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Markmid verkefnisins i heild sinni er ad bzta lifun og gaedi ludulirfa i startfodrun
og nota til pess umhverfisvaenar adferdir par sem hrogn og lirfur eru medhondlud
me0 nyrri blondu betibakteria sem einangradar hafa verid ur eldisumhverfi ludulirfa.

Mikil affoll verda a fyrstu stigum ladueldis og pvi mikilveegt a0 skapa akjosanlegt
umhverfi 4 pessum fyrstu og vidkvaemustu stigum eldisins. Notkun batibakteria er
ein leid til pess en batibakteriur geta med ymsum heetti haft jakvaed ahrif 4 hysil
sinn, s.s. komid i veg fyrir ad o6aeskilegar bakteriur nai fofestu 1 meltingarvegi hans,
Orvad 6nazmissvorun og beett jafnvaegi i meltingarvegi hans.

Framkvemdar voru prjar adskildar tilraunir i eldisstod Fiskeyjar hf. par sem
medhondlad var med blondu batibakteria 4 mismunandi stigum eldisins. Ahrif
meodhondlunar voru metin m.t.t. afkomu og gada hrogna og lirfa en samsetning
bakteriufloru eldisins var einnig skodud. Batibakterium var baett Gt i eldisumhverfi
hrogna en lirfur voru medhondladar i gegnum fodurdyrin. Helstu nidurstoour benda
til pess ad medhondlun med nyrri blondu beetibakteria geti haft ahrif & samsetningu
bakteriufloru hrogna, lirfa og fodurdyra peirra en ad medhondla purfi tidar en gert
var { rannsokninni ef vidhalda & ahrifum til lengri tima. Endurtekin medhdndlun &
hrognastigi virtist leekka tioni galladra kvidpokalirfa auk pess sem medhondlun fra
upphafi frumf6édrunar virtist hafa jakvaed ahrif 4 atkomu lirfa i lok frumf6drunar.
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Summary in English:

Poor survival of larvae during the first feeding phases calls for measures to create
optimal environmental conditions during the first and most sensitive phases of the
larval production. The overall aim of the project was to promote increased survival
and quality of halibut larvae, using putative probionts isolated from halibut
production units.

Probiotic bacteria can affect their host in various ways, e.g. by preventing the
attachment of unfavourable bactria, stimulating the immune system and promoting
increased stability in the gastrointestinal tract.

In this project three separate experiments were carried out at a commercial halibut
farm, Fiskey Ltd. in Iceland. Different treatment schedules were used for treatment
of eggs from fertilization and larvae throughout first feeding. A mixture of equal
concentration of three selected strains was added to the tank water environment of
eggs or through grazing of the live feed. The effects of treatment were evaluated
with respect to the overall success of eggs and larvae as well as with respect to
chances in the bacterial community structure. The results indicate that treatment may
affect the bacterial community of eggs, larvae and live feed but more frequent
treatments seem to be needed than examined in the present study. Repeated
treatment of eggs resulted in reduced incidence of jaw deformation (gaping) amongst
yolk sac larvae and treatment from the onset of exogenous feeding resulted in
improved survival of larvae compared to sibling tank units.
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1. INNGANGUR

Markmid pessa verkefnis er ad studla ad bettri atkomu og gaedum ludulirfa & fyrstu stigum
eldisins. betta var gert med pvi ad medhdndla liduhrogn og lirfur med valinni blondu
batibakteria sem einangradar hofdu verid ur eldiseiningum ladulirfa sem komu vel ut m.t.t.
atkomu og gada lirfa. Verkefnid er styrkt af Teekniprounarsjodi Rannis og er lidur i
uppbyggingu rannsokna a svidi fiskeldis 1 samstarfi vid fyrirteeki sem er i fremstu r6d og
pekkt er um heim allan fyrir godan arangur i framleidslu laduseida. Verkefnid er unnid i
samvinnu MATIS ohf., Fiskey hf. og HA og er hluti af sterra verkefni, “Baetibakteriur i
ludueldi” par sem meginmarkmidid er ad proa nyjar umhverfisvaenar adferdir til ad baeta lifun

og gedi ludulirfa 1 frumfodrun.

