S17 og S18 fengu sambarilega bodun og i siléun S1 og S2 en a
dogum 1-4-9 og 16. Tilrauninni var lokid 4 27./23. degi lirfutimabilsins (S1 til S6/S17-S18).
Syni (n=85 hja Rf) voru tekin reglulega af sjo, hrognum og lirfum (meltingarveginum),
asamt voldum eldispattum: hjoldyr (eftir audgun/neomycin-medhdndlun/skolun) og
porungapykkni. Syni til bakteriurektunar 4 Keldum voru ekki tekin vorid 2005. S6mu
hefdbundnu 6rverumelingar voru framkvamdar (sja lysingu fyrir tilraun 2004), nema fjoldi
presumptive Pseudomonas tegunda var ekki metinn par sem atid reyndist ekki négu sérhaeft
fyrir eldisbakteriur. Valin syni voru fryst vegna PCR malinga (T-RFLP) til ad geta metid

heildarbakteriufloru i samanburdi vid rektanlegri bakteriufloru.

Tilraum 1 {april-jal 2004)
Hrogn ur & lotum sameinud

Tilraun ? {mai-jini 2005)
Hropn sameinnd og sotthreinsnd

Ebémn a
dl4-7
{log Tim=d)

Ko lac
=5 bbn
n
53 54 55 1.3 51 i
Simataka 4 dl =z d15 Feglulesar synacslur milli d2 op d27 /d] oz d23
Eerfin masfornst & 423 o ]

Mynd 1. Tilraunaruppsetningar vid porskeldi vorin 2004 og 2005. Tilraun 2 tilheyrir einnig verkpattum 1 og 4
semer lyst sidar i skyrslunni.

Hedfbundnar oOrverugreiningaradferdir voru notadar til ad einangra tilteknar (aeskilegar/
oxskilegar) bakteriur (um 450 stofnar 4rid 2004 og 210 stofnar 4arid 2005) til frekari
rannsokna. Vid kortlagningu & Orverufradilegu astandi porskeldisins voru einnig notadar
sameindafredilegar greiningaradferdir (hlutaradgreining & 16S rDNA PCR afurdum tr 137
bakteriustofnum fra vorinu 2004 og T-RFLP greining & ca 200 synum).
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Tilraun 1 (2004)

Vio kortlagningu 4 orverufloru porskeldisins med hefobundum adferdum var
heildarérverufj6ldinn metinn en einnig voru helstu hopar bakteria sem matti btiast vid
skodadir med notkun sérhaefora eta til ad geta metid hlutfall/mikilvagi peirra 4 einfaldan
hatt. Mynd 2 synir préun orveruflérunnar i hrognasilbum hvort sem hrognin fengu
efnamedhondlun 4 d1 og 11 (kontrol) eda ekki (6medhondlad til ad fa fram oeskilega
orverufloru). Sotthreinsun & hrognum laekkadi heildarorverufjéldann (TVC) naer 1000-falt
(3 log einingar) 4 1. degi en um 10.000-100.000 falt &4 11. degi timabilsins. Bakteriur
festast gjarnan & yfirbord hrogna, en hréd fjolgun atti sér stad fyrstu 7 daga 6had pvi
hvort soétthreinsad var upphaflega eda ekki. Svipadur heildardrverufjoldi meeldist i
6medhondludum hrognum (d7-11) og i sjosynum beggja hopanna. Vibrio fjoldinn var
a.m.k. um 100-falt leegri en TVC, hvort sem hann var metinn i hrognum eda sjéosynum, en

a 11. degi var hann heerri i émedhondludum hrognum og umhverfinu (sj0).

Talningaratid (modified CFC medium samkvaemt Stanbridge og Board, 1994) sem var
notad til ad meta fjolda Pseudomonas tegunda reyndist ekki vera nogu sérheeft fyrir
orverusamfélagid sem er ad finna i porskeldi. Vid ndnari greiningu & einangrudum
kélonium kom i 1jés ad sumar peirra voru gerjandi, eiginleiki sem finnst ekki hja
Pseudomonas tegundum. bess vegna var ekki hagt ad notafera sér talningar Gr pessum

malingum.

Einangradar bakteriur Ur hrognasynunum (4 dogum 1-7-11) uxu illa og margar drapust
snemma 1 greiningarferlinu, en Ut fra utliti kolonia var munur 4 samsetningu
orveruflorunnar milli hopanna. Pseudoalteromonas tegundir fundust i upphafi og sidar i
ferlinu hja 6medhondludum synum (hrognum og sjo), sem Marinomonas tegundir gerdu

einnig { bAdum hopum. En petta verdur ad stadfesta med T-RFLP greiningu.

Heildarfjoldi 6rvera (TVC) og Vibrio tegunda i eldisvokvanum var svipadur (teplega log
4/ml) fyrir og eftir flutning lirfanna 1 kontr6él hopnum en adeins leegri eftir flutning peirra
sem fengu enga medhondlun. Eftir klakid tekur pad yfirleitt 3 daga 4dur en porsklirfan
opnar munninn og pess vegna er pad edlilegt ad finna faar sem engar bakteriur i
meltingarveginum a pessum tima. Par sem kontrél-hrognin byrjudu adeins fyrr ad
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klekjast en 6medhondludu hrognin, var meltingarvegur kontrol-lirfanna ni pegar med
bakteriur & 1. degi eftir flutninginn, eins og sést 4 mynd 2, p.e. med svipadan fjolda og i
eldisumhverfinu. Omedhondludu lirfurnar voru aftur 4 méti ekki farnar ad opna munninn

pvi engar bakteriur fundust i peim.

Medhondlad med glutaraldehydi (kontrol) Omedhéndlad

@TVvVC B Pseud. fjoldi O Vibrio fjoldi @TVvCe B Pseud. fj6ldi O Vibrio fjoldi
® 7 : o 7 :
E 6 ¢ Fluttilirfusilé & = 5 M :  Flutt i lirfusilé &
Y - I d13; Klak milli E - I d13; Klak milli
2 i d11-13 55 | a1z13
[ ‘= 4
X )
© x 3
o ©
E T 2
(=] 14

(=2

3 3 0 -

o O

02 (©O° 9
JF ¢ ~2‘@9
&
XY

Mynd 2. Orverumadingar & hrognastigi i émedhondludu (haagri) og efnamedhondludu kerfi (vinnstri) og
eftir flutning i lirfusiléin (S7 til S10)

Mynd 3 synir nidurstoour drverumalinganna i mismunandi eldispattum. Raektun hjoldyra
leiddi til mikils magns Orvera en audgun hjoldyra virdist hafa haft litil vidbotarahrif a
orverufléruna. Neomycin var notad til ad leekka orverufjoldann eftir audgunina, en hann
féll um teplega 2 log/g og medferdin hafdi pannig vaeg “Orverudrepandi” ahrif hja Vibrio
tegundum. Fjoldi mjolkursyrubakteria (LAB) var ekki metinn i pessum hjoldyrasynum.
Hins vegar voru porungapykknasynin rikjandi i mjolkursyrubakterium, par sem fj6ldi
peirra var nastum pvi jafn har og TVC. Merkingar “G” og “N” tdkna “gdmul” (atappad
ilat i notkun) og “ny” (6notud) og malingar syndu ad Vibrio mengun hafdi borist i ilatid
med porungapykkni sem hafdi verid i notkun. Orverufjdldinn i dagsgamalli artemiu var
um log 6/g en Vibrio og LAB fjoldi var minni en log 2/g. Eftir 24-klst audgun og skolun
(10 min.) artemianna vard heildarfjoldinn adeins legri (log 5,3/g) en Vibrio og LAB
fjoldi meldist um log 4/g. Steinleir er notadur til ad skyggja eldisvokvann og eftir

sotthreinsun med virkoni var Orverufjoldinn dmelanlegur (< 1,3 log/g) i pvi. Fjoldi
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orvera i purrfodri (Gemma 0,5 frd Nutreco) var um log 4/g, med orverufloru rikjandi 1

Gram-jakvaedum bakterium og um 20% mjolkursyrubakterium.

Eldispaettir

B TVC BPseud.fjoldi 0O Vibrio fjoldi @ LAB fjoldi

Log 10 bakteriur/ g
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Mynd 3. Orverumadingar i mismunandi €ldispattum

Mynd 4 synir hvernig érverufjoldinn jokst (aukning um 3 log/g & d15) i meltingarvegi
kontrol-lirfanna eftir ad pérungargjof og fodrun med lifandi hjoldyrum hafoi stadid 1 12
daga. Fjoldi Vibrio tegunda og mjolkursyrubakteria (LAB) var ramlega log 4/g.
Orverufléra lirfanna i kontrol-hépunum var fjdlbreytt 4 15. degi, til ad mynda fundust
Arthrobacter, Vibrio, Serratia og Microbacterium tegundir. bPessar somu tegundir var ad
finna eftir purrf6drun a d28, en pa komu einnig fram Pseudoalteromonas tegundir. Adrir
tegundir (Enterococcus og 3reptococcus tegundir), sem fundust i pérungapykkni eda
purrfédri, voru einnig til stadar i lirfunum. Eftir ad artemiugjofin var hafin jokst Vibrio
fjoldinn sérstaklega (aukning um 1-2 log & d28), en f60run med purrfodri leiddi til litillar
leekkunar (d35). Vegna erfidleika i keri E13 purfti ad gefa lyfjamedferd til ad tryggja
lifun lirfanna. Vid melingar nasta dag kom i 1jos ad pessi medferd hafoi ekki
augsjaanleg ahrif 4 heildarérverufjolda lirfanna (E13 d36) en Vibrio og LAB fjoldi peirra
leekkadi um 1-2 log /g. Athyglisvert er ad benda 4 ad lirfur E24 voru med hdan LAB
fjolda & d28-35-36, en ekki vid sidastu synatdoku & d56. Samt sem adur urdu lirfur E24

pyngri (blautvigt d56 = 0,5 g) vid hverja synatoku i samanburdi vid lirfur ur E13
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(blautvigt d56 = 0,3 g) sem purftu lyfjamedferd seint i ferlinum. Lekkun LAB fj6lda a
d56 gati tengst hreinsunaradferd sem var framkvemd til ad sotthreinsa utanliggjandi
orverur & lirfunum, en of mikil sétthreinsun getur leitt til laekkunar & orverufjolda i ytri
hluta meltingarvegsins. En eins og sést hjd lirfunum E24 4 d56 voru allar talningarnar

miklu laegri (um 2-3 log) en matti buast.

Lirfustig - lirfur (kontrol)
mTVC B Pseud. fj6ldi @ Vibrio fjéldi E LAB fj6ldi

d3: pérungar
og hjoldyr
gefin
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Artemia burrfédur
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[
%4
©
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Mynd 4. Orverumadingar & lirfum i meshondludum kerfum (S7 og S8 = 150 L tilraunasil6; E13 og E24 =
stor ker)

Mynd 5 synir hvernig Orverusamsetning eldisvokvans breyttist med tilkomu ytri
eldispatta. Vibrio fjoldinn i sjo jokst (um 1 log) eftir ad f6drun med lifandi hjoldyrum var
hafin (d15) og enn frekar med artemiugjof (d28, um log 4/ml). A 28. degi var fjoldi
mjolkursyrubakteria maelanlegur i eldisvokvanum par sem porungagjof atti sér stad fyrir
synatokuna. Fra 35. degi vard heildarorverufjoldinn nokkud stodugur, p.e. rimlega log
6/ml en Vibrio fjoldinn um 2 log laegri. A pessum synatokudegi var kannad hvort
hreinsunin i kerum hafoi ahrif & hreinleika (“gadi”) eldisvokvans. Sjosyni voru tekin
fyrir skofun botnsins, a fituséfnunarsvedunum a yfirbordi eldisvokvans og eftir hreinsun.
Enginn aberandi munur fannst, en Vibrio og LAB fj6ldinn var herri par sem fituséfnunin
atti sér stad. Neomycin medferd i kerum E13 og E24 4 d35 leiddi ekki til sjdanlegra

breytinga i eldisvokvanum & d36, samkvemt melingunum sem voru geroar.
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Lirfustig - sjor (kontrol)

ETVC Bl Pseud. fjoldi E Vibrio fjoldi E LAB fjoldi
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Mynd 5. Orverumadingar & eldisvokva (§)6) i medhondludu kerfi

Madingar a §ukdémsvaldandi bakterium hja Keldum — vorid 2004

Sjukdémsvaldandi bakteriur fundust ekki i pessum synum. Nu er verid ad rakta upp
nokkra stofna ur safninu fra pessum tima par sem Yersenia ruckeri greindist 4 Stad
haustid 2005 og grunur vaknadi um ad hin kynni ad hafa verid par adur. bessi syni verda

sett 1 kekkjunarprof & naestunni og greint fra nidurstodum i naestu skyrslu.

Sextan stofnar voru settir i O-129 greiningu. Af peim voru 3 (nr. 16 (lirfur 16dph), 21 og
22 (leir)) sem syndu algera hindrun sem bendir til Vibrio eda Photobacterium tegunda.
beir hofou auk pess blodrofsvirkni en kekkjudu ekki moétefni gegn Vibrio
anguillarumyListonella anguillarum. Af 10 stofnum sem foru i API-20 greiningu voru
einungis 2 sem syndu svorun i fleiri en 2 profum svo 1jost er ad pessi greiningaradferd

hentar illa til skodunar & peim stofnum sem hér raektudust.

Glutaraldehyd er notad & Stad til ad sotthreinsa hrogn. Vid rektun komu fram nokkrar
bakteriur 4 yfirbordi 6badadra hrogna, en ekkert 6x uUr hrognum sem booud voru i
glutaraldehydi. I synum, sem voru tekin vid upphaf klaks 4 badada hopnum var mjog litill

voxtur, medan mikill voxtur var r sambarilegu syni Ur 6badada hopnum.
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Ahrif benzalkonkl6rids voru mismunandi eftir uppruna synanna. Raektanlegar bakteriur
hurfu ar lirfusynum teknum 4, 17 og 31 dogum eftir klak en ekki Gr synum teknum 38
dogum eftir klak. Alykta ma ad i fyrri 3 skiptin hafi ahrif benzalkonklérid nad inn i
meltingarveg en ekki 4 degi 38. Benzalkonklorid hafdi hins vegar ekki sjdanleg ahrif &
reektanir bakteria ur hjoldyrum, artemiu, pérungum og fituflekkjum i kerum. Samsetning
bakteriufléru i lirfunum var pvi 6lik pvi sem gerist i fedudyrum, porungum og

fituflekkjum & eldiskerum.

Tilraun 2 (2005)

Myndir 6 til 9 syna hvernig 6rverufloran préadist i peim 4 hopum (8 siloum) sem voru
skodadir vorid 2005. Pessi tilraun var framkvamd i tveimur hrognasiloum (H5-6) og atta
lirfusiloum (S1-6 og S17-18). Tilraunin var styttri en arid 4 undan (12 dagar fyrir klak og
23-27 dagar eftir klak) og pess vegna voru artemia og purrfédur ekki notud. Notkun lyfja
i lirfusiloum var heett og pess i stad var petta nattarulega umhverfi (H6 fert i S3 & S4)
borid saman vid “probiotic” medhdndlun & mismunandi stigum: fyrir og eftir klak (HS
fert 1 S1 & S2), eingdngu eftir klak (S17 & S18) eda med notkun probiotiskra lifandi
hjoldyra (H6 feert i S5 & S6). Pessi tilraun var einnig hluti af verkpaetti 4. Afkoma hrogna
var 57,7% hja kontrol-siléinu (H6) en 60,3% i siloinu sem fékk bodunarmedferd med

batibakterium (HS).

Tafla 1. Afkomutdlur (%) i lirfusiléum sem fengu mismunandi meofero

s1 $2 S3 s4 S5 S6 $17 S18
badad fle badad fle kontrol kontrol pro-feda pro-feda badade badad e
Upphafsfjoldi 2100 2100 2500 2500 2500 2500 2500 2500
Teknar lirfur f. 21/6 * 232 103 169 105 196 58 51 134
Alls lifandi (meé * ) 885 233 541 130 202 62 71 349
Afkoma (%) 42,1% 11,1% 21,6% 5,2% 8,1% 2,5% 2,8% 14,0%
Leidrétt afkoma (%) 35,0% 6,5% 16,0% 1,0% 0,3% 0,2% 0,8% 9,1%

Leiorétt afkoma er midud vid ad upphafstalan er laegri vegna lirfusynatoku fyrstu 3 vikur tilraunarinnar.

Tafla 1 gefur afkomutdlurnar fyrir alla lirfuhdpanna. Pegar medalatkoma lirfa (27 daga)
er skooud kemur i 1j6s af hin var um 15% i kontrél-hopnum en 34% i hopnum sem
var meohondladur med beetibakterium fyrir og eftir klak, og miklu legri i hopnum
sem fékk eingdngu medhdndlun eftir klak (6,2%) og verst vid notkun probiotiskra lifandi

hjoldyra (5,7%). Reyndar var mikill munur innan hopanna sem gerir ad vissu leyti tilkun
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nidurstadna erfidari. Pessi velgengni endurspegladist einnig i1 vaxtartSlunum, b.e.
eingdbngu i pyngdarmelingunni (purrkadar lirfur): 656 + 41 pg (S1), 562 + 30 pg (S2),
550 = 17 pg (S3). byngd S1 lirfanna var marktakt herri en hja S2 (p = 0,021) og S3 (p =
0,001) lirfunum. Aftur & moti var enginn marktekur munur (p > 0,05) hvad lengdina
vardar: 9,29 + 0,95 mm (S1), 9,05 + 0,68 mm (S2), 9,24 + 0,42 mm (S3). Vegna of farra
lirfa 1 siloum S4-5-6 4 27. degi var ekki haegt ad meta lengd og pyngd i peim hépum.
Ekki voru siléin 17 og 18 samanburdarhaf par sem lirfurnar voru 4 dogum yngri (S18:
8,04 + 1,09 mm og 424 + 91 pg). Afkoma i samberilegum kontr6l-hépunum (S27 og S28
a degi 23 Gr B-hlutanum undir verkpatti 4) var 4,5% og 0%. Pbetta synir ad bodunin med
baetibakterium eingdngu eftir klak hafoi einnig jakvaed ahrif.