Luda (Hippoglossus hippoglossus L.) er i haum gaedaflokki og ahugi fyrir ladueldi hefur farid
vaxandi 4 lidonum arum (Olsen et al., 1999; Jensen et al., 2004; Kvale et al., 2007). Pad tekur
um 3 ar ad ala ludu fra klaki i markadssterd (3-5 kg sterd). Margskonar vandamal tengd
naringu og proska eru vel pekkt og er medaltals afkoma einungis & bilinu 0-10% (Olsen et
al., 1999).

Fyrstu stig eldisins eru megin floskuhdls 1 eldi lGduseida sem og annarra tegunda sjavarfiska.
Orverudlag 1 eldisumhverfinu er sérstakt vandamal og er bakterfudlag og voxtur
tekiferisbakteria talid einn af megin orsakavoldum mikilla affalla lirfa & fyrstu stigum
fiskeldis. Astzedu pessa ma m.a. rekja til nainnar snertingar bakteria i umhverfi fisksins vid
yfirbord hans (Macey et al., 2005; Kvale et al., 2007) en einnig til pess ad sérhefod
onemissvorun fiska naer ekki fullum proska fyrr en 16ngu eftir klak og verda lirfur pvi ad
reida sig 4 Osérhaefda patti dnemissvorunnar fram ad peim tima (Olafsen 2001; Verner-
Jeffreys et al., 2003; Lee et al., 2002; Makridis et al., 2000a; Makridis et al., 2000b;
Bjornsdattir et al., 2003). Mikill fjoldi bakteria fylgir fodurdyrum (Artemia) sem ladulirfurnar
nerast & fyrstu vikurnar eftir ad paer byrja ad taka til sin fodur og getur petta lifreena alag
ordid lirfunum ofvida ef ekkert er ad gert (Lillehaug et al., 2003). Nokkur efnanotkun hefur
pvi reynst naudsynleg i pvi markmidi ad halda bakteriufjolda i skefjum. Mikilvegi pess ad
lagmarka efnanotkun i fiskeldi er otvirett en efna- og lyfjanotkun leidir til hettu & 6nemi

stofna og er pvi aldrei talin askileg (Olafsen 2001; Keller et al., 2004; Bergh et al., 2002).



Mikilvagt er pvi ad skapa dkjosanlegt umhverfi fyrir lirfur med jakvaedri bakteriufloru svipad
og hagt er ad hafa ahrif &4 adra petti eldisins s.s. fitusyrusamsetningu fodurdyra, skyggingu
eldisvokva an notkunar porunga o.s.frv. Moguleiki & ad styra orverufloru i umhverfi og
meltingarvegi tegunda i eldi og losna pannig alfarid vid efnamedhdndlun, er tvimalalaust
med akjosanlegri valkostum og er ad vonum mikill dhugi fyrir peirri lausn vid eldi

sjavartegunda fiska (Olafsen 2001; Gatesoupe 1999; Vadstein et al., 2004).

Notkun betibakteria i fiskeldi hefur hlotid aukna athygli a lidnum aratug og nidurstédur otal
rannsokna hafa verid birtar & opinberum vettvangi. Baetibakteriur (probiotic bacteria) hafa
verid skilgreindar sem “lifandi bakteriur sem hafa jakvaed ahrif 4 einstaklinginn med pvi m.a.
a0 baeta orverufredilegt jafnvaegi 1 meltingarvegi hans” (Olafsen 2001; Skjermo og Vadstein
1999; Halami et al., 1999). Jakved ahrif baetibakteria geta verid af ymsum toga:

e hamlandi ahrif & voxt sykingarvaldandi 6rvera

e cfla onemissvorun hysils gegn sykingarvaldandi 6rverum

e studla ad auknu jafnvaegi i meltingarvegi og efla med pvi viondm hysils gegn

sjukdomum.

Batibakteriur sem na fotfestu i hysli eru jafnframt i samkeppni vid sjukdémsvaldandi

bakteriur um neringu og vidlodunarstadi & hyslinum (Gatesoupe 1999).