Meédal afkoma lirfa: 13,4% ;
S3=216% S4=52% Kontrél 2005
B Heildarorverufjoldi O LAB fjoldi O Vibrio fjoldi
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Mynd 6. Orverumadingar i kontrdl-hépum & hrogna- og lirfustigi (S3 og $4)

Orverumzlingarnar (mynd 6) syna ad sotthreinsun 4 hrognum lekkadi heildardrveru-
fjolda eins og getid var vid tilraunina arid 2004, og hrod fjolgun atti sér stad milli
daganna 1 til 7 en sidan var nokkud stodugur fjoldi eftir pad. betta atti lika vid um préun
Vibrio tegunda. Heildarorverufjoldi i sjo var einnig stodugur, en Vibrio fjoldi var alltaf 1-
2 log legri. Heildardrverufjoldi i lirfunum breyttist litid milli daganna 8 og 27. Ekki var
hagt ad tengja goda afkomu 1 sildi S3 vid orverufjdldann, eins og samanburdur & siloum

S3 og S4 synir. Samsetning Orvera er liklega lykilatridi hér og frekari greiningar (16S
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rDNA hlutaradgreining og T-RFLP) munu leida pad i 1j6s. Mynd 7 synir préun
orveruflérunnar hja bodudu hopunum. Bédun & hrognastigi atti sér stad & d1, 4 og 7, og
liklega voru viobettar bakteriurnar (LAB) til stadar i eldisvokvanum & dogunum 4, 5 og 7
(frekari greiningar til stadfestingar) en ekki 4 11. degi par sem 4 dagar voru lidnir fra
boduninni. Aftur & moti var LAB fjoldi vel malanlegur & hrognum og litid af Vibrio
tegundum (< log 3/g) & dll1. Booun & lirfustigi var a4 d2, 5, 8, 13 og 20.
Heildarorverufjoldinn var legri i bodudum lirfum (log 5,2/g) 4 dogunum 8 til 22 en i
kontrol-lirfunum (log 5,9/g; mynd 6). Afkoman i S1 og. S2 siloum samraemdist ekki
heldur heildarfjolda 6rvera né Vibrio tegundanna, en ekki meldust mjolkursyrubakteriur i

siléinu sem gekk verr (S2).

Medal afkoma lirfa: 26,6% " . .
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Mynd 7. Orverumadingar i bodudum hépum & hrogna- og lirfustigi (S og S2). Gram or synir
bédunardagana (hrognastig: d1-4-7; lirfustig: d2-5-8-13-20).

Mynd 8 synir tilraun med hrognum af 6drum uppruna en hja 6llum hinum hépunum.
Bodun 4 lirfustigi atti sér stad fra klaki 4 d1, 4, 9 og 16. Mjolkursyrubakteriur fundust 1
eldisvokvanum & dogunum 9, 16 og 23 (S18). Heildarorverufj6ldi i lirfunum breyttist 1itid
milli daganna 9 og 23 en breytilegt magn af mjélkursyrubakterium meldist. Eins og 4dur
er nefnt var afkoman ekki i samraemi vid orverumalinganna. Mynd 9 synir 6rverupréun
hja hépunum sem fengu probiotisk lifandi hjoldyr med 2 tegundir af

mjolkursyrubakterium og gersveppinn Levucell. Pessar lirfur voru af sama uppruna og

20



paer sem foru i kontrél-hopana. Heildarfjoldi 6rvera og Vibrio tegunda var p6 hearri en
pad sem meldist i kontrdl-lirfunum (mynd 6). Liklegust skyring er proun o@skilegrar
orverufloru i probiotiskum lifandi hjoldyrum. betta 4 eftir ad stadfesta med nanari

greiningum. Orverufjoldi pessara hjéldyra og lirfa einkennist af haum Vibrio fjélda.

Medal afkoma lirfa: 8,4%

$17=2,8% S18=14,0% Bo66un eingongu eftir klak - 2005

M Heildarorverufjoldi O LAB fjoldi O Vibrio fjoldi
=) g V d3: pérungar og
E7 Y hicldyr gefin . . —
E 6 : : : : / \
551
24
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Mynd 8. Orverumadingar i bodudum hopum & lirfustigi (S17 og S18). Graan 6r synir bodunardagana (d2-4-
9-16).

Medal afkoma lirfa: 5,3%
S5=8,1% S6=2,5%

M Heildarorverufjoldi O LAB fjoldi O Vibrio fjoldi H Fjoldi gersveppa

Lirfum gefid "probiotic" hjéldyr - 2005

i id3: pérungar og LT
| ihjéldyr gefin \ y

Log 4o bakteriur/ml-g
O—=_NWhooON®
<+

Mynd 9. Orverumadingar i probiotic-hopum (S5 og S6) sem fengu lifandi audgud hjéldyr medhondlud med

“ probiotic” drverum
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Verkpattur 1: Mat 4 lifreenu/6lifraenu efnaalagi

Upphaf: 1. man. Lok: 12. man. = framlengt til feb. 2006

Markmid: ad kanna efnadlagid vid porsk- og ludueldi, m.t.t. ¢/lifreenna efna sérstaklega a
peim timapunktum sem mikil affoll verda, og samhlida synatokum vegna orverumalinga.
Afrakstur: Oflun gagna til mats 4 6/lifreenu efnaalagi 1 [idu- og porskeldi og skilgreiningar 4
pattum sem hafa ahrif & afkomu og proska lirfa.

Stada/breytingar: Vegna erfidleika vid fyrstu porsktilraun vorid 2004 var akvedid ad safna
fleiri synum vid tilraunina vorid 2005 til pess ad gera gagnasdfnunina 6flugri og vidtekari.
Synataka vid [Gdueldi (2004): Starfsfolk Fiskeyjar ehf safnadi synunum i sérmedhondlud og
merkt ilat samkvaemt eftirfarandi t6flu. A hrognastigi (13-14 dagar) voru 3 ker skodud (K1-
2-3), en & kvidpokastigi voru synin tekin Ur 1 siléi (Kontrél) auk pess var 1 silo med
endurnytingarkerfi metid i lok timabilsins. A startfédrunartimabili voru 3 ker skodud: 2
kontrol (K1-2) og 1 med endurnytingarkerfi, en pad misforst seint & timabilinu. Malmar
voru meldir i artemiu og lirfum til ad meta uppséfnun a fyrsta stigi, auk pess sem seidin og
purrfédur voru rannsékud eftir 2. manada purrfédrun.

Eftirfarandi melingar voru

Timabil Syni Dagar purrefni NH3 NO2- H2S malmar TOP TN COD O/F redox
H [6siadur sjor 0 X X X x X X X ) ; 1disvok .
R |siadur sjor 0 X X X X X X X ger ar 1 cldisvokvanum:
O |[sjor-K1 (12-3) 9 X X X X X X X L, .
G [sjor-K2(13-3) | 9 X X X X x X x | Olifreen efni sem hafa
N |[sjor-K3 (14-3) 9 X X X X X X X
A [sjor-K1(12-3) | 13 X X X X X X X : o1
K lajérKz13:3) | 13 X x eiturverkan 4 lifverur, p.e.
E |[sjor-K3(14-3) [ 13 X X X X X X X ., .,
R ammoniak  (NHj3), nitrit
L ferskvatn 24 X X X X
| [siorK(s10) | 24 xox o ox x x (NOy), vetnissalfid (H,S)
R lirffur-Endurn. | 51 vantar X
F sjor-End.(S6) 51 X X X X X X ’ ‘
U |lirfur-K (810) | 51 | vantar x og malmar (Fe, Zn, Cu, Al),
S |sjor-K (S10) 51 X X X X X X ; .
audgue artemia | 15 x x  x x og lifreen efni: TOP (total
S sjor-K1 (S21) 15 X X X X X
T sjor-End. (S1) | 29 X X X X X X X :
A [sjor-K2 (S20) 35 X X X X X X X phosphorus)’ N (helldar
R |sjor-K1 31 X X X X X . .
T |sjér-Endurn. | 45 x  x x X x koéfnunarefni), fita (O/F) og
K [sjor-K2 51 X X X X X
= LR e oE X R COD (chemical oxygen
R |lirfur-K1 45 X X
sjor-K2 65 X X X X X X X . .
2 = x . demand) og Finnig var
sjor-K1 62 X X X X X X X
lirfur-K1 62 x x oxunargeta meld (redox).
w alls ca: | 130d
E I
A |purricsar . «  x Alls  voru 149 syni
N seidi 1 5,5-6 m X X .
I [seisi2 s56m|  x x rannsokud.
N
G
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Synatokur vid porskeldi (2004 og 2005): Synunum var safnad vorin 2004 og 2005 i
sérmedhondludum og merktum ildtum samkvaemt eftirfarandi toflu. A hrognastigi (12-13
dagar) voru sjosyni tekin 1 2 siléum, en a lirfustigi voru pau tekin tr ymsum siloum og steerri

kerum fyrstu 30-60 daga eftir klak.

Timabil Syni Ar dagar purrefni svifagnir NH3 NO2- H2S malmar TOP TN COD O/F redox
H sjor ar sléngu ‘05 0 X X X X X X X
R |sjor-kontrol ‘05 11 X X X X X X
O |sjor-badad ‘05 1 X X X X X X
G sjor-kontrol ‘04 1 X X X X X X
N sjér-6medhondl. ‘04 11 X X X X X X

sjor-badad S1 ‘05 13 X X X X X X X X X
L sjor-kontrol S3 ‘05 13 X X X X X X X X X
| sjor-kontrol S27 ‘05 16 X X X X X X X X X
R sjor-badad S1 ‘05 27 X X X X X X X X X
F sjor-badad S2 ‘05 27 X X X X X X X X X
U sjor-kontrol S3 ‘05 27 X X X X X X X X X
S sjor-kontrol S4 ‘05 27 X X X X X X X X X
i |sjor-kontrolE20 05 | 30 b'e X X X X X X X
L sjor-kontrol E20 ‘05 60 X X X X X X X X X
O |seidi E20 ‘05 | 60 X X
sjor-kontrol S7 ‘04 15 X X X X X X X X
sjor-kontrol E13 ‘04 28 X X X X X X X X
eda |[sjor-kontrol E24 04 28 X X X X X X X X
pborungapykkni 04 28 X X X X
audgud hjoldyr 04 28 X X X
K audgud artemia ‘04 28 X X X X
E purrfédur ‘04 28 X X X X
R |sjor-kontrol E13 "04 56 X X X X X X X X
sjor-kontrol E24 "04 56 X X X X X X X X
seidi E13 ‘04 56 X X
seidi E24 ‘04 56 X X

Malmar voru meldir i pérungapykkni, hjoldyrum, artemiu, purrf6ori og seidum til ad meta
uppsofnun & fyrstu stigi. Somu efnamalingar voru framkvaemdar eins og ofangreint, og
synatakan for fram samhlida orverusynatdkunni sem er lyst i fyrri verkpaettinum. Svifagnir i
sjosynum & lirfustigi voru einnig maldar vorid 2005. Alls voru 172 syni rannsdkud, en
nidurstédur sumra mealinga eru 6komnar og pvi heildar trvinnslu ekki lokid. Fjallad verdur

um utkomuna i neestu skyrslu.

Mat 4 efnafraedilegu astandi eldisins er mikilvagt pvi pad mun leida i ljos hvada paettir
skipta mali og hvad ber ad fordast til ad fyrirbyggja dasettanlega efnamengun i eldi.
Mezlingar vid laxeldi 4 Islandi hafa synt fram 4 mikilvaegi eftirfarandi patta: efnadlags
vegna lifrenna efna i vatninu (svifagnir, uppleyst og agnabundid: COD, TN, TOP, olia
og fita) og efna sem sannarlega hafa eiturverkan & lifverur (t.d. nitrit, vetnissulfid og
uppleyst og agnabundid form malma og ammoniaks) (Audunsson, 2002). beir malmar

sem sérstaklega parf ad fylgjast med eru al, jarn, sink og kopar, en reynslan synir t.d. ad
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minnsta hakkun i kopar getur haft mjog afdrifarik ahrif 4 voxt og lifun ludu (6birtar
nidurstodur, G.A. Audunsson). Samkvamt Timmons o.fl (2002) eru vidmidunargildi fyrir
vatn i eldiskerfum eftirfarandi: < 0,01 ppm (al), < 0,15 ppm (jarn), < 0,005 ppm (sink)
og 0,03 ppm (kopar, midad vid alkaliskt vatn, p.e. > 100 mg/L). Eiturahrif pessara
malma eru talin vera minni med meiri vatnshorku (Howarth & Sprague, 1978). Handy
(2003) gerdi grein fyrir ad 0,01-0,15 ppm kopar i eldisvokvanum (mjukt vatn) hafdi mjog
mikil eiturdhrif 4 fiska.
Lifreent alag er haettulegt par sem pad getur ytt undir voxt drvera. Ozskilegar tegundir
geta pvi nad miklum fj6lda & stuttum tima og valdid skyndilegum og vidtekum affollum
a lirfum/seidum. Einnig er uppséfnun kofnunarefnasambanda (p.e. ammoniak og nitrit)
i eldiskerfum oaskileg vegna eiturdhrifa peirra 4 fiskinn. Nidurbrot kofnunarefna-
sambanda (adallega protein og kjarnasyrur) leidir til myndunar & afoxudum N-
efnasambondum, adallega ammoniaki (NH;3) (Heales, 1985; Hopkins o.fl., 1993).
Sjavardyr skilja ammoniak ut 1 eldisvokvann adallega 1 gegnum talknin, rod og nyru sem
leysist upp i eldisvokvanum (Spotte, 1979). Auk pessarar uppsprettu ammoniaks getur
pad flaett fra setlogum vegna ymissa efnahvarfa. I tilbunu eldiskerfi vantar pad ferli sem
sér um ad fjarlegja ammoniak i nattirulegu kerfi og NH; getur safnast fyrir, en i
endurnyjanlegu kerfi sja akveonar bakteriur um ad oxa NH3 og mynda pannig nitrit sem
afram oxast 1 nitrat (nitrification). betta ferli tryggir minni heettu 4 eiturverkun vegna pess
ad flest vatna- og sjavardyr eru nem fyrir eiturahrifum NH; og nitrits (> 1 ppm) en
pola meira magn nitrats (upp i 500 ppm) (Moe, 1993). Ymis dnnur vidmidunarmérk hafa
verid sett fram eins og nedangreindar heimildir syna. Barnabe¢ (1994) setti fram mork par
sem enginn skadi fannst af voldum ammoniaks fyrir sjavarfiska fra 0 — 0,05 ppm, en gildi
haerra en 0,10 ppm var talio vera skadlegt en var hao fisktegundum. Alderson (1979)
gerdi grein fyrir hAmarksmagni NH; (0,1 ppm vid pH 7,9) sem hafdi engin skadleg ahrif
fyrir sandhverfu. Einnig hefur verid melt med ad halda NH; gildi leegra en 0,1 ppm i
tilapiueldi (20 g fiska) (El-Shafai o.fl., 2004).
Ymsir peettir hafa ahrif 4 ferli kofnunarefnasambanda eins og t.d. fédur, fédrunarmynstur,
vatnsrennsli/skipti, dypt eldiskerfisins og loftun dsamt 6drum stjornunarhéattum. Nitrit,
sem er millistigsmyndunarefni i “nitrification” og “denitrification” ferlum, getur einnig
safnast fyrir. Faar bakteriutegundir geta oxad NH3;=> NO, - NO; a medan fleiri
tegundir geta tekid patt i “denitrification”, sem er afoxunarferli nitrats (NO;" 2> NO, =
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NO - N,O = N,), m.a. Pseudomonas, Bacillus and Alcaligenes tegundir (Focht &
Verstraete, 1977). Nitrit hefur eiturahrif vegna pess ad pad bindst vid hemoglobin i bl6di
sjavardyra sem veldur surefnispurrd i blodinu. Styrkleikur CI™ i eldisvokvanum er m.a.
talinn vera mikilvagur pattur i hversu skadlegt nitrit getur verid (Svobodova o.fl., 2005).
Umbreyting NH; yfir 1 nitrat er hdd ymsum pattum, m.a. efnisstyrk, styrk uppleysts
surefnis, hitastigi, syrustigi og fjolda virkra (nitrifying) bakteria (Hargreaves, 1998). Hatt
syrustig eldisvokvans (pH > 8,5) vegna has ammoniaksstyrks (0,1-1 ppm) hindrar oxun
nitrits (Belser, 1979) og pannig getur nitrit safnast fyrir.

Hegt er ad fylgjast med “denitrification” ferlinu i eldisvikvanum med melingum &
oxunargetu (redox potential, ORP). Lakkunin & ORP 4 sér stad i skrefum i afoxunarferli
nitrats 1 N,. Samkvemt Sillén (1965) malist ORP um — 200 mV pegar allt nitratid hefur
verid afoxad i nitrit, en -325 mV ef N, hefur myndast ad fullu. Afoxun stlfats i sulfid
gefur ORP undir -350 mV. En sulfid eda H,S hefur einnig mikil eiturahrif & lifverur
(Spotte, 1979). Samkvaemt Timmons o.fl (2002) eru vidmidunargildi fyrir H,S 1 vatni i
eldiskerfum < 0,002 ppm.

Vidmidunargildi fyrir fosfor er 0,01-3 ppm en <1 ppm fyrir kofnunarefni (nitur)
(Timmons o.fl, 2002). Samkvemt norskum stodlum telst sjorinn vera i godu astandi
pegar fosforstyrkur er < 0,021 ppm (vetur) og 0,012 ppm (sumar), en nitursstyrkur (TN)
< 0,295 ppm (vetur) og 0,25 ppm (sumar) (SFT, 1997). Trépanier o.fl. (2002) t6ludu um
ad hlutfall N:P midad vid vigt @tti ad vera um 10 til ad tryggja oruggt kerfi. Pegar
hlutfallid er 7 eda haerra verdur P takmarkandi fyrir voxt porunga. En pad eru
visbendingar um ad lifren efni og uppleyst fosfor geti haft dhrif & myndun eiturefna vio
bléma plontusvifa (Holby & Hall, 1991). COD (chemical oxygen demand) er
skilgreining 4 gerd lifreena efnisins og segir til um hversu mikid surefni parf til ad brjota

petta lifreena efni alveg nidur.

Efnamadingar vid lGdueldi
Mynd 10 synir préun ammoniaks (NH3) og nitrits styrks (NOy") 1 eldisvokvanum fyrstu
130 daga vio ludueldi. Mynd 11 synir samsvarandi nidurstodur malinga a vetnissulfioi
(H2S) og mynd 12 & fosfori (TOP, total ortho-phosphate) og heildar kdfnunarefnum
(TN).
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Hrognastig

A hrognastigi var mest aukning 4 ammoéniaki i keri 2 og 4 13. degi var pad komid vel yfir
0,1 ppm sem er talid vera skadlegt, 4 medan ker 3 var rétt um pad gildi en ker 1 undir pvi.
Nitrit styrkur var vel undir hettumdérkum i 6llu ferlinu. H,S melingar syndu frekar
stodugt astand nema i ljos kom greinileg aukning 4 9. degi i keri 2 (0,03 ppm) sem hafoi
hugsanlega ahrif & atkomu hrogna.. TOP og TN melingar i kerum 2 og 3 syndu hastu
gildin 4 9.-13. degi (TOP um 2,5-3,4 ppm en TN um 10,3-14,7 ppm). Hamarksstyrkur
sem meldist 1 keri 1 var 4 9. degi: (0,93 ppm TOP og 4,1 ppm TN). Samt sem adur var
hlutfall N:P svipad milli kera 4 seinni hluta timabilsins, en frekar lagt (3,2 til 4,4;
o@skilegt hlutfall < 7). Afkomutdlur fra Fiskey ehf syna ad minnsta lifun var 1 keri 2
(46%) og keri 3 (58%) en 0Oll hrogn lifdu af 1 keri 1. Pessar nidurstodur samraemast NHs,
H,S, TOP og TN malingunum.

Kvidpokastig

Melingarnar a eldisvokva a kvidpokastigi (i lirfusilbum) gefa til kynna ad nokkud
stodugt astand var ad finna i hefdbundna kerfinu (kontrol) og afkoma pess var 39% med
65% gapara (vanskapadar lirfur). Melingarnar 1 sil6 med endurnytingarkerfi vid lok
timabilsins (d51) syna hasta magn ammoniaks (0,58 ppm), vetnissulfios (0,06 ppm) og
nitrits (0,08 ppm) & medan & maelingum std6d, en styrkur TOP og TN var frekar lagur
(0,37 og 1,2 ppm) & sama tima. Hlutfall N:P var pa éeskilegt eda um 3,2. En par var
afkoman 32% med 60% gapara. Urvinnsla syna vegna oxunargetumalinganna er i gangi

og mun klarast & nestum dogum.

Startfédrun

A sidara stigi lirfueldisins (startfodrun) fengust samberilegar nidurstodur fyrir baedi
kontrol-ker sem voru skodud en nidurstodur Ur startkeri 21 eru eingdngu syndar a
myndum 10, 11 og 12. Afkoma startkers 21 var 79% og 76% fyrir startker 20. bessi
velgengni tengist ohjakvamilega stodugleikanum sem efnamalingarnar bera vitni um.
Einnig var melt ar startkeri 1 med endurnytingarkerfi, en 4 45. degi meldist
ammoniaksstyrkurinn (0,15 ppm) rétt yfir viomidunargildid og nokkru sidar drapust allar

lirfurnar.
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Mynd 10. Madingar & ammoniaki og nitriti i eldisvbkvanum fra hrognastigi til loka startfodrunar
(greiningarmérk = 0,006 ppm (NH3) og 0,016 ppm (NO))

——H2S-K1 —A—H2S-K2 —@—H2S-K3 ——H2S-Kontrol ——H2S-Endurnyting —#—H2S-Kontrol = —e— H2S-Endurnyting
0,055 0,055 0,055
0,045 0,045 0,045
£ 0035 0,035 0,035 A
o
0,025 A 0,025 0,025
0015 1 0,015 ?Aj 0,015 f/ \"—7‘ ¢ \
0,005 . . . . i i 0,005 (w) 1\() 2\0 3\0 4\0 5wo 0,005 + T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 - » 0 10 20 30 40 50 60
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Mynd 11. Madingar & vetnisstilfidi i eldisvokvanum fra hrognastigi til loka startfodrunar (greiningarmork

= 0,01 ppm)
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Dagar i hrognakerum Dagar i lirfusiloum Dagar i startfédrun

Mynd 12. Madingar & TOP (total ortho-phosphate) og TN (heildar kéfnunarefni) i eldisvokvanum fra
hrognastigi til loka startféorunar (greiningarmork: TOP = 0,011 ppmog TN = 1 ppm)
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COD og fita voru meld 1 eldisvokvanum i startfédrunarkerum um midbik og i lok
timabilsins. [ kontrol-kerum mzldist COD: 293,73 mgO/L (d35) og 407,17 mgO/L (d62
og 65), en i kerinu med endurnytingarkerfi meeldist COD 308,13 mgO/L a 29. degi. Ekki
nadist ad taka syni seinna 4 timabilinu par sem lirfurnar i kerinu drapust. Fitumalingar &
eldisvokvanum syna laeegra magn fitu 4 degi 29 (endurnytingarkerfi: 0,77 mg/L) og d35
(kontrol: 0,87 mg/L) en vid lok timabilsins (ker 21 = 2,11 mg/L; ker 20 = 7,80 mg/L).
betta haerra magn fitu geeti ytt undir voxt Vibrio tegunda sem nyta sér fitu gjarnan til

fjolgunar.

Melingar & malmum i eldisvokvanun & hrognastigi (tafla 2) og svo i lirfum, seidum og
fodrunarpattum (myndir 4a og b) syna ad engin greinileg uppsdfnun atti sér stad & pessu
6-manada timabili. Vidmidunargildi malmanna i vatni eru gefin i téflu 2 (Timmons o.1l,
2002). Jarn (Fe), kopar (Cu) og 4l voru yfirleitt undir maelanlegum moérkum (0,03; 0,005
og 0,04 ppm) i eldisvokvanum en magn sinks meldist um tifalt heerra (0,01-0,08 ppm) en
vidmidunargildid (0,005 ppm). Upphafleg medhondlun/siun a sjé vid inntakid hja Fiskey
ehf nadi ad fjarlegja jarn og 4l sem maeldust i 6siudum sjoé. Aftur 4 moti var sink alltaf til
stadar en engin skyring hefur fengist. Pad er aftur & moéti Oskiljanlegt ad kopar skyldi
melast 1 studum sjo en ekki upphaflega né i kerunum, og pess vegna telst liklegt ad um

villu vi0 malingu sé um ad raeda.

Tafla 2. Maelingar 4 malmum i eldisvokvanum & hrognastigi

Timabil Syni Dagar Fe Zn Cu Al
H Osiadur sjor 0 0,11 0,01 < 0,005 0,1

R siadur sjor 0 <0,03 0,05 0,01 <0,04

(0] sjor-K1 9 <0,03 0,06 < 0,005 <0,04

G sjor-K2 9 <0,03 0,05 < 0,005 <0,04

N sjor-K3 9 0,12 0,02 < 0,005 <0,04

A sjor-K1 13 <0,03 0,08 < 0,005 <0,04

K sjor-K2 13 <0,03 0,01 < 0,005 <0,04

E sjor-K3 13 <0,03 0,01 < 0,005 <0,04

R ferskvatn <0,03 0,05 < 0,005 <0,04
Vidmidunargildi i vatni (ppm) 0,15 0,005 0,03 0,01

Nidurstodurnar syna ad vid lok kvidpokastigsins (d51) voru lirfurnar Ur
endurnytingarkerfinu med meira magn af malmum (Zn 25; Fe 20; Cu 1,2; Al 2,6 ppm,
blautvigt) en i kontrél-lirfunum (Zn 20; Fe 7,4; Cu 0,3; Al <0,1 ppm) (mynd 13a). Mynd
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13b synir malmamelingar & purrvigtargrunni fra startféorunartimabili og gefur réttari

mynd af uppséfnuninni i lirfum/seidum. Malingar i artemiu, sem er lifandi fadudyr, syna

ad sink var heast (122 ppm), en jarn (52 ppm), al (9 ppm) og kopar (6 ppm) fundust i

leegra magni. Vio lok timabilsins syna melingar i lirfum/seidum svipad magn og i

fedudyrum. Vid nesta timabilid (weaning) fengu seidin purrfoédur Aglo-Norse (nr.2 fra

Ewos), en samkvamt innihaldslysingunni er koparmagnid 5 ppm. En i raun meldist

harra magn kopars (30 ppm) i purrfédurssyninu og magn hinna malmanna var 282 ppm

Fe, 238 ppm Zn og 193 ppm Al. Pessi héi styrkur malma i f6drinu olli ekki uppsofnun i

seidunum eftir 2-médnada f60run (d170). P4 hafdi magn sinks i seidunum laekkad verulega

(ar 136-142 ppm nidur 1 57-61 ppm), 4 medan litil breyting var & styrk jarns, kopars og

als.
. - . . ; . . . burrfééur d115
Malmar i lirffum og seidum - blautvigt Malmar i lirffum og seidum - purrvigt Fe: 282 ppm
Zn: 238 ppm
i - Al: 193 ppm
Artemia d65 ___[Artemia d65 .
50 {Fe: 4,3 pom 300 Fe: 52 ppm ] ; Cu: 30 ppm
Zn: 10 ppm ¢ = o5 | |2 12200m Lirfutimabil Seidi
AL 0,7 ppm Lirfutimabil * Seidi (At 9 ppm
40 1lcu: 0,5 ppm - Cu: 6 ppm \ i o /
. 200 + Fe
3o : AN ‘
. —=—Zn
£ g 150
S 50 2 — Cu
3 100 Al
10 A 50 -
0 ! 3 . 0 T \/ 17—" ; T )
50 100 150 200 0 50 00 50 00
a) Timabilidagar b) Timabil/dagar

Mynd 13. Madingar & malmum i lirfum og seidum midad vid blautvigt (a) og purrvigt (b)
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Verkpattur 2: Skilgreining 4 peim pattum sem hafa ahrif 4 afkomu og proska lirfa

Upphaf: 7. man. Lok: 12. man. =» framlengt til mars 2006

Markmid: ad skilgreina pa peetti sem hafa ahrif 4 afkomu og proska lirfa og kanna hvort
pranun i fituriku f60ri 4 sér stad vio niverandi adstadur i porsk- og ludueldi 4 fyrstu stigum.

Afrakstur: Oflun pekkingar og greining 4 peim pattum sem hafa &hrif 4 afkomu og proska
lirfa. Hér er etlast til ad f4 heildarmynd af 6rveru- og efnaalagi porsk/ludueldisins til pess ad
geta metid hvada orverutegundir og lifren/olifren efni eru 6zskileg. Einnig verdur metid
hvort og hvernig efnadlagid hafi ahrif 4 proéun Orverufléru. Pessar upplysingar eru
grundvollur fyrir frekari préun forvarnaradferda. Einnig mat 4 prénunarstigi fiturikra

fodrunarafurda sem eru notadar vid islenskar adstedur.

Stada/breytingar: Samantekt ur 6rveru- og efnaalagi i 1a0u- og porskeldi er ekki hafin vegna
pess ad nidurstodur sumra efnamelinganna eru nykomnar eda 6komnar. Frekari Grvinnsla
mun fara fram i mars 2006. Malingum 4 pranun fiturikra afurda sem eru notadar & fyrstu

stigum lirfueldis er lokid.

Lysing: Mismunandi syni af fiturikum afurdum voru tekin hja badum eldistodvum fra april
til 4gast 2005: m.a. naringarblanda fyrir audgun lifandi fedudyra, lifandi fedudyr fyrir
fodrun, porungapykkni og purrfodur. Ahrif aldurs afurdanna (geymslupols) 4 pranun var
skodud. Helstu melingar: hefdbundnar pranunarmeelingar 4 lysi, eins og peroxid-gildi (1.
stig fituoxunar), anisidin-gildi og TBA-gildi (2. stig fituoxunar), en stodugleikaprof & fo0ri
med malingu 4 surefnisupptoku i Oxipres-taeki.

Gerdar voru madingar a eftirfarandi synum:

bykkni fyrir hjéldyraaudgun: Protein Selco Plus (PS).

Lysisblanda (FF) fyrir artemiu-audgun: 1) Ny fita, 2) Gomul fita.

Lifandi fedudyr (f60rud med mismunandi f6dri): 1) Hjoldyr (PS+), 2) Hjoldyr (FF-
lysisblanda), 3) Artemia (Ny fita), 4) Artemia (Gomul fita), 5) Artemia (Multigain).
borungapykkni fyrir lirfueldi: Instant Algae Nannochloropsis

Fodur: 1) Culture Selco Plus (hjoldyrafodur), 2) Wean-ex 500 (lirfufodur), 3) Gemma micro
300 (fodur fyrir porskeldi), 4) Minipro 1 (lirfufédur-gamalt), 5) Minipro 3 (lirfufédur-
gamalt).

Oll syni voru geymd i myrkri og vid 0 °C, par til mald, nema Wean-ex 500 og Instant Algae
Nannochloropsis voru geymd vid -24 °C. Allar malingar voru gerdar i a.m.k. tvisyni.
Adferdirnar sem voru notadar vid pranunarmelingar voru samkvaemt Rf adferdum.
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Uttekt & branun fiturikra fodrunarafurda sem eru notadar & fyrstu stigum lirfueldis

Meelingar a fé6ourdyrum

Nidurstodur pranunarmalinga & fé6durdyrum syndu ad TBA-gildi, sem er 2. stigsefni i
oxunarferli fitu, var talsvert herra i hjoldyrum en i artemiu (Tafla 3). TBA-gildi var a4
bilinu 6-11 (umoél/kg) 1 hjoldyrum, en rimlega 2 i artemiu. Enginn munur kom fram a
artemiu eftir pvi hvort hin var f60rud, eda audgud med nyrri eda gamalli fitu, eda pa
Multigain fodri. Pranun, meld sem TBA-gildi virtist vera meiri i hjéldyrum sem fodrud
voru med Protein Selco Plus fodri (PS+), en med nyrri fitu (FF). Vatn var melt i
fodurdyrum fyrir TBA malinguna, og reyndist artemia innihalda meira vatn en hjéldyr,
eda a bilinu 90-92%, en hjoldyr um 87% vatn. Fita i hjéldyrum var um 2,5%, en var ekki
meld 1 artemiu. TBA-gildi er misjafnt eftir edli og magni fitunnar sem er i synum, pannig
er TBA-gildi heerra 1 feitum fiski eins og laxi, heldur en i mégrum fiski eins og porski.
TBA-gildi er einnig harra 1 fjolomettadri fitu, en i mettadri fitu. TBA-gildi 1 hjéldyrum
gaeti pvi 1 edli sinu legid 4 haerra bili en i artemiu, sem geeti stafad af haerra fituinnihaldi

og leegra vatnsinnihaldi.

Tafla 3. Pranun (TBA-gildi) i fédourdyrum

Vatn Fita TBA-gildi
Dyrategund  Fédur* (%) (%) (nmol/kg) stadalfravik
Hjoldyr PS+ 87.8 2.4 10.9 0.3
FF 87.2 2.8 6.3 0.5
Artemia Ny fita 90.4 2.1 0.1
Gomul fita 922 2.1 0.1
92.1 2.2 0.2

Multigain
*PS+: Protein Selco Plus, FF: Fiskey fita (ny fita).

Tillaga um viomidunarmork fyrir TBA-gildi 1 frosnum fiski hafa verid birt sem 18
umol/kg (Robles-Martinez o.fl. 1982). Artemia er augljoslega an praa, midad vid pau
mork. Hjoldyr f6drud med PS+ voru med TBA-gildi 11, sem er visbending um nokkra
pranun, einkum ef borid er saman vid TBA-gildid i hjoldyrum sem f6drud voru med nyrri

fitu (FF) og meeldust med teplega helmingi laegra gildi, eda um 6 pmol/kg.
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Meelingar a lysisblondu

Melingar 4 TBA-gildi og Oxipres stodugleikaprofi voru gerdar 4 6medhondludum
synum, en anisidin- og peroxiogildi voru meld i fituhluta synanna eftir skiljun i
skilvindu. Nidurstodur TBA-gildis bentu til pess ad nyja fitan vaeri meira pra en gamla
fitan, og pess vegna var dkvedid ad mela lika peroxid- og anisidingildi. Peroxid-gildi
melir fyrstu stig oxunar, en anisidingildi malir myndefni 4 sidari stigum oxunar, eins og
TBA-gildi. Anisidingildid gaf svipadar nidurstodur og TBA-gildid, en pé var munur milli
syna ekki eins mikill, gémlu fitunni i hag (Tafla 4). Oformlegt lyktarskynmat benti hins
vegar til pess ad gamla fitan veaeri lakari ad gadum, og nidurstodur Oxipres
stoougleikaprofs vid 60 °C, syndu lengra hindrunartimabil fyrir nyju fituna, eda 96 klst a
moti 66 klst fyrir gémlu fituna. Fitan er pvi stodugri gagnvart pranun sem
hindrunartimabilid er lengra. Laegra TBA- og anisidin-gildi fyrir gdmlu fituna gaeti bent
til pess ad fitan hafi veri0 talsvert prd og myndefni oxunar farin ad brotna nidur, en pad er
vel pekkt ferli i hvarfgangi pranunar. Oxipres nidurstodurnar benda lika til meiri
stoougleika nyju fitunnar, sem po6 hatfid herri TBA- og anisidin-gildi. Pess ber p6 ad geta
ad petta voru tvo adskilin syni, pvi gamla fitan var ekki Gr somu framleidslulotu og nyja

fitan.