Onzmiskerfi ladulirfa naer ekki fullum proska fyrr en seint i frumfodrun (Magnadottir et al.,
2005; Lange et al., 2006) og er pvi medhondlun med batibakterium talinn vaenlegur kostur til
varnar sjukdomum & fyrstu stigum eldisins (Gatesoupe 1999; Ouwehand et al., 1999). Vi
samsetningu 4 blondum af batibakterium fyrir fisk, hefur gjarnan verid studst vid pa
pekkingu sem fengist hefur vid rannsoknir a batibakterium fyrir menn og spendyr. Pannig var
megin uppistada fyrstu blanda af batibakterium sem komu & markadinn fyrir fisk gjarnan
mjolkursyrubakteriur en i framhaldi af pvi einnig tegundir sem reyndust t.d. hamla vexti
rikjandi bakteria i eldinu svo og tegundir sem eru nattarulegar i umhverfi sjavar s.s. Vibrio,
Bacillus, Pseudomonas o.fl. (Makridis et al., 2000a; Paniagua et al., 2001; Wong et al.,
2004). Batibakteriur fyrir fiskeldi hafa ymist verid einangradar Ur lifandi fodurdyrum lirfa,
eldisvokva eda meltingarvegi ymissa fisktegunda (Robertson et al., 2000; Hjelm et al.,
2004b; Hjelm et al., 2004a; Makridis et al., 2005; Fjellheim et al., 2007) og hefur



medhondlun 1 morgum tilfellum studlad ad auknum vexti og gedum fisklirfa med pvi t.d. ad
hindra ad sjukdoémsvaldandi bakterfur nai fotfestu eda med pvi ad efla dnaemissvorun lirfa
(Macey et al., 2005; Gullian et al., 2004). Batibakterium hefur med géoum arangri verid batt
i eldisumhverfi lirfa auk pess sem foourdyr hafa verid audgud med batibakterium og pannig
hefur peim verid komid i lirfur (Makridis et al., 2000b; Abutbul et al., 2004; Lategan et al.,
2004; Makridis et al., 2005; Planas et al., 2006).

Nidurstodur rannsokna hafa synt ad bakteriur sem na fotfestu i meltingarvegi hafa meiri
moguleika & ad lifa af og hafa ahrif 4 umhverfi sitt (Gatesoupe 1999; Isolauri 2004; Morelli
2007). Beetibakteriur fyrir fisk hafa fyrst og fremst verid framleiddar med notkun vid eldi
hlysjavartegunda i huga en nokkrar blondur sem fast & almennum markadi hafa verid reyndar
a fyrstu stigum ladueldis hja Fiskey hf. Pessar rannsoknir syndu m.a. ad uppgefnar tegundir
rektudust 1 engu tilfella Gr eldisumhverfi eda meltingarvegi lirfanna og pvi liklegt ad pessar
tegundir hafi einfaldlega ekki lifad af eda nad fotfestu i eldinu vid pad umhverfishitastig sem
par er notad (4-11°C) (Lillehaug 2003). P6 ber einnig ad athuga ad margar tegundir bakteria
ur koldu og naringarsnaudu umhverfi, reynast oft 4 tidum 6raektanlegar 4 naeringaretum vid
kjorhitastig i rannsoknastofunni (“viable but non-culturable) (Bergh et al., 2002; Giuliano et
al., 1999).

Endurtekin medhondlun med batibakterium a fyrstu stigum eldisisns gati reynst naudsynleg
par sem hugsanlega ma nd fram hamlandi ahrifum & voxt tekiferisbakteria an pess ad
batibakteriurnar nai fotfestu i meltingarvegi lirfa (Planas et al., 2006). bvi er naudsynlegt ad
skilgreina bakteriufloru i meltingarvegi hysilsins og kortleggja tengsl hennar vio voxt, proska
og heilbrigdi hysils med pad i huga ad nyta tegundir i normalfloru hysilsins vid
batibakteriumedhondlun (Isolauri, 2004; Douglas og Sanders, 2008). Vid val 4 mogulegum
baetibakterium er mikilvaegt ad horfa til eiginleika bakteriustofna til ad na fotfestu i pvi
umhverfi par sem peir verda notadir en jafnframt er mikilvaegt ad kanna vaxtaroérvandi og
O6namisorvandi ahrif peirra svo og onnur jakvaed ahrif 4 hysilinn (Gatesoupe 1999; Gomez-

Gil et al., 2000; Marteau et al., 2002).

bessi skyrsla fjallar um framkvaemd og nidurstodur priggja adskildra tilrauna par sem
ranns6kud voru ahrif blondu priggja tegunda hugsanlegra batibakteria & fyrstu stigum

luduseidaeldis hja Fiskey hf. Blandan sem notud var i pessum tilraunum var sett saman eftir



a0 framkvemd hafoi verid vidtek leit ad hugsanlegum batibakterium i meltingarvegi
lodulirfa 1 eldi hja Fiskey hf.  Safnad var synum ur meltingarvegi ladulirfa i 6llum
framleidslueiningum eins hrygningarhops hja Fiskey hf. og stodu synatokur yfir i um fjora
manudi. Ger0 er frekari grein fyrir framkvemd og nidurstodum peirrar leitar 1 Matis skyrslu #
27-08. Nemandi i lifteekni 4 audlindasvidi HA vann einnig sumarverkefni 2008 1 tengslum vid
pennan hluta verkefnisins en par voru rannsakadir frekar vaxtareiginleikar batibakterianna
priggja vid mismunandi umhverfisadstedur og vid samraektun med rikjandi bakterium i
meltingarvegi ludulirfa 4 60ru timabili en rannsakad var i verkefninu. Verkefni nemandans
var styrkt af NyskOpunarsjodi namsmanna og Rannsoknasjodi Haskolans a Akureyri

(Heimisdottir 2008)

Rannsoknverkefnid er styrkt af Teeknipréunarsj6di Rannis og er ad hluta til unnid af nemanda
i rannsoknatengdu meistaranami vid Vidskipta- og raunvisindadeild Haskolans & Akureyri

(Eyrin Gigja Karadoéttir, dtlud namslok i desember 2008).

2. FRAMKVZAEMD

[ pessari skyrslu er gerd grein fyrir framkvamd og nidurstédum medhondlunar med valinni
blondu baetibakteria i ladueldi hja Fiskey hf. Tilraunir voru framkvemdar & timabilinu april

2007 til mai 2008.

2.1. Blanda batibakteria

Vidtek leit ad batibakterium var framkvamd i seidaeldi Fiskey hf. og hafa verid einangradir
prir stofnar sem alitlegt pykir ad profa a fyrstu stigum eldisins. Margvislegar adferdir voru
notadar til ad velja pessa stofna og er i Matis skyrslu # 27-08 og skyrslu nemanda a
audlindasvidi HA sumarid 2008 (Heimisdottir 2008) gerd grein fyrir framkvaemd leitar ad
hugsanlegum betibakterium ur eldiseiningum hja Fiskey hf. og skilgreiningu 4 peim stofnum

sem fyrir valinu urdu. Eiginleikar stofnanna voru rannsakadir, m.a. voxtur peirra vid

4



mismunandi umhverfisadstedur (selta, pH) og vaxtarhamlandi ahrif peirra 4 pekkta
sykingarvalda i fiski svo og 4 voxt rikjandi stofna Ur eldiseiningum par sem voxtur eda lifun
lirfa var undir medallagi. Vaxtarktrfur stofnanna voru jafnframt rannsakadar svo og voxtur
peirra i samrakt og bentu nidurstodur til pess ad bestur voxtur fengist pegar allir prir
stofnarnir voru reektadir saman.

Stofnarnir prir sem fyrir valinu urdu voru raektadir upp 4 neringaretum 4 rannsoknastofunni
og rektirnar sidan frostpurrkadar. Fyrir hvern framleidsluskammt var raektad upp ur
frostpurrkada duftinu og fjoldi bakteria i hverju grammi duftsins dkvardadur hverju sinni.
betta var jafnframt gert til ad tryggja ad mengun hefdi ekki komist i raktirnar i
framleidsluferlinu. Stofnarnir voru greindir til tegunda med hlidsjon af lifefnafredilegum

eiginleikum, svo og med hlutaradgreiningu 4 16S rDNA (framkvamt af Matis-Prokaria).

Blanda betibakterianna var sett saman Ur jofnu hlutfalli stofnanna priggja og medhdndlad
med mismunandi styrk bléndunnar (lokastyrkur vid meShéndlun 10° — 10° bakterfur/ml). Vid
medhondlun i eldinu var frostpurrkada duftid leyst upp i ca. halfum liter af eldisvokva ur
hverju keri og flaskan latin standa i um 15 min adur en blandad var varlega i floskunni. Hrogn
voru medhondlud med pvi ad hella blondunni beint ut i eldisvokva kerjanna en vid

meodhondlun lirfa voru fodurdyr lirfa medhondlud med blondunni i 30 min fyrir gjof.