Tafla 4. Praameelingar i nyrri og gamalli lysisblondu (fitu)

TBA- Peroxio-  Anisidin-

gildi Stadal- gildi gildi Stadal- Oxipres Stadal-

(umol/kg) fravik (meq/kg) fravik  (klst) fravik
Nyfita 6 0.6 0.1 9.2 1.2 96 7
Gomul
fita 33 0.2 0.1 6.1 1.9 66 3

Oxipres malingar og TBA-gildi i fiturikum foourtegundum

Nidurstodur Oxipres stodugleikaprofs & fo0ri syndu ekki demigerdan pranunarferil par
sem surefnisprystingurinn fellur skyndilega (Mynd 14-a). Pessi ferill med skyndilegu
prystingsfalli sast p6 & lysisblondunum (ny og gomul fita) (Mynd 14-b). Til pess ad
einfalda samanburd milli syna, er adgengilegra ad akvarda timabilid pegar prystingurinn
hefur fallid um 4kvedio gildi. Timabilid par til prystingur strefnis hafoi fallid um 0,1 bar
var notadur, pvi prystingsfallid var par linulegt hja 6llum synum (Mynd 15).
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Mynd 14. Oxipres stddugleikapr6f a fodri (a) og lysisblondunviljétandi synum (b)
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Mynd 15. Oxipres stédugleikaprof (hindrunartimabil, kist) og TBA-gildi a fodri og fitu/pykkni.
Sammstafanir PSt+: Protein Selco Plus, Nann: Instant Algae Nannochloropsis (porungapykkni),
M1 og M3: Minipro 1 og 3, Gemma: Gemma micro 300, CS+: Culture Selco Plus (hjéldyrafédur).

TBA-gildi voru mjog ha i fodursynunum (54 - 442 umoél/kg), nema i CS+ sem var med
24 i TBA-gildi (Mynd 15). Fita/pykkni var med mun legri TBA-gildi, eda 3-6 i

lysisblondunum og ramlega 30 i pykknunum. Oxipres hindunartimabilid var ad sama

skapi hatt fyrir fitu/pykkni og lagt fyrir fodrid. Oxipres nidurstodurnar syndu laegsta

hindrunartimabilid fyrir gamalt fodur (M1 og M3) eda um 2 klst, en rimlega 5 klst fyrir

CS+, 10 og 12 klst fyrir Gemma og Wean-ex, hvort um sig.
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Samanburdur a purrféori og fiskimjoli
Til pess a0 atta sit 4 stodugleika purrfédurs sem profad var i pessari tilraun er gagnlegt ad
bera saman Oxipres nidurstodurnar vid melingar sem gerdar voru a fiskimjoli 1 annarri

rannsokn 4 Rf (Mynd 16).
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H: sildar-

Mynd 16. St6dugleiki purrfédurs til samanburdar vid fiskimjol

Oxipres stodugleiki M1 og M3 fodursyna reyndist svipadur og flest syni af fiskimjoli sem
var ekki praavarid med ethoxyquin. Hins vegar var praavarid fiskimjol stodugra en M1
og M3. CS+ var stodugra en Opraavarid mjol, fyrir utan eitt 6venju stodugt sildarm;jol
(H1). Gemma og Wean-ex voru alika stodug eda stodugri en pad fiskimjol sem var
stodugast (HE1). Pad er rétt ad taka pad fram ad CS+ og PS+ voru med vidobett
praavarnarefni, svo og lysisblondurnar (FF, gémul og ny), dnnur fédursyni getu einnig

innihaldid praavorn, en upplysingar um pad vantadi.

Alyktanir
Oxipres stodugleikaprof virdist henta agetlega til pess ad meta stodugleika a foori og
fiturikum afurdum, vegna pess ad petta prof synir mun & ferskum og gomlum synum.

TBA-gildi gefur misvisandi nidurstodur fyrir fitu af lélegum gaedum, sem kemur fram i
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leegri nidurstodum 4 gamalli midad vid ferska fitu. TBA-gildi hentar mun betur til
melinga & ferskum synum eins og lifandi artemiu eda hjoldyrum, par sem Oxipres veri
oframkvemanlegt, vegna mikils vatns i1 synum. bessi tuttekt & pranun fiturikra
foorunarafurda sem eru notadar & fyrstu stigum lirfueldis gefur til kynna ad pranun s¢
ekki stort vandamal vid fodrunina. Hins vegar matti greinilega sja praaaukningu i
gomlum synum, sem bendir til pess ad fylgjast purfi vel med gaedum og geymslupoli

fodursins.

Verkpattur 3: Einangrun, greining og val @skilegra bakteria

Upphaf: 1. man. Lok: 10. man. =» verkpeettinum lokid

Markmid: ad einangra/greina/finna bakteriur Gr porskeldinu sem hafa hindrandi eiginleika
gagnvart deskilegum bakterium auk pess ad kanna ymsa adra patti (vaxtarhrada, festigetu, pol
m.t.t. eldisadstaeedna) sem hafa ahrif & voxt og virkni valdra bakteria.

Afrakstur: Ventalegar probiotiskar bakteriur valdar m.t.t. festigetu peirra i fiskmodel auk
vaxtargetu/hindrandi eiginleika; adrar a@skiklegar bakteriur valdar m.t.t. eiginleika, virkni og
vaxtargetu peirra i eldisumhverfinu; pessar voldu betibakteriur eru forsendur fyrir verkpatt 4.
Stada: Verkpettinum lokid.

Framkveemd: Pessi verkpattur var ad hluta til framkvaemdur samhlida verkpatti 0 vorid 2004.
Einnig voru tekin syni i oktober 2004 af eldri porskseidum og Orveruflora Ur talknum og
meltingarveginum einangrud 4 mismunandi &tum (Rf og Keldur).

3.1 - Einangrun og greining askilegra bakteria (Rf): Ut fr4 hefdbundnum greiningum i
verkpetti 1 4 1. ari verkefnisins voru 450 bakteriustofnar flokkadir i 189 hopa. Einn fulltrai
hvers hopar var valinn til ad kanna hindrandi eiginleika gangvart 3 sjukdémsvaldandi bakterium
(ur safni Keldna). Einnig voru bakteriustofnar ur safni Keldna, K-1 og Carnobacterium
piscicola, og franskur bakteriustofn Carnobacterium divergens V41 (ENITIAA) profadir. 39
stofnar syndu mismikla virkni. Petta hindrunarpréf var endurtekid a pessum 39 stofnum med pad
i huga ad fa betri skilning 4 virkni peirra, p.e. hvort hindrunin veri vegna bakteriunnar sjalfar
eda myndunar hindrandi efna (syrustig melt, efna- og siderophore myndun kénnud). Einnig var
vaxtarhradi pessara bakteria vid mismunandi hitastig kannadur (8-15-22-30-35°C) til ad sja fyrir

hvada moguleika hver stofn hafdi i eldisumhverfinu (t.d. kjorvaxtarhitastig). Eftir ad

35




frumnidurstodur & 16S rDNA hlutaradgreiningu lagu fyrir og Ut frd fyrrnefndum athugunum
(virkni breidd/ spectrum og vaxtarhrada m.t.t. sjukdémsvaldandi bakteria), voru 11 bakteriur
valdar til frekari rannsokna. Gagnkvam ahrif (interaction/hindrun) milli valdra bakteria (Rf) og

blodrofsvirkni (Keldur) voru einnig konnud.

3.2 —Val aeskilegra Orvera (Rf og Keldur): Einn lidur i ad kanna ”probiotic” eiginleika valdra
bakteria var ad nota svokallad vidlodunarprof (adhesion test) sem var framkvaemt hja KVL i
Danmérku og 4 Keldum. 1 sliku profi er athugad hvort og i hve miklum meli tiltekin
bakteriutegund festist vid frumur i reekt. Prenns konar frumulinur (CHSE, Bf og RTG-2) voru
reektadar upp samkvaemt lysingu fra KVL, par sem EPC frumur voru profadar. Teknar voru 21-
28 daga gamlar frumurektir i floskum og frumurnar losadar sundur med trypsinmedhondlun.
S4d var i nyjar floskur og frumur latnar festast og skipta sér yfir nott vio 25-28°C. Floskurnar
voru fluttar 1 16°C og hafdar par 1 27 daga. Allar frumlinurnar eru ur ferskvatnsfiski og eru ymist
pekjufrumur (epithelial cells) eda trefjafrumur (fibroblastic cells):

CHSE: chinook salmon embryo cells (O.tshawytscha)
RTG: rainbow trout gonad cells (O.mykiss)

Bf: bluegill fry (Lepomis macrochirus)

EPC: epithelioma papulosum cyprini (Cyprinus carpio)

Ekki hefur tekist ad gera frumulinur Gr porskfiskum.

Fyrir vidlodunarpréf var utbuin lausn nymeltra frumna (6x10° frumur/ml) og sad i 200 mm®
brunna & 24 brunna raektunarbokkum (Nunc, Roskilde, Denmark) sem eru hafdir vido 28°C yfir
nott og sidan 1 2 daga vid 16°C. Klukkustund adur en bakteriurnar eru settar 4 frumurnar, er
frumuztid sogid ur brunnunum og sams konar @ti, an syklalyfja, er sett 1 pa.

Bakteriur eru reektadar i marine broth (Becton Dickinson, Broendby, Denmark) vid 16°C yfir
noétt. Neesta dag eru raektirnar skildar nidur vid 10.000 rpm i 2 min. Botnfallid er leyst i frumueeti
an lyfja og reynt ad blanda sem nast 10° cfu/ml. Petta krefst aftur fortilrauna par sem
bakteriustofnarnir vaxa mis hratt og verda mis péttir. Einum mL bakteriulausnar var bett i hvern
brunn og bakkinn hafour vio 16°C i 1 klst. P4 var hver brunnur skoladur prisvar med PBS til ad
fjarlegja lausar bakteriur. Frumuraktin var leyst i sundur med 0,2% (v/v) Triton-X100 (Merck),
hirt 1 glos og tifaldar pynningarradir utbunar. Fjoldi lifveenlegra bakteria var dkvardadur med pvi
ad sa ur pynningarréounum 4 marine agar. Fjoldi pyrpinga (colony forming units) var talinn eftir
rektun vid 16°C 1 7 daga. Vidlodunarheefni var sett fram sem st % bakteria sem loddi vid
frumurnar midad vid heildarfj6ldann sem for 1 hvern brunn (titrerad var fyrir hverja bakteriu).

Tilraunir hja KVL voru tviteknar og medaltal reiknad. Tilraunir 4 Keldum voru priteknar en ekki
tokst ad stadla adferdina pannig a0 hagt veri ad reikna medaltdl, en Utkomum var radad

samkvamt innbyrdis samengi, p.e. 0, +, ++ og +++.
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Rf kannadi svo ndnar ahrif umhverfispatta (syrustigs, syklalyfja, o.fl.) & voxt og hindrandi
eiginleika valdra bakteria til ad tryggja velgengni peirra vid fiskeldisadsteedur. Ma nefna aod
voxtur valdra bakteria var metinn i Culture Selco 3000 (naring fyrir hjoldyr) vid 30°C (in vitro)

auk ahrifa neomycins 4 fjo6lda peirra eftir rektun. Valdir stofnar voru einnig profadir vid

raunverulegar adstedur, p.e. hjoldyrarakt i littum einingum (800 ml).

Einangrun og greining seskilegra bakteria: Eftirfarandi 11 bakteriustofnar voru valdir til

frekari rannsokna. Stofn K1 frd Keldum var hafdur med po litil virkni meeldist.

Stofn #| Heiti | Gram | Kjorhiti (°C)| Hindrun og einkenni [ Uppruni
L139 Asa Vs pH  CAS

279 Arthrobacter bergerei (99%) + 22 -32 ? 7,06 0 sjor S8
337 Unid. Hailaer soda lake bact. F1 (98%) + 30 adeins 20 22 6,27 0 pérungapykkni
342 Alkalibacterium olivoapovliticus (99%) + 15-30 9 16 21 7,18 0 pérungapykkni
388 Enterococcus sp. (99%) + 15-30 9 16 20 6,59 0 lirfur S8
394 Enterococcus sp. (99%) + 22-30 -11 18 20 7,36 0 porungapykkni
538 Vibrio sp. Da-2 (98%) - 22-30 18+ adeins 7,31 3 lirfur E13
673 Unc. Vagococcus clone (99%) + 22-30 -10 18 20 6,4 0 lirffur E13
683 Enterococcus faecium (98%) + 22 -9 14 14 6,85 0 purrfédur
716  Vibrio sp. Da-2 (98%) - 15-22 20 -14 7,18 3 lirfur E13
K1  Vibrio logei-like - 15-22 adeins NA 3 porskeldi (Keldur)
V41 Carnobacterium divergens V41 + 15-22 11 20 26 7,12 0 lax (Frakkland)

Skyldleikaprosentar vid gagnagrunn (NCBI genabankann) er gefid 1 sviganum.
Fisksjukdomabakteriurnar sem notadar voru vid mat 4 hindrandi eiginleika einangradra
bakteria voru vibridveikibakterian Listonella anguillarum (F-139-03, L139) einangrud ur
porski, kylaveikibrodurbakterian Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes (Asa),
einangrud ur porski (F19-99) og bakterian sem veldur Hitraveiki, Vibrio salmonicida (Vs)
einangrud ur laxi (A8V-1-22). Hindrunin er gefin i mm (sterd eydu & MA skal gagnvart
vidkomandi fisksjukdomabakterium) og minus gildi gefur til kynna ad hindrunin var veg
(ekki 100% ey0da, sjdanlegur svolitill voxtur). Stofnar 342 og V41 myndudu hindrandi efni,
en peir ollu ekki verulegum syrustigsbreytingum (pH > 7). V41 var med breidustu virknina,
en 342-388-394-673-(683) med adeins minni virkni. Vaxtarhradinn vid lagra hitastig var
mestur hja Gram-neikvedum bakterium (538-716-K1-L139) en hja Gram-jdkvedum
bakterium 6x V41 hradast vid 8-15°C en stofnar 394, 683, og 279 uxu betur vid 15°C en
8°C. V10 herra hitastig (30°C) uxu eftirfarandi stofnar hradast: F-139-03 (mesti hradi), 683,
337, 394, V41, 388 og 279. Einnig var konnud blodrofsvirkni (hemolysis) ofangreindra
stofna 4 blodagar. brir stofnanna voru med slika virkni, 538, 716 og 673. Ekki er talid

askilegt ad nota bakteriur med slika eiginleika.
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Gagnkveem ahrif milli 15 bakteriustofna (11 sem eru i ofangreindri t6flu dsamt eftirfarandi
sjukdomsvaldandi bakterium: Listonella anguillarum (F-139-03 ), Aeromonas salmonicida
subsp. achromogenes (F19-99) Vibrio salmonicida (A8V-1-22) og Vibrio wodanis (B1))
voru konnud til ad meta hvada stofna er hagt ad nota saman i “probiotic” blondu. Tafla 5§
synir hindrandi eiginleika sumra bakterianna gagnvart sjukdémsvaldandi bakterium og/eda
60rum bakterium. Adeins 1 bakteriustofn hindradi V. wodanis (B1) pé litil virkni hafi
fundist, en Vw stofninn hindradi mjog vel stofnana 394, 673 og 683, sem enginn hinna
sjukdomsvaldandi bakterianna gerdi. Petta er mjog athyglisvert og pydir ad tilvist V.
wodanis i eldisumhverfinu myndi liklega gera slikar bakteriutegundir o6virkar, (m.a.
Enterococcus) ef per yrou fyrir valinu sem batibakteriur. Stofn 279 hefur greinilega
hindrandi eiginleika gangvart sumum Vibrio/Listonella tegundum. Annars virdist vera haegt

ad nota flesta bakteriustofna i blondu.

Tafla 5. Hindrandi eiginleikar* valdra bakteriustofna gangvart indikator-stofnum

Hindrandi stofn 279 337 342 388 394 538 673 683 V41 716 K1 _Asa L139 Vs Vw
279 - - - i GO N - -l - - - - -
337 - - [ - [ 28 - 28 | - | -
342 - - [ - -
388
394
538 30
673 -
683 - [ ()
Va1 - -
716 28
K1 - - [ - - - - -
Asa 1010 1213 - [ 1310 14] - | -
L139 30| - | -] - | ®l2a -1 -8 20 - [ -
Vs - 1o [10 1214 -[12]12[16] -] -1-1-
vw 1 -1 - 1aol - | - -1 - | - | -

60

40
52

AO-HP>»PX—-0Z-—

ZmMOoO-Hw

*Hindrandi eiginleiki metinn med sterd eydu i mm 4 MA-skal med indikator-stofni. (+) merkir veik/mjog litil

hindrun.