2.2.  Uppsetning tilrauna og synataka

[ klakfiskastod Fiskeyjar hf. er hrygningu klakfiskahopa styrt med 1josi og er pvi adgangur ad
hrognum 4 premur timabilum 4 ari hverju. Uppsetning tilrauna, medhondlun og synataka var i
hondum starfsmanna Fiskeyjar hf. sem einnig sdu um mat 4 atkomu og gedum hrogna og
lirfa vid lok tilrauna. Vid tilraunir i eldinu er byggt 4 adferdum sem préadar hafa verid af
starfsmonnum Fiskeyjar og notadar hafa verid vid framleidslu seida til margra ara. Umfang
tilrauna 1 eldinu parf ad mida vid frambod & hrognum og lirfum hverju sinni auk pess sem

lagmarks aheetta er avallt tekin vardandi framleidslu luduseida hja Fiskey hf.

Hrogn eru hofd i 0.25 m® hrognakerjum vid 5.0 — 5.3 °C { 14 daga og sotthreinsud med 400



ppm glutaraldehyde adur en safnad er ur 5-8 kerjum i eitt 10 m’ silo. I silounum klekjast
hrognin og naerast kvidpokalirfurnar & innihaldi kvidpokans vid 5.0 — 5.3 °C nastu u.p.b. 50
dagana en pé eru par eru fluttar i 3.5 eda 7.0 m’ frumfédrunarker. Meltingarkerfi lirfanna er
mjog einfalt og vanproska pegar lirfurnar byrja ad narast 4 utanadkomandi f60ri sem fyrstu
vikurnar er saltvatnsreekja (Artemia franciscana) (Great Salt Lake, Utah, USA).
Saltvatnsraekjan er audgud med fitusyrum og vitaminum og eru lirfur féoradar kvolds og
morguns nastu u.p.b. 60 dagana vid 11 °C en & peim tima myndbreytist lirfan og verdur ad
botnlaegu seidi. Vid myndbreytingu ferast augun yfir & somu hlid, efri hlid seidanna dokknar
og pau faera sig nidur 4 botn kerjanna. Pegar hér er komid sdgu eru seidin tilbtin ad taka til

sin og melta purrfédur.

Framkvemdar voru prjar adskildar tilraunir a fyrstu stigum ludueldis 1 adstodu Fiskey hf. (sja
yfirlit 4 mynd 1). I fortilraun voru rannsokud ahrif batibakteriublondu 4 hrogn i einu
hrognakeri med 6medhdndlad ker sem vidmid og i framhaldi af pvi voru framkvaemdar tvaer
tilraunir par sem hrogn og lirfur voru medhondlud med sému betibakteriublondu.
Meohondlun hofst & mismunandi timapunktum eldisferilsins og rannsokud voru ahrif a

afkomu og gadi lirfa auk pess sem samsetning bakteriufloru lirfa var kortldgo.

' Silo 8 \ sil6s Silé 6 / Silo 8
Fortilraun Tilraun | Tilraun 1l

Mynd 1. Yfirlitsmynd tilrauna sem framkveemdar voru med batibakterium & fyrstu stigum lGdueldis. Tilraunir
voru framkvaemdar & timabilinu april 2007 til mai 2008. Meohondladar einingar eru litadar grenar og
vidmidunareiningar hvitar.



2.2.1. Fortilraun: Medhéndlun hrogna

Fortilraun for fram i lok april 2007 en markmid hennar var ad kanna hvort hrogn pyldu
medhdndlun med batibakteriublondunni i peim styrk sem notadur var. Hrogn i einu keri voru
itrekad medhondlud med blondunni og afkoma frjovgadra hrogna vid lok timabilsins
akvordud. Samsetning bakteriufloru hrogna var jafnframt rannsokud med hlidsjon af
samsetningu bakteriufloru hrogna i vidmidunarkeri par sem framleidsla for fram med
hefdbundnum haetti. Hrogn voru medhondlud med blondunni prisvar sinnum yfir timabilid
(sja yfirlit 4 mynd 2). Medhdndlad var med 10" bakteriur/ml og var blandan sett saman ur

jofnu hlutfalli stofnanna priggja.