Val askilegra bakteria

Nidurstodur vidlodunarprofanna: Alls voru gerdar tilraunir med 15 bakteriustofna. A
mynd 17 eru nidurstédur um vidlodunargetu fyrir 13 stofna sem profadir voru & EPC
frumum hja KVL. A Keldum voru profadir 15 stofnar 4 3 frumutegundum. { téflu 6 er synd
vidlodun 5 batibakteriustofna. Prir peirra voru notadir til profana in vivo (394, 279 og V41)

og nidurstodur fyrir 683 og K-1 eru einnig syndar par sem peir h6fdu mesta vidlodun 4 EPC
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frumum. Nidurstodurnar benda til pess ad engin ein pessara frumulina dygdi til ad meta

vidlodun. Par sem profio er tima- og efnisfrekt veri @skilegt ad purfa ekki ad profa fleiri en

tveer frumulinur. Midad vid utkomuna i framangreindum rannséknum vaeru pad RTG og

EPC sem yrou fyrir valinu.

10% 15% 20%

Adhesion capacity
5%

0%

37 ats 304

279

-5%

__hL DL

L
538 673 683 716 K1 Va1 Asa Lang LGG

Strains

Mynd 17. Vidlodun 10 mdgulegra bedibakteriustofna, 2 fiskisykla (Asa og L139) og mjolkursyrubakteriu
(LGG) a EPC frumur. Gert a KVL. Synt sem % af heildarfjélda bakteria sem settar voru a frumurnar.

Tafla 6. Vidlodun 5 mogulegra bzetibakteriustofna vid fiskafrumulinur. Synd er innbyrdis

vidloounarhzefni.
Bakteria CHSE
683 +++
K-1 +++
394 +++
279 +++
V-41 +++

Frumulina

Bf RTG EPC (fra KVL)
+++ +++ 4+

? 0 —+

ot ot o+

0 ++ +

ot ot
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Nidurstédur ymissa profana: Ymsar athuganir voru gerdar adur en forvalid a aeskilegum
bakterium (baetibakterium) var mogulegt. baer bakteriur sem attu ad vera notadar vid rektun
lifandi feedudyra purftu ad uppfylla eftirfarandi skilyrdi: voxtur vid 27°C vid pH 7,5-8,5 og
saltmagnid 2-2,5% auk pess ad pola neomycin-medferd (50 ppm), en petta er umhverfid vid
hjéldyrarektunina. Pess vegna var Culture Selco 3000 (INVE) notad til ad rekta valdar
bakteriur og sja hversu hratt paer fjolgudu sér vid ofangreindar adsteedur (en 30°C). Kénnud
voru ahrif saningarmagns 4 voxt bakterianna i pessu rektunarumhverfi. Eftir 72 klst rektun
var neomycin (50 ppm) beett Ut i reektirnar (L, leegra magn) og fjoldi bakterianna metinn eftir
3 klst. Mynd 18 synir hversu hratt bakteriurnar uxu vid pau skilyrdi sem likjast
hjoldyraraekt. Legra magn bakterianna var nokkud fljott (1-1,5 dag) ad na svipudum fjolda
og meldist hja rektunum med harra upphaflegt magn. brir bakteriustofnar uxu hradast,
nadu mestum fjélda og poldu vel neomycin: 342-388-394. ber bakteriur voru valdar til
profunar vid hjoldyraraekt & Stad i litlum einingum (in vivo) i mars 2005.

Tilraunauppsetningin var med eftirfarandi 5 hopum: kontrdl an beetibakteria, +342, +388,
+394 og allar notadar saman (mix); og hver hopur var endurtekinn 3 svar sinnum, péttleiki
hjéldyranna var 400/ml og heildarrimmal reektanna var 800 ml. Fylgst var med heildarfjlda
orvera (TVC), Vibrio tegunda og mjolkursyrubakteria (m.a. stofnar 388 og 394). Erfidara
reyndist ad fylgjast med fjolda stofnsins 342 par sem engin g6d sérhafd eti voru pekkt, en
@ti sem innihélt neomycin (70 ppm) var préad. A mynd 19 kemur i 1jés ad har
upphafsorverufjoldi (teplega log 6/ml) var ad finna i hjéldyrum og ad laga upphafsmagn
battra mjolkursyrubakteria (log 3-4/ml) dugdi ekki og peer mjoélkursyrubakteriur drépust.
Hugsanlegt er ad stofn 342 hafi ndd ad fjolga sér (eins og sést & mynd 19) en ekki er hagt
ad utiloka tilvist annarra bakteria & neomycin-gtinu. bad tokst illa ad meta fjolda Vibrio
tegunda par sem fjoldinn var heerri (um log 7/ml eftir 24 klst) en gert var rad fyrir i upphafi
og féll 1 lokin (um log 5/ml eda laegri). Fjolgun hjoldyranna var mismumandi milli hépa og
innan hopanna, sennilega vegna pess ad tilraunakerfid var svolitid frabrugdid midad vid
hefobundin sil6 og erfitt ad na fram bestu adstedum. Af vidbattum bakterium virtist stofn
342 standa best og fjoldi Vibrio tegunda pess hops var undir log 5/ml eftir 53 klist
hjéldyrarektun (nidurstodur ekki syndar). Neest var dkvedid ad skoda leidir til ad lekka
upphaflegan orverufjolda i hjoldyrum. Hjoldyr eru vidhaldin lifandi allan vetur og pess

vegna er einskonar husflora til stadar sem erfitt er ad losna vio.
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Mynd 18. Voxtur valdra bakteria i Culture Selco 3000 vid 30°C og vidbadtu neomycin
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Mynd 19. Voxtur valdra bakteria vid hjéldyraraskt &n audgunar

Neomycin hefur verid notad vid hjoldyrarekt & Stad i Grindavik. Nest voru skodud ahrif
neomycins (0-200 ppm) & voxt nokkurra bakteriustofna sem voru einangradir ur hjéldyra-
(stofnar 227 og 250 sem eru Flavobacterium eda Aeromonas-like tegundir) og audgadri
artemiurekt (stofnar 493 og 495 sem eru Vibrio tegundir) vorid 2004. Einnig var nemni
tveggja sjukdomsvaldandi bakteria (Vibrio salmonicida A8V-1-22 (Vs) og Vibrio wodanis
Bl (Vw) fra Keldum) gagnvart neomycin athugud (Mynd 20). betta var kannad i
holubokkum med Marine seydi vid 26°C og ljosgleypnimelingar gerdar vid 590 nm
reglulega (0-10 klst). Sdningarmagn bakterianna var um log 6-7/ml. Mynd 20 synir einungis
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nidurstddur fyrir hjoldyra bakteriustofna, par sem neomycin hindradi algjorlega voxt hinna

bakterianna og sjukdomsvaldandi bakteriurnar uxu erfidlega vio pessar adstedur (frekar hatt

hitastig fyrir Vs). Flavobacterium stofninn (227) poldi alla styrkleika neomycins sem voru

profadir eins og sést 4 myndinni, en hinn stofninn (250) 6x ekki vid leegsta magn neomycins

(50 ppm) né harra magn. Petta gefur til kynna ad notkun neomycins (50 ppm) sem

medferdar til ad leekka heildardrverufjolda i hjoldyrum mun hafa ahrif 4 takmarkandi fjolda

bakteriutegunda.
Stofn #227 Stofn #250 ——0 ppm
0,30 0,30 / —=— 50 ppm
5 025 0,25
= / 75 ppm
> 0,20 A1 020
o 100 ppm
S 0,15 0,15
2 010 | 010 / —%—125 ppm
o 0, ,
(7]
< 005 / 0,05 / —e—150 ppm
I ———_
0,00 4._.gu=;/ | 0.00 44% , , —& | ——175 ppm
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10| —— 200 ppm
Raktunartimi (kist) Raektunartimi (klst)

Mynd 20. Ahrif neomycins (0-200 ppm) vid 26°C & voxt valdra bakter iustofna (in vitro)

Mynd 21 synir hins vegar ad Micro Control (Rich S.A.) hafdi ekki askileg ahrif a

orverufjoldann i hjéldyrarektunum, og annars vegar ad notkun neomycins virtist haegja a

vexti heildarérveruflorunnar en hafdi hindrandi ahrif 4 voxt Vibrio tegunda. Akvedid var ad

nota neomycin (50 ppm) til ad medhdndla hjéldyrin adur en hjoldyrarektunin var sett af stad

(verkpattur 4.2).
8
£ —e—TVC-Neo 50 ppm
e 7
2 ---o--- Vibrio-Neo 50 ppm
& 6
8 — = TVC-Neo 100 ppm
g 5
...................... u--- Vibrio-Neo 100 ppm
5, . * D PP
O ST AR —e—TVC-MC 50 ppm
e IREREEY PN Treile
§’3 .l. ---e--- Vibrio-MC 50 ppm
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0 1 2 3 4
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Mynd 21. Ahrif neomycins eda Micro Control (50-100 ppm) & érverufjolda i hjoldyrarakt
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Ut fra ofangreindum nidurstodum og Odrum upplysingum var akvedid ad profa
eftirfarandi 6rverur i verkpeetti 4:
Val fyrir préun probiotic lifandi faedudyra (26-27°C):
v’ Stofn #04-342: Alkalibacterium olivoapowliticus (99%) ar pérungapykkni
v' Stofn #04-683: Enterococcus faecium (98%) tr purrfodri

v Levucell: probiotic gersveppur (Lallemand)

Val fyrir bodunartilraunir & hrognunvlirfum (8-15°C):
v’ Stofn V41: Carnobacterium divergens V41 (Enitiaa, Frakkland)
v" Stofn #04-394: Enterococcus durans (99%) ar porungapykkni
v' Stofn #04-279: Arthrobacter bergerei (99%) ur sjo (S8-kontrol "04)

Verkpattur 4: Notkun valdra bakteria vio préoun forvarnaradferoa

Upphaf: 10. man. Lok: 21. man. =» framlengt til april 2006

Markmid: ad proa forvarnaradferdir m.t.t. eldisadsteedna/patta sem hafa ahrif 4 afkomu, proska,
streitu- og sjukdomspol porsklirfa og m.t.t. eiginleika valdra jakvaedra bakteria.

Afrakstur: Préadar forvarnaradferdir, m.t.t. eldisadstedna/patta sem hafa ahrif 4 afkomu,
proska, streitu- og sjukdomspol porsklirfa, sem verda sannprofadar vid lokatilraunir vorid 2006.
Skilgreining “protective”/aeskilegra bakteria sem geta verid notadar vid styringu
eldisumhverfisins gegn oaskilegum bakterium vs. “probiotiskra” bakteria sem geta gjarnan
fest sig 1 meltingarvegi lirfa/seida og pannig haft neikvaed ahrif & voxt sjikdomsvaldandi

bakteria.

Stada/breytingar: Verkpettinum 4.5 (Sykingartilraunir a lirfum med og an forvarnaradferda)
var breytt i tilraun med seidum i névember-desember 2005 til ad meta betur eiginleika valdra

batibakteria. Verkpattur 4 er sem sagt ennpa i vinnslu en stefnt er ad ljuka honum 1 april 2006.

Lysing: Framkveemdar voru in vivo tilraunir a lifandi fedudyrum, hrognum og lirfum med
notkun batibakteria. Notadar voru hefobundnar og sameindafradilegar adferdir vid mat a
breytingum Srveruflérunnar sem attu sér stad. Ymsum synum var safnad af Keldum og munu

akvednar melingar verda framkvamdar pegar flestar nidurstodur af Rf malingunum liggja fyrir.
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4.1 - Mgnun /raktun aeskilegra bakteria (Rf): Leitad var eftir bestu reektunareetum og adferdum
til ad tryggja naegjanlegt magn baetibakteria i in vivo fortilraunum.

4.2 - bréun probiotiskra lifandi fesdudyra (Rf og Stadur): Reynt var ad hafa ahrif a 6rverufloru
lifandi fedudyra og samsetningu hennar. Petta var gert med pvi ad nota batibakteriur og
“probiotic” gersveppinn Levucell vid rektun/audgun fedudyra & mismunandi timum og fylgst
var med proun Orveruflorunnar og lifun/fjélgun fedudyra. Vegna erfidleika vid prounarvinnuna
hefur pessi undirverkpattur verid framlengdur (vorid 2006).

4.3 - Fortilraunir & notkun asskilegra bakteria vid bodun hrogna / lirfa (Rf, Sadur, Keldur)
bPréun mismunandi adferda til ad styra 6rverufloru hrogna og lirfa. Nénari lysing & tilrauninni er
gefin undir verkpatti 0 — Tilraun 2005. Skodadur var moguleiki & samfelldri (S1-S2) og
osamfelldri (S17-S18) notkun betibakteria vid bodun hrogna og lirfa. Festingareiginleikar og
stodugleiki aeskilegra bakteria voru metnir med 6rverumaelingum. Einnig voru lifedlisfredilegir
peettir hrogna/lirfa skodadir asamt lifun peirra og 6rverufraedilegu astandi, auk 6nemisfradilegra
patta lirfa.

a) Madingar framkveandar af Rf: 6rverumelingar 4 sjo, hrognum og lirfum (meltingavegur) og
fylgst med lifun og pyngd/lengd lirfanna med adstod starfsfolks 4 Stad.

b) Madingar framkvaandar af Keldum: Syni voru tekin somu daga og hja Rf, sja mynd 1. Medan
lirfur voru mjég smaar purfti ad takmarka synatdku, einkum til préteingreiningar. Alls voru
tekin 26 syni (nokkrar lirfur i hvert skipti) i formalin til vefjameinafraedi rannsokna.
Medhondlun peirra var pannig hattad ad pau ma einnig nota til in Situ PCR greininga. Til
rafdrattar (2D) voru tekin 3 syni og 9 syni i RNAlater fyrir PCR greiningu. bessi syni eru
vardveitt og hluti peirra verdur valinn til Grvinnslu med hlidsjon af heildarnidurstédum ur
pessum verkpeetti. Lifsprottur badadra lirfa var metinn i seltupolsprofi (Dherts prof). Tiltekinn
fjoldi lirfa Gr 6llum tilraunahdpum er settur i sj0 med vaxandi saltstyrk (sjévarsalti baett 1) og
fj6ldi daudra einstaklinga talinn eftir 20, 40, 60 og 90 minttur.

4.4 - Fortilraunir med notkun probiotiskra lifandi fasdudyra (Rf, Sadur, Keldur)

Samanburdur 4 notkun probiotiskra (S5-S6) og hefdbundinna (S3-S4) lifandi faedudyra. Nanari
lysing 4 tilrauninni er gefin undir verkpeetti 0 — Tilraun 2005. Mat a lifun, lifedlis- og
onamisfredilegum pattum lirfa og kortlagning 6rveruflorunnar asamt mati & festingareiginleika
og stodugleika betidrvera i meltingarvegi lirfa.

a) Madingar framkvaamdar af Rf: 6rverumelingar a sjo, hjoldyrum og lirfum (meltingavegur) og
fylgst med lifun og pyngd/lengd lirfanna med adstod starfsfolks 4 Stad.

b) Madingar framkveandar af Keldum: Visai4.3.b

4.5 - Notkun aeskilegra bakteria vid seidaeldi: bodun seida

Akvedid var ad skoda notkun bztibakterianna i sitt hvoru lagi vid seidaeldi haustid 2005 til ad fa
ur pvi skorid hvada bakteria vaeri @skilegust og hvort notkun peirra hafdi ahrif & énaemiskerfi,
liffeeri og voxt seidanna, auk pess ad kanna sérstaklega vidveru peirra 4 rodi, tdlknum og
meltingarvegi seidanna. Um 30 g seidi voru sett 1 8 ker (300L). Fjorir hopar voru skodadir: brjar
mismunandi batibakteriur (stofnar V41, 394, 279) og kontrol, en 2 bakteriustyrkleikir (H-haerri
og L-laegri) voru préfadir. Boounin med baetibakterium var framkvemd 4 d0-4-7-14-21, en syni
tekin & d0-7-12-28.
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a) Madingar framkvaandar af Rf: 6rverumaelingar a talknum, rodi, skaflanga, gérnum og sjo.

b) Madingar framkveamdar af Keldum: Bl6dsyni voru tekin adur en medhondlun hofst, 5 talsins,
og 5 ur hverjum 7 tilraunahépa 4 viku fresti eftir pad, alls 110 syni. Sermi var skilid fra
blodfrumum og fryst, @®tlad til malinga & anti-trypsin virkni, C3 melingum og e.t.v. fleiri
profum. Bakteriurekt var gerd 4 nyra ur somu fiskum til ad kanna tilvist blodborinna bakteria.
Auk pess voru tekin syni i formalin fyrir vefjameinafraedilegar athuganir, 5-6 liffeeri (talkn, rod,
hjarta, lifur , gérn, nyra, milti) ar einum fiski, ar hverjum hépi, 4 hverjum synatokudegi. A sama
hatt voru tekin lifrarsyni i RNAlater til PCR greininga (liklega verdur gerd greining & CRP og
C3).

4.6 - Urvinnsla gagna og val forvarnaradferda til frekari rannsokna (Rf, Keldur, Stadur): ekki

hafio — verdur gert i mars-april 2006.

Mognun og raktun batibakteria

Bakterfurnar, sem notadar voru vid hjoldyrarakt, voru reektadar i sérstoku raektunarseidi vid
stofuhita 1 ca 48 kist. Vidhald bakteriustofnanna 4 Stad (Grindavik) var gert daglega og
endurnyjun grunnreektarinnar var gerd vikulega af halfu Rf til ad utiloka mengun. Levucell
SB20 var notad eins og pad kemur fra framleidandanum.

Bakteriurnar sem notadar voru vid bédunartilraunirnar voru reektadar & fostu eti. Vokvarakt
(48 klst vid 15°C) var notud til ad sa (0,5 ml) & agarskalar sem voru raektadar vid 15°C i
a.m.k. 4 daga. Fyrir notkun (bodun) var 5 ml pynningarvokvi (artificial seawater, 50%)
notadur 4 hverja skal til ad leysa raktina. Tver til 4 skdlar voru notadar fyrir hvern
bakteriustofn vid mismunandi bddunartilraunir. Magn bakteria i uppleystri r&ekt var um log

10-11/ml og var pad geymt vel kelt til notkunar.

Proun probiotiskra lifandi faedudvra
Hjoldyraraekt

Eftir fyrstu hjoldyratilraun (an fituaudgunar) undir verkpaetti 3 var 6nnur tilraun framkvaemd

til ad audvelda val & askilegum bakterium vid proun probiotiskra lifandi fedudyra. bar voru
stofnar #342 og 683 profadir, auk faanlegrar “probiotic” blondu (Remus, Avecom) og
“probiotic” gersvepps (Levucell, Lallemand). Upphafstyrkur batibakterianna var log 4-5/ml,
log 5-6/ml fyrir Levucell SB20 (L) en 6pekkt fyrir Remus. Tilraunauppsetningin var med
eftirfarandi 7 hopum: kontrél an baetibakteriu, +342, +683, Remus, 342 +L, 342+Le
(encapsulated Levucell SB10) og 683 +L og hver hopur var endurtekinn tvisvar sinnum;
péttleiki hjoldyranna var 500/ml vid upphaf tilraunarinnar og heildarrimmal raktanna var

800 ml. Fylgst var med heildarfjélda 6rvera (TVC), Vibrio tegunda, mjolkursyrubakteria og
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gersveppa. Myndir 22 og 23 syna proun Orverufléorunnar (medaltalsgildi) i hjoldyrarektum
sem fengu mismunandi batibakteriur. Litill munur var milli hépanna hvad vardar
heildarorverufjolda (TVC) a raktunartimabilinu, en Vibrio talningar gafu til kynna ad
stofninn 342 hafdi mest dhrif 4 leekkun pessarar bakteriutegundar (< log 4/ml eftir audgun),
og nast var pad stofninn 683 (log 4/ml eftir audgun vs. log 5/ml i kontrél-hépnum). Notkun
Levucell gersveppsins med stofn 683 (mynd 23) olli einnig lakkun a Vibrio fjoldanum eftir
audgun (< 4 log/ml). Pad sem erfitt er ad utskyra er ad “likleg” virkni betibakterianna
tengist ekki vexti/lifun peirra yfir hjoldyrarektunartimabilid. Fjoldi beetibakterianna for
oftast leekkandi (nidurstoour ekki syndar).

Fjolgun hjoldyranna gekk vel i Ollum hopunum pratt fyrir ad erfitt veeri ad stadla
adstedurnar fullkomlega (mismikil loftun). Vid lok audgunar var péttleiki kontrol-hopsins
um 71% (medaltal) meira en upphaflega. Mesta fjolgun (132-153%) var a hopunum med
stofn 683 (+/- Levucell). Remus-hopurinn nadi fjolgun upp a4 96%. Fjolgunin hja 342-
hopunum var a bilinu 62-67%. bessar nidurstodur samraemast ekki fjolda Vibrio tegunda
sem meldist i peim hopunum, p.e. legra magn Vibrio tegunda virdist ekki tryggja betri

fjolgun (lifun) hjoldyranna.

8
E ; \%u —— TVC-kontrol
8 6 \‘?' ---o--- Vibrio-kontrol
= Timi 0: eftir 2klst-neomycin medferd Fyrir audgun
g 5 | ’1 . l —=—TVC-Remus
S . 0 S TN TP m
g 4 -\‘ R EE T, a:ie ---m--- Vibrio-Remus
© B, e
& 3 T —e—TVC-683
o 2 Lzegri en log 4/ml eftir audgun ---o--- Vibrio-683
|
1 T T T
—a—TVC-342
-5 15 35 55 75 c3
Timi hjéldyraraktunar (klst) -~ -4 -- Vibrio-342

Mynd 22. Ahrif batibakteria & 6rverufloru hjoldyraraktanna fyrir og eftir audgun
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Timi hjoldyraraektunar (kist) Vibrio-L342

Mynd 23. Ahrif valdra badibakteria med/an Levucell gersveppsins & orverufloru hjdldyraraktanna fyrir og
eftir audgun

Mynd 24 synir hvernig fjoldi gersveppa proadist yfir hjoldyrarektunartimabilid, en
Levucell var batt vid strax vid upphaf tilraunarinnar og sidan daglega. Ekki meldist i
upphafi i syninu med Le (encapsulated Levucell) en likleg skyring er ad petta form vorunnar
hagir 4 “voknun” (leysist haegar Ut i raektina) gersveppsins. Pad maldist svo sambarilega a
hinum synatSkupunktunum. Gersveppir mealdust einnig i Remus-rektinni snemma 4

timabilinu. Ekki er vitad hvad Remus varan inniheldur, hugsanlega Bacillus tegundir og

gersveppi.

6
- °
f 5 " Levucell baett eftir 69 Klst (vio audgun) « Remus
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o
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e 2 o L342
§ Levucell batt daglega
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0 10 20 30 40 50 60 70 80| 4 Le342
Timi hjéldyraraktunar (kist)

Mynd 24. Fjoldi gersveppa (DRBC &di) i hjoldyraraktunum fyrir og eftir audgun
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Sidasta hjoldyratilraun (III), sem var framkvaemd vorid 2005, hafdi pad markmid ad
endurtaka valda paetti Gr fyrri tilraun til ad stadfesta itkomuna. Tilraunauppsetningin var
med eftirfarandi 3 hépum: kontrdl an betibakteriu, +683 og +Levucell og hver hopur var
endurtekinn tvisvar sinnum; péttleiki hjoldyranna var 500/ml vid upphaf tilraunarinnar og
heildarrimmal raektanna var 800 ml. Upphafstyrkur betibakterianna var log 6-7/ml
hjéldyrarektar og um log 6/ml fyrir Levucell SB20. Fylgst var med heildarfjélda 6rvera
(TVC), Vibrio tegunda, mjolkursyrubakteria og gersveppa. Til samanburdar synir mynd 25
einnig nidurstdédur Ur fyrri tilrauninni (II). Hér var Levucell SB20 notad eitt og sér. Audgun
var ekki framkvaemd i pessari tilraun (III) en fjélgun hjéldyranna metin eftir 66 klst rektun.
Ekki virdist vera mikill munur milli pessara tveggja tilrauna m.t.t. drverumelinga, en harra
heildarmagn oOrvera og Vibrio tegunda maldist oftast i synunum med Levucell.
Upphafsfjoldi mjolkursyrubakteria i kontrol-hépnum var um log 3/ml, en hann lekkadi yfir
hjéldyrarektunartimabilid og var undir malanlegum morkum eftir 66 klst. Somuleidis vard
leekkun 4 fjolda stofnsins 683 sem meldist ekki lengur vid lok tilraunarinnar. Gersveppir
voru settir Ut 1 hjéldyrarektunina 4 timapunkti 0-20-45 klst og maeldust um log 4,4/ml eftir
66 kist. Hvad vardar fjolgun hjoldyranna vid lok raektunartimans voru medalgildi
eftirfarandi: 117% (kontrol), 101% (Levucell) og 83% (stofn 683). betta er agaet “uppskera”
en samremist ekki alveg fyrri tilraunum. Erfitt er ad atta sig 4 hvad veldur pessum mismun.
Orverunidurstodurnar geta i raun og veru verid villandi par sem fjoldinn er gefinn per ml, en

i hverjum ml eru mismargir einstaklingar (hjoldyr) med mismikid af 6rverum.

8
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Mynd 25. Ahrif baetibakteria eda Levucell & érverufloru hjoldyraraktanna fyrir og eftir audgun
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Fyrir adaltilraunina vorid 2005 var framleiosla a4 probiotiskum lifandi hjéldyrum reynd.
Par sem fjoldi baetibakteria hafoi yfirleitt fallid med tima vid hjoldyraraektun, var akvedid ad
bata peim rétt fyrir audgun i sérilatum og dagsskammtur fyrir lirfusiloin S5 og S6 (sja
verkpatt 4.4 og tilraunauppsetningu/lysingu undir verkpeetti 1 — Tilraun 2005) framleiddur
daglega. Tveir bakteriustofnar urdu fyrir valinu (#342 og 683) auk Levucell gersveppsins.
Lokastyrkur betibakterianna var um log 6-7/ml hjéldyraraektar vid upphaf audgunar og
magn Levucell sem var notad, 50 mg, samsvaradi um log 6 gersveppir/ml. Eins og sést &
mynd 26 voru gersveppir og/eda mjolkursyrubakteriur til stadar nattirulega i hjoldyrum vid
eda eftir audgun og skolun. bPessar melingar voru framkvemdar 4 4 mismunandi
synatokupunktum og pannig er ekki hagt ad tengja saman breytingar a4 Srveruflorunni a
mismunandi stigum hjoldyrarektunarinnar. Mealingarnar syna ad “probiotic” medhondlun
hjoldyra getur leitt til mikils Vibrio fjélda eins og sést i nylega audgudum hjoldyrum (log
7/ml) i samanburdi vid kontrdl-hjoldyr (log 5,5/ml), en of mikid magn Levucell getur valdid
pvi (Jo€l Gatesoupe, skriflegar upplysingar). Litill munur var reyndar & skoludum hjoldyrum
hvort sem pau hofou fengid “probiotic” medferd eda ekki, nema hvad gersveppafjoldinn var
haerri 1 peim sem fengu Levucell. Liklegt er ad gersveppurinn hafdi komid sér vel fyrir i
meltingarvegi hjéldyranna. Orverumelingar 4 skoludum hjoldyrum gefa til kynna hvernig
orveru-samsetning er ad finna & yfirbordi og i meltingarvegi peirra. Frekari rannsoknir a
orverufloru pessarra syna munu leida i ljos hvernig hiin var samsett og hvort eda hvernig

“probiotic” medferdin hafoi 4hrif.

ETVC B LAB O Vibrio @ Gersveppir

bbb b

hjoldyr Prob-H hjoldyr Prob-H hjoldyr hjoldyr Prob-H
3 klst 3 kilst audgud audgud audgud skolué skolud

Log 4o bakteria/ml
(6)]

Mynd 26. Orverumedingar i hjoldyraraktum vié audgun (3kist), eftir (audgud i 12 kist) og skolud. Prob-H
merkir hjoldyr sem fengu badibakteriur og Levucell vid upphaf audgunar.
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Artemiuaudgun

Svipadar tilraunir voru framkvaemdar vid artemiuaudgun. Fyrsta tilraunin (T1) skodaoi ahrif
timasetningar vid audgun, p.e. hvort betra veri ad setja batibakteriurnar (stofnar 342 og
683) og Levucell i upphafi (24 klst vid audgun) eda 4 midpunkti (12 kist vid audgun). Onnur
tilraun (T2) kannadi pridja moguleikann, p.e. ad setja fyrst betibakteriurnar (24 klst vid
audgun) og svo Levucell eftir 12-klst audgun (4 midpunkti). Tekid skal fram ad vid skolun &
artemiurektum var einnig 5-f6ld pétting & peim (5 sinnum fleiri einstaklingar per ml) og
pannig var reynt ad stadla magn fedudyra i 1L rammali. Malingar ur fyrsta tilrauninni syna
ad svipadur Vibrio fj6ldi var milli syna, p6 hann var lagstur i Probiotic-1 medferd eftir
skolun (T1-probl sk) og med hatt magn af mjélkursyrubakterium (log 5,1/ml) (mynd 27).
Ahugavert er ad benda 4 ad heildarfjoldi 6rvera og mjolkursyrubakteria i “probiotic”
hopunum laekkadi téluvert (teplega 2 log) vid skolun & medan Vibrio fj6ldi breyttist 1itid.
Orverusamsetning skoladra syna endurspeglar ad 6llum likindum hvada &rveruhdpa er ad
finna i rikjandi meli i meltingarvegi faedudyranna. Ekki virtist gersveppurinn Levucell
“festast” vel vid meltingarveg artemiunnar par sem fjoldi gersveppa var laegri (nidurstodur
ekki syndar) en pad sem greint var hja hjéldyrunum. Tilraun 2 synir ad ekki tekst alltaf vel
vid audgun (T2-kontrél og T2-prob3) par sem fjélgun 6rvera getur farid ar bondum. Frekari

athuganir 4 “probiotic-1” medferd verda gerdar vorid 2006 til ad stadfesta velgengni hennar.

BTVC BLAB O Vibrio

Log 4o bakteria/ml

Mynd 27. Orverumadingar i audgudum artemiuraktum (24 kist) fyrir og eftir skolun (sk). T1 merkir fyrsta
tilraun en T2 onnur tilraun; probl = 24-kist probiotic medferd, prob2 = 12-kist probiotic medferd, prob3 =
badtibakteriur i 24 kist en Levucdll i 12 kist. TVC-kontrdl hépanna er merkt gramt.

50



Fortilraunir a notkun batibakteria vio booun hrogna/lirfa

Greint var fra afkomutdlunum vid tilraunina vorid 2005 (Tafla 1 i verkpaetti 0) og 1 1j6s kom
a0 besta medalatkoman (20,7% =+ 20,1) var pegar batibakteriurnar (V41+279+394) voru
notadar ‘“samfellt” (& voldum dogum) fyrir og eftir klak (hrognasending #1). Laegri
medalafkoma (5,0% + 5,8) fékkst ef bodunin for eingdngu fram eftir klak (hrognasending
#2). Eins og fraviksgildin gefa til kynna var mikill munur innan hépanna og erfitt verdur ad
alhaefa um nidurstéournar med vissu. Samt sem adur synir samanburdur vid videigandi
kontrél-hopanna (S3-S4 hroen 1 = 8,5% £ 10,5; S27-S28 hrogn 2 = 2,3% + 3,2) a0 lifunin var ad
medaltali haerri hja hdpunum sem fengu batibakteriur. Hvad vardar afkomu hrogna virdist
bodun med batibakterium hafa leitt til adeins betri utkomu (60,3% vs. 57,7% fyrir kontrol-
hrognin). Frekari rannsoknir a4 6rverufloru valdra syna munu leida i 1jos hvernig hin var

samsett og hvort eda hvernig batibakteriu-medferdin hafoi dhrif.

Fortilraunir med notkun probiotiskra lifandi faedudyra

[ somu afkomutoflunni kemur fram ad fédrunartilraunin med probiotiskum lifandi
hjoldyrum gekk alls ekki vel par sem medalatkoma lirfa (S5-S6) var 0,2% + 0,1. Liklegasta
skyringin er ad préun slemrar Orverufloru atti sér stad i peim fedudyrum sem fengu
medhondlun med stofnum 342 og 683 med vidbattum Levucell gersveppum.
Orverumalingarnar (sja mynd 26) syndu ad Vibrio fjdldinn var alltaf haerri i probiotiskum
audgudum hjoldyrum. Ahrif medhondlunar 4 6rveruflorunni verda einnig skodud vid frekari
greiningar & PCR-synum. Naudsynlegt er ad vinna betur ad préun probiotiskra lifandi

hjéldyra ef 4 ad nota slika fodrunaradferd vid adaltilraunirnar neesta vor.

Rannsoknir 4 Keldum vio klaktio 2005 (8 silo-tilraun)
Seltupol sprof

betta prof var gert tvisvar. I fyrra sinnid (14/6, 20 daga eftir klak) kom ekki fram munur
milli medhondladara (bodun med batibakterium eda fodur med betibakterium) og
omedhondladra hopa. Viku seinna var slikur munur til stadar og reyndist seltupol badadra

hopa meira en 6badadra, sem kom skyrast fram 1 tvofoldum saltstyrk, tafla 7.
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Tafla 7. Badadir lirfuhépar (silé6 1+2 og 18) og samanburdarlirfur (silo 3+4) voru hafdir i
mismunandi saltstyrk, O:32 ppm, A: tviéfaldur, B: prefaldur og C: fjorfaldur, og daudi
skradur vio 20, 40, 60 og 90 minutur.

21.6.2005 Hépar % daudi

Medh 1+(2) 3+(4) 18] 1+(2) | 3+(4) 18
0O 20 min 1728 0/18 3,6 0

A 20 min 0/26 0125 1720 0 0 5
B 20 min 4129 4128 424 13,8 14,3 16,7
C 20 min 26128 | 27/29 12112 92,9 93,1 100
O 40 min 2/28 0/18 7.1 0

A 40 min 0/26 9/25 2120 0 36 10
B 40 min 27129 23/28 11/24] 93,1 82,1 45,8
C 40 min 28/28 | 29/29 12/12| 100 100 100
O 60 min 2/28 0/18 71 0

A 60 min 8/26 10/25 3/20] 30,8 40 15
B 60 min 29/29 | 28/28 21/24] 100 100 87,5
C 60 min 2828 | 29/29 12/12] 100 100 100
O 90 min 3/28 1/18 10,7 5.6

A 90 min 10/26 | 20/25 5/20] 385 80 25
B 90 min 29/29 | 28/28 22/24] 100 100 91,7
C 90 min 2828 | 2929 | 12/12 100 100 100

Nidurstodur seltupolsprofsins vekja vonir um ad hagt sé¢ ad nota pad til ad meta lifsprott
lirfa, a.m.k. eftir ad a.m.k. 4 vikur eru lidnar fra klaki. Petta verdur p6 ad stadfesta med
endurteknum athugunum. Sidar 4 arinu verdur valid Ur synum sem voru tekin i
vefjameinafredi, PCR greiningu og préteingreiningu (2D rafdratt) m.t.t. fyrirliggjandi
nidurstadna. Sidast nefnda adferdin verdur komin i notkun 4 Keldum 4 hausti komanda, en
meistaraprofsnemi mun fara til Aberdeen i agust til ad lera adferdina. Taki hefur pegar

verid keypt.