Hrognaker | Hrognaker Skyring:
Baetibakt Kontrol Hrogn medhondlud med baetibakteriublondu
dagur: Kontrél - engin medhdndlun
0 Synataka 1 (DO): Medhoéndlun med baetibakterium
1 Synataka: syni Ur hrognum og eldisvékva peirra til bakteriurannsékna
2 Synataka 2 (D2): Glutaraldehyde medhondlun
3
4
5
6
7 -:-S)'/nataka 3 (D7):
8
9
10
11
12
13 Synataka 4 (D13):
14 Synataka 5 og 6 (D14):

Mynd 2. Uppsetning tilraunar og synataka. Meohondlad var med bléndu batibakteria prisvar sinnum a
timabilinu p.e. skdmmu eftir frjvgun hrogna, 7 dégum eftir frjdvgun og 13 dégum eftir frjbvgun auk pess sem
hrogn voru medhondlud med glutaraldehyde skémmu fyrir flutning i sil6 & degi 14. Synatokur voru
framkveemdar fyrir medhondlun med beetibakterium 0, 2, 7 og 13 dégum eftir frjovgun. Jafnframt voru tekin
syni a degi 14, badi fyrir og eftir glutaraldehyde medhdndlun hrogna fyrir flutning i ker (ekki nadist ad taka

syni & degi 14 ar kontrolkeri).

Fyrsta medhondlun med blondu batibakteria var framkvaemd um leid og hrognin hofou verid
frjovgud. Vatnsyfirbord i kerinu var pa leekkad og ekkert vatnsrennsli haft i so6larhring & eftir.

Einnig var medhondlad med batibakterium & degi 7 og degi 13 eftir frjovgun. Alls voru tekin



6 syni ur hvorri eldiseiningu, p.e. fyrir fyrstu medhondlun 4 degi 0, &4 degi 2  pegar
vatnsrennsli hafoi verid 4 i sélarhring, & degi 7 4dur en medhdndlad var med betibakterium
60ru sinni, adur en medhondlad var med beatibakterium i pridja skipti 4 degi 13 og loks 4 degi
14, baoi fyrir og eftir hefdbundna bédun hrogna med glutaraldehyde 4dur en pau eru flutt i
silo.

Ekki reyndist unnt ad taka syni 4 degi 14 fyrir og eftir glutaraldehyde medhondlun i
viomidunarkeri og pvi adeins safnad 4 synum af hrognum og 4 synum af eldisvokva hrogna
ur vidmidunarkeri. Ekki var unnt ad fylgja eftir pessum hrognum par sem pau voru sameinud

60rum hrognah6pum vid flutning 1 silo.

2.2.2. Tilraun I: Medhondlun hrogna og lirfa

Tilraunin var framkvaemd 1 juli til september 2007 (normalhopur). Hrogn og lirfur voru
medhondlud med blondu batibakteria & mismunandi stigum eldisins og ahrif medhondlunar a
afkomu og gadi hrogna og lirfa rannsokud auk pess sem samsetning bakteriufloru var
konnud. Tvaer mismunandi medhondlunarseriur voru framkvemdar: 1) medhondlun fra byrjun
hrognastigs allt til loka frumfodrunar og ii) medhondlun fra upphafi frumfodrunar. Avallt
voru tekin syni til vidmidunar ur eldiseiningum sem medhdndladar voru med hefdbundnum

haetti allt timabilid. Yfirlit yfir framkveemd tilraunar ma sja 4 mynd 3.
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Mynd 3. Uppsetning tilraunar 1. Eldiseiningar par sem medhdndlad var med batibakterium eru litadar graenar
0g vidmidunareiningar hvitar. Medhdéndlad var med bléndu batibakteria i 8 hrognakerjum med mismunandi
styrkleika (10* eda 10° bakteriur/ml) og jafnmérg ker hofd til vidmidunar. Vid flutning yfir i sil6 var medhéndlad
med batibakterium i styrkleikanum 10° bakteriur/ml. Lirfur i startfédrun voru medhondladar med batibakterium
i styrkleikanum 10° bakteriur/ml og var medhéndlad tvisvar sinnum & dag tvo daga i r6d, & dégum 0/1 og
endurtekid & dogum 17/18



Oll hrognaker sem komu inn i stddina 4 einni viku og naegdu til ad setja 1 eitt silo, samtals 8
ker, voru medhondlud med batibakteriublondunni. Pessum hrognakerjum var fylgt eftir med
meodhondlun 1 frumfédrun (1 ker) auk pess sem medhondlad var i einu startkeri fra byrjun
frumf6drunar.