Notkun baetibakteria vio seidaeldi: booun seida - haustio 2005

Fornidurstédur: orveru- og vaxtarmadingar

bessari tilraun er nylega lokid og urvinnsla gagna vegna orverumalinga ekki fullunnin.
Einnig bida ymis syni frekari greiningar med T-RFLP. Tilgangurinn var ad meta hvort
baetibakteriurnar, sem notadar voru vorid 2005 i blondu en nu i sitt hvoru lagi og vid
mismunandi styrk, var ad finna eftir akvedinn tima (3-4 eda 7 daga) i eldiskerfinu, a eda i
seidunum og hvort slik medhondlun hafdi ahrif &4 voxt, lifferi og/eda onaemisvidbrogd

seidanna. Syni (n = 127) af tadlknum, rodi, skaflanga, gornum og eldisvokvanum voru
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rannsokud Ur 7 kerum (2 x 3 batibakteriur (V41, 279 eda 394) + 1 kontrdl) yfir 28 daga
timabil, m.t.t. heildarfj6lda 6rveru, Vibrio tegunda og mjolkursyrubakteria. Notud voru prju
seidi sameinud i eitt syni per ker vio hverja synatdku a d0-7-14 og 28. Tveir bakteriustyrkir
voru notadir vid bodun: legra magn (L: um log 5/ml) og heerra magn (H: um log 6/ml).
Tafla 8 synir Utreiknadan vaxtarhrada seida (upphaflega um 31 47 g) fyrir hverja
medhondlun yfir 28 daga timabil. Annad kontrol var haft til vidmidunar (kontrol 2) en engin
seidi voru tekin ur pvi og minni/engin medhdndlun/streitudhrif a seidum hljota ad skyra
vaxtarmuninn milli pessara tveggja kontrol-hopa. Annars kom i 1jos ad hradari voxtur var
hja hépnum sem var badadur med meira magni af stofni # 279. Ahugavert verdur ad skoda

nanar nidurstodur pessarar tilraunar.

Tafla 8. Leioréttur vaxtarhradi (SGR % per dag) og fédurfaktor eftir mismunandi

medhondlun

Hépur V41-H V41-L 394-H 394-L 279-H 279-L Kontrol 1 Kontrol 2
SGR leiorétt  0,64% 0,66% 0,53% 0,57% 0,83% 0,64% 0,63% 0,74%
FF 1,40 1,35 1,54 1,53 0,95 1,34 1,34 0,99

Utkoma ur rasktun - Keldur

Sad var ar 5 nyrnasynum Ur hverju 7 kera 4 blodagar med salti vid upphaf tilraunar og
prisvar eftir pad, alls um 110 syni. Ur flestum pessara syna 6x ekki neitt, en ar nokkrum
peirra Orfaar pyrpingar likar K-1 bakteriu, auk tveggja annarra gerda pyrpinga.
Kekkjunarprof til greiningar 4 Yersinia ruckerei voru gerd a 4 demigerdum pyrpingum og
reyndust par allar neikvedar. Petta kom anagjulega a ovart, par sem Yersinia ruckerel var

utbreidd i st6dinni i nokkrar vikur adur en pessi tilraun hofst.

Synataka fyrir PCR og 2D rafdratt

Sidar 4 arinu verdur valid ur synum sem voru tekin i vefjameinafradi og PCR greiningu.

Blodsyni: prof & vessabundnum pattum

Verda gerd a yfirstandandi ari.
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2.2 — B- Flokkun orvera — probiotika tilraunir (lada og porskur)

bessi skyrsla lysir framkvaemd og framvindu tilrauna sem framkvamdar voru i ludueldi og
porskeldi 4 timabilinu febrtiar 2004 til desember 2005. Hér er lyst i storum drattum pvi sem
hefur verid gert en ytarlegri skyrsla (lokaskyrsla) mun verda gefin ut vor eda sumar 2006.
broud var og sett upp adferd til greiningar 4 umhverfisfloru med sameindafraedilegum
adferdum og sem sidan var notud til greiningar syna i pessum verkhluta. I pessum verkpeetti
eru konnud ahrif blondu probiotik bakteria & umhverfisfloru og afkomu lirfa & fyrstu stigum
ludueldis. Einnig er gerd tilraun med notkun pessarar blondu & fyrstu stigum l[udu- og
porskeldis. Syni voru tekin 4 mismundi stigum eldisins Ur eldiseiningum med og an PRO-
medhondlunar og rannsékud m.t.t. kortlagningu bakteriufloru. Gerdur er samanburdur a
bakteriufloru sem einangrud er med hetbundnum greiningaradferdum (reektanleg flora) og
sameindafredilegum adferoum (mynstur heildarfloru). Hér er greint frd peim fimm
verkpattum B-hluta verkefnisins sem unnid var vid 4 pessu lokatimabili B-hluta verkefnisins

(fra vorinu 2004 fram i desember 2005).

Verkpattur 1: Proun/uppsetning sameindafradilegra aoferoa til flokkunar umhverfisfloru

Upphaf: 1. man. (mai 2004) Lok: 12. man. =» framlengt til 18.man

Markmid: ad proa/setja upp sameindafradilegra adferoda til greiningar umhverfisfloru.

Aagtladur afrakstur: Proud og uppsett sameindafredileg adferd (T-RFLP) til notkunar vid

greiningar 4 mynstri Orveruflérunnar vid mismunandi adstedur i 60rum verkpattum

verkefnisins.

Stada: bessi verkpattur tok lengri tima en aatlad var, likt og greint var fra i

framhaldsumsokninni 2005. Verkpattinum lauk hins vegar i oktober 2005.

Framkveemd og nidurstodur: St adferdafredi sem var valin kallast terminal-restriction length

polymorphismi (T-RFLP) og hafa visindamenn notad hana til ad fa mynd af fjolbreytileika

bakteriufloru i umhverfissynum. Adferdin byggir & pvi ad vio PCR-hvarf eru notadir flarmerktir
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alhlida visar (universal primers), sem eru hannadir Ut fra vardveittu geni, yfirleitt 16S rRNA geni
bakteria [1-3]. PCR afurdin er sidan klippt med skerdiensimi og klippta afurdin rafdregin i geli i
radgreiningartaeki med mikla adgreiningarhaefni, t.d ABI310. Greiningarteeknin liggur i pvi ad
mismunandi bakteriutegundir ma na greina i sundur 4 pvi hve skerdiensimid klippir langt fra
5’endanum sem er merktur og myndar pannig mislanga DNA buta eftir pvi hvada tegund & i
hlut. Butarnir eru sidan syndir sem toppar & grafi. Fjoldi toppa i grafinu gefur pvi til kynna
fjolda tegunda, had peirra hlutfallslegt magn hverrar tegundar og sterd peirra (i basaporum) er
akvoroud med innri sterdarstadli [1]. Adferdin felur i sér allmorg skref, allt fra einangrun a
DNA, PCR hvarfi, klippingu afurdar og keyrslu i ABI radgreini, en buid er ad adlaga 61l skref til

a0 fa sem besta og areidanlegasta utkomu.

224 bp
Stofn nr 267 Haelll J
Stofn nr 267 BstUI S0 bp
123 bp

Stofn 267 Mspl

227 bp
Stofn 320 Haelll n

224 bp
Stofn 320 BstUl

135bp
Stofn 320 Mspl
1 i In

Mynd 28. Hér ma sja T-RFLP munstur fra stofnum 320 og 267 sem notadir
voru i adferdapréuninni. Klippt var med premur ensimum eins og tilgreint
er a myndinni. Nidurstadan var i flestum tilvikum aberandi toppar sem
possudu vid spada steard midad vid 16SrRNA rod tegundanna. (Myndirnar
eru gréflega skaladar hver vio adra)

Um pessar mundir er verid ad einangra DNA ur synum ur lidueldi Fiskeyjar, sem safnad var &
arunum 2004 og 2005. Aztlad er ad PCR- og T-RFLP vinnu vid syni ljuki vorid 2006 og verdur

greint fra nidurstodum 1 lokaskyrslu um B-hluta verkefnisins (skyrsla deetlud i mai 20006).
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Einnig hefur DNA verid einangrad Ur synum ur porskeldinu & Stad vid Grindavik, sem safnad

var 4 arunum 2004 og 2005, og er PCR- og T-RFLP vinna & peim synum pegar hafin.
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electrophoresis. Appl Environ Microbiol, 1999. 65(8): p. 3518-25.

3. Osborn, A.M., E.R. Moore og K.N. Timmis, An evaluation of terminal-restriction
fragment length polymorphism (T-RFLP) analysis for the study of microbial community
structure and dynamics. Environ Microbiol, 2000. 2(1): p. 39-50.

Verkpattur 2: Kortlagning érverufloru a fyrstu stigum lidueldis med tveimur mismunandi

adferoum: sameindafrzedilegum svo og hefobundinni raktun og greiningu raektanlegrar floru

Upphaf: 1. man. Lok: 18. man. = framlengt til 22.man

Markmid: ad kortleggja orverufloru lidueldisins med tveimur mismunandi adferdum: raektanleg

flora annars vegar (Rf) og mynstur heildarfléru hins vegar (NIA).

Aattladur afrakstur: Samanburdur 4 rektanlegri 6rverufloru og heildarérverufloru 4 fyrstu stigum

[adueldis.

Stada: Pessi verkpattur var framlengdur (Gr 12 i 18 man.) vegna erfidleika vid préun og
uppsetningu 4 sameindafradilegri adferd (T-RFLP) i verkpeetti 1. bvi var akvedid ad vinna i
verkpetti 4 samhlida pessum (til samanburdar). Lokid er synatoku og greiningu raektanlegrar
orverufléru ur synum teknum 0r f6durdyrum og mismunandi eldiseiningum (hrognakerum,
lirfusiloum og startféorunarkerum). Reaktanleg flora var flokkud til etta, ettkvisla og/eda
tegunda m.t.t. lifefnafraedilegra eiginleika (um 10 mismunandi prof og stofnar ur hverjum hop
sidan flokkadir nanar med API 50E stadfestingarprofi). Vinna vid mat & heildarérverufléru med
sameindafredilegum adferdum 4 pessum somu synum er langt komin, en bedid er med

samanburd pessara adferda par til allar nidurstédur eru komnar (feb-apr 2006).

56




Framkveemd og nidurstddur: Fyrri rannsoknir syna ad orveruflora er afar breytileg milli eldiskera,
jafnvel med sama upplagi lirfa. Til ad fa4 marktaekar nidurstodur Gr samanburdi bakteriufloru er
pvi naudsynlegt ad hafa synafjolda fjolbreyttan (endurtekin synataka yfir lengra timabil og ur
fleiri eldiseiningum). Tekinn var fjoldi syna ur fodurdyrum par sem dkvordun 4 bakteriufloru i
peim er sérstaklega mikilvaeg pvi peim er dreift i allar eldiseiningar tvisvar & solarhring (24t og
32t Artemia). Einnig voru tekin amk. vikulega syni Gr mismunandi eldiseiningum (hrognakerum,
lirfusiloum og startfodrunarkerum) yfir >120 daga timabil, til ad kortleggja orverufloru a fyrstu
stigum eldisins. Arid 2004 voru jafnframt gerdar endurteknar (tveer) tilraunir med PRO bléndu
par sem tekin voru syni Ur: f60urdyrum (med og dn medhondlunar), svo og vikuleg syni ar
hrognum/lirfum i 10 hrognakerum, 2 siloum, 2 startkerum auk syna af eldisvokva & somu

timapunktum. Avallt voru hofd vidmidunarker 4 méti hverri tilraunaeiningu (alls um 83 syni).

Arid 2005 voru gerdar prjar endurtekningar 4 tilraunauppsetningu og syni tekin vikulega fra
upphafi hrognastigs til loka frumfédrunar. Tilraunaeiningar voru samtals 25 tilraunaeiningar og
41 vidmidunareining auk tilrauna a fé6durdyrum (tilraunir beedi i klaki, 24 tima artemiu og 32
tima artemiu), samtals um 161 syni. Gert var rad fyrir alls 150 synum til pessa samanburdar en
naudsynlegt var talid ad auka fjolda syna til ad fa negilega gédan samanburd. Samtals hefur
veri0 safnad um 160 synum Ur é6medhdndludum fé6durdyrum og mismunandi eldiseiningum til
a0 kortleggja orverufloru med tveimur mismunandi adferdum i pessum verkpeetti (samhlida voru
tekin syni ar medhondludum eldiseiningum til ad nota til samanburdar i verkpatti 4, alls um 244
syni). OIl pessi syni hafa verid greind med hefdbundnum adferdum (fjéldi og samsetning
reektanlegrar floru) og unnid er ad greiningu med sameindafraedilegum adferdum (mynstur

heildarfloru bakteria). Gert er rad fyrir ad peirri vinnu ljuki feb-apr 2006.

Buid ad meta syni m.t.t. rektanlegs orverufjolda og fjolda hugsanlegra Vibrio bakteria med
hedfbundinni raektun & valetum (MA og TCBS). Auk pess sem valdar hafa verid 10-12 stofnar
ur hverju syni (um 1.900 stofnar) til aframhaldandi greiningar til @tta, &ttkvisla og/eda tegunda
m.t.t. lifefnafraedilegra eiginleika. Til pess eru notud ymis prof, s.s. KOH-prof, Oxidasa-prof,
Katalasa-prof, sad i MOF @ti, nemni fyrir 0/129 og voxtur & PCA (vanhafni pess ad vaxa i
saltlausu ti). Stofnar ur hverjum hopi/flokki voru jafnframt greindir frekar med APISOC.
Raktanlegir stofnar eru jafnframt greindir med sameindafraedilegum adferdum svo haegt s¢ ad

gera samanburd 4 adferdum og er su vinna langt komin (lokio 1 feb-apr 2006).
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Nidurstodur greiningar 4 raektanlegri orverufléru syna m.a. ad Artemian er mjog misjofn ad
gedum, badi m.t.t. heildarfjélda bakteria (TVC) og fjolda Vibrio bakteria (sja mynd 29).
Nidurstodur greiningar stofna Ur mismunandi eldiseiningum & fyrstu stigum eldisins benda til ad
i fodurdyrum sé frekar einsleit bakteriufléra, adallega bakteriur af Aeromonas
(Vibrio/Aeromonas) uppruna. [ hrognakerum virdist floran fiolbreytilegri. [ siloum
(kvidpokalirfur) finnast einnig Enterobacteraceae (Vibrio/Aeromonas), en pegar komid er i
startker verdur floran likari peirri sem er i fodurdyrum (meira af Vibrio/Aeromonas). Bedid er
med samanburd greiningaradferda par til allar nidurstédur eru komnar og verda paer kynntar i

loksaskyrslu um B-hluta verkefnisins (skyrsla aatlud i mai 2006).
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Mynd 29. Nidurstédur bakteriutalninga Gr synum af f6durdyrum sem notud
voru i tilraunir hja ltdueldi Fiskeyjar. Myndin synir ad artemian er mjog
misj6fn ad gadum m.t.t bakteriualags.
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Verkpattur 3: Raektanleg 6rveruflora greind med sameindafrzedilegum adferoum

Upphaf: 15. man. Lok: 21. man. =» 21-23.man.

Markmid: ad gera samanburd 4 mynstri rektanlegrar floru og heildarfloru bakteria 1 fodurdyrum,

eldisvokva og meltingarvegi ludulirfa i eldi.

Aagtladur afrakstur: Samanburdur 4 mynstri raektanlegrar bakteriufloru og mynstri heildarfléru
bakteria 4 fyrstu stigum ludueldis — p.e. hvada hluti (hve stor hluti) floru reektast & hefobundnum

n&ringargtum i rannsoknarstofunni.

Stada: Buid er ad greina 61l syni m.t.t. bakteriufloru sem racktast a hefdbundnum naeringaraetum
4 rannsoknarstofunni og unnid er ad greiningu syna med sameindafraedilegum adferdum (NIA).

Reiknad er med ad urvinnslu verdi lokid 4 detludum tima (21.-23. man).

Framkvaemd og nidurstodur: [ verkpeetti 2 voru stofnar ur synum ur fodurdyrum (um 46 syni),
eldisvokva (um 18 syni) og meltingarvegi ludulirfa i eldi (um 96 syni), greindir til etta,
attkvisla og/eda tegunda m.t.t. lifefnafraedilegra eiginleika og notud til pess ymis prof (sja
verkpatt 2). Pessum hluta er lokid og hafa stofnar verid sendir til NIA til greiningar med
sameindafredilegum adferoum. Alls var gert rad fyrir um 1000 stofnum til radgreiningar i
pessum afanga en vid endurskodun verkefnis var akvedid ad til ad f4 marktaekari nidurstéour i
verkefninu, pyrfti endurteknar synatokur yfir lengra timabil og ur fleiri eldiseiningum og verda
greindir um 2000 stofnar med sameindafraedilegum adferoum (10-12 stofnar ur 160 synum).

Vinna vid einangrun DNA ur synum stendur yfir og er dtlad ad PCR- og T-RFLP vinnan a
peim 1juki vorid 2006. Bedid er med samanburd a4 mynstri reektanlegrar bakteriufléru og mynstri

heildarfloéru bakteria par til allar nidurstodur eru komnar.
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Verkpattur 4: Medhondlun med probiotika

Upphaf: 13. man. = 1. man. Lok: 18. man. = 19.man

Markmid: ad kanna ahrif medhondlunar med dkvedinni blondu probiotik bakteria (PRO) 4 fjolda
og samsetningu bakteriufloru a fyrstu stigum ludueldis.

Aatladur afrakstur: Ahrif PRO-blondu 4 fjolda og samsetningu bakteriufloru a fyrstu stigum
ludueldis.

Stada: Akvedid var ad byrja fyrr 4 pessum verkpztti og unnid var samhlida i honum og
verkpatti 2 (til samanburdar). Buid er ad framkveema fleiri endurteknar tilraunir & medhondlun
med blondu probiotik bakteria (PRO) & ymsum stigum eldisins. Urvinnslu 4 fjolda og
samsetningu raektanlegrar floru er lokid og unnid er ad greiningu 4 mynstri heildarfloru. Gert er

rad fyrir ad peirri vinnu ljuki 1 feb-apr. 2006.