Meohondlun og syntaka & hrognastigi var framkvemd a4 somu timapunktum og gert var i
fortilraun ad pvi undanskildu ad styrkur medhéndlunar var mismunandi eda 10* bakteriur/ml i
4 kerjum og 10’ bakterfur/ml i 3 kerjum auk pess sem i einu keri var byrjad ad medhdondla
med 10* bakteriur/ml en styrkur minnkadur nidur i 10° bakterfur/ml i annarri og pridju
meodhondlun. Vid pad fengust svor vid pvi hvort minni styrkur medhondlunar nagoi til pess
a0 bakteriur nedu fotfestu & hrognum en minni styrkur batibakteria veldur pvi ad minni
utfellingar (lifrenn Grgangur) myndast i hlidum kerjanna. Eftir hefdbundna glutaraldehyde
medhondlun hrogna vid lok hrognastigs voru hrogn tr hverju keri siud fra eldisvokvanum og
vegin til ad mela magn hrogna sem fer i silo6. Hrognin voru medhdndlud 4 pessu stigi, med
batibakteriubléndu i styrkleikanum 10° bakterium/ml i 30 min og sidan fard yfir i silo par
sem ekki var medhondlad med baetibakterium. Syni var tekid 10 dogum eftir flutning yfir 1

sil6 svo og vid lok kvidpokastigs til pess ad kanna hvort baetibakteriurnar vaeru enn til stadar.

A fyrstu stigum fodrunar var medhondlad i tveimur kerjum og i tveimur
medhondlunarhrinum, vid upphaf frumfoédrunar (& degi 0 og 1) og rétt fyrir pann tima pegar
mestu affoll verda venjulega 4 lirfunum (& degi 17 og 18). Medhondlun for pannig fram ad
fodurdyr lirfa voru bodud med baetibakteriublondunni i styrkleikanum 10° bakteriur/ml i 30
min fyrir gj6f. Medhondlud fodurdyr voru gefin i ker tvisvar sinnum & dag (kvolds og
morguns). Lirfusynum var safnad vikulega yfir startfédrunartimabilid, p.e. par til lirfur hfou
veri0 vandar & purrf6dur (ca. 60 dogum eftir upphaf frumfodrunar).

Samtals var safhad 42 hrognasynum, 6 synum af kvidpokalirfum (4 sil6), 30 synum af lirfum
i startfoorun (4 ker) og 18 synum af fodurdyrum sem ymist voru medhondlud a hefobundinn

hatt eda med batibakterium ad auki.



2.2.3. Tilraun I1: Endurtekin medhdndlun hrogna og lirfa

Medhondlun hrogna og lirfa var endurtekin i tilraun sem framkvemd var 1 mars til mai 2008
(flyttur hopur). Hrogn fengu hefdbundna medhdndlun 4 hrognatimabilinu en medhdndlad var
med batibakterium 4 tvo mismunandi vegu: 1) hrogn medhondlud vid enda hrognatimabils,
p.e. vid flutning yfir i sil6 og sidan fra upphafi frumfédrunar eda ii) einungis medhondlad fra
upphafi frumfoédrunar. Til vidmidunar voru tekin syni ur siloi og frumféodrunarkerjum par sem
medhondlad var med hefdbundnum hatti. Systkinaker med sama upplagi lirfa voru notud par
sem unnt var ad koma pvi vid. P4 var medhondlad med batibakteriunum i 60ru kerinu en hitt
haft til vidmidunar.

Medhondlun vid flutning hrogna yfir 1 silé6 og 1 frumfodrun var eins og &dur var lyst i
fortilraun og tilraun I. Medhondlad var med batibakterium i styrkleikanum 10* bakteriur/ml
auk pess sem fodurdyr voru bodud med 10° bakteriur/ml i 30 min fyrir gjof. Medhondlud
fodurdyr voru gefin i ker kvolds og morguns tvo daga i r6d (dagar 0 og 1, 17 og 18). A mynd

4 ma sja yfirlit yfir uppsetningu tilrauna, medhondlun og synatokur.
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Sile 8 Sil6 10 Skyring:
BBB Konrél BBB Konrél Hrogn medhondlud med baetibakterium
dagur | Startker 10| Startker 18 Startker 11 | Startker 12 BBB medhondlun
0 Hefdbundinn medhéndlun
Synataka
Helgi

3 A
H

E

[

Mynd 4. Uppsetning tilraunar 11 og timasetning synatéku. Medhdndlad var med bléndu baetibakteria vid flutning
hrogna yfir i silé. Lirfur i startféorun voru medhoéndladar tvisvar sinnum a dag tvo daga i ro6d (dagar 0 og 1, 17
og 18).