Framkveemd og nidurstédur: Gerdar voru endurteknar tilraunir 1 lidueldi Fiskeyjar ehf. & arunum
2004-2005, med PRO-medhondlun i mismunandi eldiseiningum, allt fra hrognastigi til loka
startfodrunar auk medhondlunar & fé6durdyrum. Hrogn og lirfur voru medhondlud med PRO ad
medaltali fjorum sinnum & hverju stigi eldisins (hrogn-kvidpokastig-startfédrun). Alltaf voru
omedhdndladar einingar hafdar til vidmidunar auk pess sem syni voru einnig tekin ur eldisvokva
i hluta tilrauna.

Tilraunir i porskeldi voru framkvamdar til ad rannsaka &hrif PRO-blondu 4 voxt og afkomu
porsklirfa & fyrstu stigum eldisins auk ahrifa 4 bakteriufloru i eldinu. Samtals voru tekin um 40
syni (hrognaker og eldisvokvi) og gerdur samanburdur milli PRO-medhondladra og
o6medhondladra hopa m.t.t. bakteriufloru (heildarfjélda raektanlegra bakteria og fjélda Vibrio
bakteria) og afkomu lirfa.

Einnig verdur maldur trypsin buskapur i porskhrognum og porsklirfum sem medhdndlud voru
med PRO og émedhondlud hrogn/lirfur hofd til vidmidunar. I pessum pztti felast m.a. maelingar
a tjaningu trypsin afbrigdanna tveggja (maling 8 mRNA med RT-PCR adferd), svo og malingar
4 virkni trypsinanna gagnvart tilbinum hvarfefnum. Einnig er @tlunin ad skoda nanar nokkur
syni par sem breytileikinn er mikill 4 milli syna med pvi ad einangra og hreinsa trypsinin a
sérstakri trypsin hreinsunarsulu og stadfesta tilvist peirra med Western blot adferd par sem notud
verda tilbuin motefni gagnvart porska trypsinum I og Y. Magn proteina verdur melt med

Bradford-adferd og gleypnimalingum vid 280 nm.
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bessi verkpattur var unnin samhlida verkpetti 2 og var samtals safnad 244 synum ur ladueldi
Fiskeyjar ehf.:

PRO Vidmidun
e Hrognaker n=27 n=39
o Sil6 n==o6 n==o6
e Startker n==6 n=10
e Artemia : Tilraunir gerdar i klaki, 24 tima artemiu og 32 tima artemiu: um 70 syni

Ahrif medhondlunar  hrogna/lirffa med PRO-blondu eru metin  samanborid  vid
vidmidunareiningar og m.t.t.:

e Vaxtar og lifunar

e Heildarfjolda reektanlegra bakteria og fjolda raktanlegra Vibrio bakteria (um 250 syni)

e Tegundagreining rektanlegrar floru (10-12 stofnar ur hverju syni, samtals 2000-2500

stofnar)

e Mpynstur heildarfléru (PCR og T-RFLP), samtals um 250 syni og 2000-2500 stofnar)
Eins og 40ur hefur komid fram er petta tolvert meiri fj6ldi syna en upphaflega var gert rad fyrir,
par sem betra potti ad fjolga eldiseiningum og fjolga synatokum til ad f4 sem marktakastar
nidurstodur. Buid er ad meta dhrif PRO-medhondlunar 4 mismunandi stigum, & voxt og lifun
hrogna/lirfa. Greiningar 4 raektanlegri floru er lokid og unnid er ad Grvinnslu gagna. Akvordun 4
mynstri heildarfloru er i vinnslu og gengur vel. Fyrstu nidurstodur benda til ad PRO-
medhondlun sé ad skila jaftn gdori artemiu og efnamedhdndlun, en engin efnamedhdndlun kemur
lang verst Gt m.t.t. fjolda bakteria (sja mynd 30). Ahugavert veeri ad gefa ladulirfum PRO-
medhondlada artemiu og athuga hvada dahrif pad hefdi 4 afkomu og bakteriufloru

eldiseininganna.

PRO-tilraun sept 2005 24t art
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Mynd 30. Nidurstédur talninga & rasktanlegri bakteriufléru (heildarfjoldi og fjoldi
Vibrio bakteria) a artemiusynum med og &h PRO-medhondlunar, og medhéndlunar
med mism. styrk PRO bldndu.
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Unnid er ad urvinnslu nidurstadna & fjélda Vibrio bakteria svo og fjolda og samsetningar
heildarfléru bakteria m.t.t. ahrifa medhdndlunar PRO-blondu 4 mismunandi stigum eldisins.

Helstu nidurstodur um medhdndlun med PRO 4 mismunandi stigum eldisins benda til ad PRO

hafi ekki mikil 4hrif & afkomu lirfa:
- Hrognaker: PRO: 54% kontrol 57%
- Silé: PRO 36,4% kontrol 42%
- Startker  PRO: 64,8% kontroél 78,3%

Aftur & moti er hugsanlega munur 4 fjélda gapara, en pad er vanskopun & kvidpokastigi par sem
kjaftur lirfanna festist i opinni stodu og pear drepast fljotlega eftir flutning i startfédurker pvi paer
geta ekki aflad sér fedu. Oll silo medhondlud med PRO-blondu reyndust hafa gaparaprosentu

undir medaltali en unnid er ad frekari Grvinnslu pessara tilrauna.

Urvinnslu gagna 1r tilraunum i porskeldi er ad mestu lokid. Nidurstodur benda til ad
heildarfjoldi raektanlegra bakteria s¢ mjog breytilegur milli eldiseininga fyrstu daga i
hrognakerum. Nidurstoour benda jafnframt til ad medhondlun med PRO & lirfustigi og
medhondlun hjéldyra auki lifun porsklirfa 1 eldi.

Rannsokud var tjaning og virkni trypsins i sOmu synum og gert er rad fyrir ad
proteinmengjagreiningum verdi lokid 1 lok febriiar 2006. Pa hefst greining syna & trypsinbuskap

sem gert er rad fyrir ad 1juki i juni 2006.
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Verkpattur 5: Samantekt og urvinnsla

Upphaf: 21. man. (mars 2006) Lok: 24. man. =» 25.man

Markmid: samantekt og fragangur nidurstadna.
Aatladur afrakstur: Skyrsla til AVS sjodsins og kynningar 4 nidurstodum verkefnisins fyrir
hagsmunaadilum og ahugasdomum. Nidurstodur verkefnisins verda jafnframt nyttar sem hluti af

doktorsnami Rannveigar Bjornsdottur (efni i fradigrein/-greinar) og til meistaraprofs Hildigunnar Rut

Jonsdottur vid Audlindadeild Haskoélans & Akureyri.

Stada: Lokid er vid ad proa og setja upp sameindafreedilega adferd til greiningar umhverfisfloru.
Framkvaemd tilraunanna er lokid, synatokum er lokid og vinnsla syna ad mestu lokid. Einungis
stendur eftir greining 4 mynstri heildarfloru i hluta syna med sameindafraedilegum adferdum svo
og greining 4 tjaningu og virkni trypsins i synum tur porskeldinu. Urvinnsla nidurstadna er hafin
p.e. nidurstadna ur greiningum bakteriufloru med hefbundnum raektunaradferdum svo og mat a
ahrifum PRO meohondlunar & afkomu lirfa & fyrstu stigum ladu- og porskeldis. Bedid er med
samanburd og urvinnslu bakteriugreininga, par til nidurstodur ur greiningum syna med

sameindafredilegum adferdum eru komnar (feb-apr 2006).

3. SAMANTEKT

3.1 — A-Forvarnir i porskeldi

Greint hefur verid frd nidurstodum Ur ymsum verkpattum i A-hluta verkefnisins. Flestir
verkpattir eru p6é ennpa i vinnslu. Vid kortlagningu a orverufloru porskeldisins var
hrogna- og lirfutimabilid skodad. Reynt var ad fa fram pad sem gerist i daglegum rekstri
eldisstodvarinnar 4 Stad, auk pess ad skoda 6medhondlad og bakteriumedhondlad kerfi til
samanburdar. Pad hefur komid skyrt fram ad varasamt er ad einblina & heildartalningu
Orvera til ad atta sig 4 velgengni eldiskerfa og ad naudsynlegt er ad afla pekkingar a

samsetningu orveruflorunnar. Orverugreiningum er ekki ad fullu lokid og pvi midur ekki

63




haegt ad lysa ahrifum pessara mismunandi medferda 4 proun Orveruflérunnar m.t.t.

samsetningar i pessari skyrslu.

Efnamelingum vid lddueldi er ad mestu lokid og fram kom ad afkomutdlur ur
hrognakerum samremdust mealingunum 4 ammoniaki, vetnisstlfidi, fosfor og heildar
kofnunarefnum. Bent er &4 gagnsemi ammoniaksmaelinga, sérstaklega & hrognastigi eda vid
notkun endurnytingarkerfis, til ad meta stoduna og hugsanlega sja fyrir affollin. Einnig gaetu
daglegar melingar & syrustigi leitt i 1jos 6askilegar breytingar i eldiskerfunum. Malingar 4
malmum 1 eldisvokvanum & hrognastigi og svo i lirfum, seidum og ymsum fodrunarpattum
syna ad engin greinileg uppsdfnun atti sér stad 4 pessu 6-manada timabili. Athyglisvert er ad
vi0 lok kvidpokastigsins voru lirfur ur endurnytingarkerfinu med meira magn af malmum en
kontrél-lirfurnar. Efnameelingarnar vido porskeldi eru enn i vinnslu. begar allar
nidurstodurnar verda komnar verdur hagt ad meta hvada Dettir Ur Orveru- og
efnamalingunum munu fara i fjolbreytugreiningu (multivariate analysis) til ad skoda
nidurstodurnar i vidtekara samhengi og akvarda hvada peattir skipta mali. Mat 4 pranun
fiturikra féorunarafurda, sem notadar eru & fyrstu stigum lirfueldisins var framkvemt.
Uttektin gaf til kynna ad pranun sé ekki stort vandamal vid fodrun lirfa. Hins vegar matti
greinilega sja praaaukningu i gdmlum synum, sem bendir til pess ad fylgjast purfi vel med

gaedum og geymslupoli fédursins.

Til ad einangra, greina og velja baetibakteriur til notkunar vid in vivo tilraunir pyrfti ad
kanna margt. Eftir dkvednu skimuferli medal valdra bakteriuhdpa, p.e. mat a
hindrunareiginleikum, kjorhitastigi, festigetu vid fiskafrumumodel, blodrofsvirkni og
vaxtareiginleikum vid ymsar adstedur, komu nokkrir bakteriustofnar til greina. Ad lokum
var val baetibakterianna dkvedid midad vid ofangreindar athuganir og vantalega notkun
vid porskeldi, annad hvort vid préun probiotiskra lifandi fedudyra (25-27°C) eda
bodunartilraunirnar & hrogna/lirfustigi  (8-14°C). ba hofst mikil préunarvinna vio
undirbining og framkvaemd ymissa fortilrauna adur en adal vortilrauninni var hrundid af
stad 1 april 2005. Reynt var ad finna bestu leidirnar til ad bua til probiotisk lifandi fedudyr
og framleidsla 4 slikum hjéldyrum var borin saman vid hefobundna f6drun lirfa. Ekki tokst
pad sem skyldi, par sem mikil afféll voru i peim lirfusiloum sem fengu probiotisk lifandi
hjoldyr. bar af leidandi er frekari prounarvinna framundan hvad vardar framleidsla & slikum
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hjoldyrum. Hins vegar virtist préun probiotiskrar artemiu ganga betur midad vid

orverutalningarnar en hun hefur ekki verid sannpréfud vid f6orun 4 lirfum.

Notkun baetibakteria vio bodun hrogna og/eda lirfa var skodud en samfelld bodun fra
hrognastigi afram yfir lirfustigio tokst nokkud vel, par sem medalafkoma, pyngd og
lifsprottur lirfanna urdu herri/meiri en i kontrol-hopunum, en laegri atkoma fékkst ef
bodunin var framkveemd eingdngu eftir klak. Urvinnsla gagna og frekari mealingar 4 ymsum
synum munu skyra betur hversu hagkvem pessi medferd var i raun og veru. Einnig var
kannad hvada ahrif notkun batibakterianna hafdi 4 seidaeldi pegar bodun var framkvaemd
med hreinni rekt (ekki 1 blondu) med mismunandi styrk og eftir dkvedinni tioni. Tilrauninni
er nylokid og urvinnsla gagna er enn i gangi dsamt fleiri malingum. Ljost er ad proun
forvarnaradferda er mjog timafrek og vandasom, og naudsynlegt ad vinna vel ur
nidurstodum adur en frekari dkvardanir eru teknar. Pessi vinna, sem hefur verid lyst, lofar
g60u og vonandi tekst i komandi tilraunum ad finna réttar forvarnaradferdir til ad styra peim
pattum sem hafa ahrif 4 atkomu lirfa, skapa peim @skilegt eldisumhverfi og moguleika til

jafnari vaxtar og hamarksnytingu fadu.

3.2 — B- Flokkun 6rvera — probiotika tilraunir (Iada og porskur)

[ pessum verkhluta er 16gd ahersla a:

=>» proun sameindafradilegra adferda (T-RFLP) til kortlagningar & mynstri orverufloru a
fyrstu stigum ladueldis;

=>» samanburd & flokkun orverufloru eldisins med sameindafradilegum adferdum annars
vegar og rektun a neringaretum og flokkun m.t.t lifefnafraedilegra eiginleika hins vegar

=>» fylgni milli vaxtar/atkomu lirfa, og prounar 6rverufloru (mynstur og breytingar a pvi),
svo og m.t.t. efnadlags i eldinu;

=> ahrif valinnar blondu probiotika bakteria (PRO) & fyrstu stigum Iudu- og porskeldisins

=> tjaning/virkni trypsins a fyrstu stigum porskeldis.
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Fiskey ehf. og Rannsdknastofnun fiskidnadarins (Rf)/Haskolinn & Akureyri (HA) hafa att
gott samstarf sidustu arin, sem leitt hefur til pess ad i dag liggur fyrir g6d vitneskja um
reektanlega orverufloru i strideldi ladulirfa og ahrif ymissa patta i eldinu & préoun peirrar
floru. Med voktun og eftirliti med eldisumhverfi ladulirfa 1 startfodrun hefur komid 1 [jés ad
unnt er ad hafa nokkur 4hrif & samsetningu orverufloru og atkomu lirfa (rannsdknarverkefni
unnin af Rf og styrkt af Rannis, 1998-2000 og 2001-2003). Markmid rannsokna & érverum i
strideldi ludulirfa er ad geta stjornad fjolda og ekki sist samsetningu peirra. Afkoma lirfa i
startfodrun getur pannig ordid yfir 90% ef vel tekst til. Notkun "jakvaedra" og/eda
probiotiskra bakteria gaeti haldid nidri’/komid 1 veg fyrir voxt daskilegra bakteria i eldinu
(teekiferis- eda sjukdomsvaldandi bakteria). Pannig metti nd @skilegu jafnvaegi sem yki
lifun, voxt og vellidan lirfa og seida. Umhverfisflora bakteria getur verid afar flokin ad
samsetningu, en par er jafnan ad finna samsafn margra mismunandi hépa/tegunda med
mismunandi eiginleika. Til pess ad geta skodad og skilid samsetningu slikra
bakteriusamfélaga er mikilvaegt ad nota sameindafredilegar adferdir pvi paer eru ohadar
rektun og gera mogulegt ad meta breytingar i eldinu og bregdast skjott vid. Med pessu
verkefni hefur pvi verid aukid enn frekar vid pekkingu sem aflast hefur i [udueldi Fiskeyjar

ehf. 4 pessu svidi.

Lokid er vid ad prda og setja upp sameindafraedilega adferd til greiningar umhverfisfloru.
Framkvaemd tilraunanna er lokid, synatokum er lokid og vinnsla syna ad mestu lokid.
Einungis stendur eftir greining & mynstri heildarfléru i hluta syna med sameindafradilegum
adferdum, svo og greining & tjaningu og virkni trypsins i synum ur porskeldinu. Urvinnsla
nidurstadna er hafin p.e. nidurstadna ur greiningum bakteriufloru med hefbundnum
rektunaradferdum svo og mat & dhrifum PRO meodhondlunar & afkomu lirfa & fyrstu stigum
ludu- og porskeldis. Bedid er med samanburd og urvinnslu bakteriugreininga, par til
nidurstodur ur greiningum syna med sameindafredilegum adferdum eru komnar (feb-apr
2006). begar allar nidurstodur liggja fyrir verour haegt ad alykta um ahrif blondu valinna
probiotiskra bakteria (PRO) & atkomu og bakteriufléru & fyrstu stigum ladu- og porskeldis.
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4. PAKKARORD

AVS-sjodnum er pakkad fyrir ad gera patttakendum kleift ad framkvema pessar rannsoknir
og auka pannig pekkingu og studla ad pvi ad Islendingar standist samanburd vid
nagrannapjooir sinar vid eldi sjavartegunda fiska. Tilraunir verkefnisins eru framkvamdar i
eldisstodvum og nidurstoour pvi areidanlegri en ef um tilraunaeiningar veeri ad reda, en sem
gerir pad jafnframt ad verkum ad tilraunir eru afar kostnadarsamar og mikill efnividur i1 hafi
hverju sinni. Fyrirteeki sem eru patttakendur i verkefninu (Fiskey, Hafr6/Stadur) leggja til
adstoduna og hefdi ekki verid hegt ad framkvama pessar tilraunir an peirra. Viljum vid

alrir patttakendur i verkefninu pakka peim fyrir dmetanlega adstod og velvilja.
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