Samtals var safnad 2 synum af kvidpokalirfum (2 sil¢), 32 synum af lirfum i startf6drun (4
ker) og 13 synum af fodurdyrum sem ymist voru medhondlud & hefdbundinn hatt eda med

batibakterium ad auki.
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2.3. Synataka og Urvinnsla syna

Synum var safnad af medhondludum hrognum, kvidpokalirfum, lirfum i frumf6drun og
eldisvokva peirra auk pess sem syni voru tekin reglulega af medhondludum og
omeohondludum fodurdyrum sem gefin voru i startker & timabilinu. Hverju sinni voru tekin
syni af 6medhdndludum hrognum og lirfum til samanburdar. Ol syni voru rannsékud med
tilliti til heildarfjolda rektanlegra bakteria (TVC) & MA (Marine Agar 2216; Difco) og
racktanlegra Vibrio bakteria 4 TCBS (Thiosulphate Citrate Bile Sucrose agar; Difco) auk pess
sem rannsokud var samasetning heildarfloru bakteria med PCR-DGGE (Denaturing Gradient
Gel Electrophoresis) adferd og 16S rDNA radgreiningu. Ad auki voru 12 raektanlegir stofnar i
hverju syni 1 tilraun I greindir til tegunda 1t fré lifefnafraedilegum eiginleikum par sem notud

voru 10 mismunandi prof.

Vid synatokur ur eldiseiningum er naudsynlegt ad gaeta fyllsta hreinlatis og ad allur
synatokubunadur s¢ daudhreinsadur. Syni voru tekin i ilat sem fyrst voru fyllt af eldisvokva
ur vidkomandi keri og sétthreinsadur hafur sidan notadur til ad veida upp hrogn eda lirfur.
Vid upphaf frumfédrunar var ~120 lirfum safhad hverju sinni og ~10 lirfum pegar syni voru
tekin eftir um 65 daga i fodrun. A 6drum synatokudégum var safnad 4 bilinu 10-120 lirfum,
feerri eftir pvi sem lirfurnar h6fou verid lengur 1 frumfodrun. Synum af fodurdyrum (Artemia)
var safnad med sigti og dyrin skolud undir rennandi vatni 1 2 min 4dur en peim var komid
fyrir 1 sterilu ilati. Synum var pvi naest komid fyrir 4 is og gelmotta/plastmotta h6f0 & milli, til
pess a0 koma i veg fyrir of mikla og sndgga keelingu syna. Syni voru flutt sem fyrst &
rannsoknastofu Matis/HA & Akureyri par sem frekari urvinnsla var framkvemd innan 3 klst.
fra synatoku.

Hrogn voru sigtud fra eldisvokvanum, vigtud og pynnt tifalt i peptone sjovatni (0.1% peptone
leyst 1 70% sjovatni). Lirfur eru fyrst svaefoar med yfirskammti af hypnodil (51 pg/mL
lokastyrkur efnis) og yfirbordssotthreinsadar (0.1% Benzalkonium klérid) 40ur en par eru
taldar og vegnar yfir 1 sterilt ilat og pynntar tifalt i peptone sjovatni. Lausnirnar voru pvi naest
gerdar einsleitar { Ultra Thurax T-25 tetara (IKA Laborteknik) vid blondun i 4*10 sek med
10 sek hvild & milli (8000 rpm) og pessi lausn sidan notud til frekari rannsokna. Eldisvokvi

hrogna var rannsakadur an frekari undirbunings.
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2.3.1. Ra&ktanleg bakteriuflora

Af tifaldri pynningu syna voru utbunar frekari pynningar i peptone-sjévatni og sad Ur peim a
yfirbod MA og TCBS agarskala. Jafnframt voru utbuinar pynningar af eldisvokvanum og
peim sad & MA og TCBS agarskalar. Allar skélar voru raektadar vid 15°C i um 5-7 daga og
heildarfjoldi bakteria og fjoldi hugsanlegra Vibrio bakteria i hverju grammi/ml synis pvi nast
akvardadur. Af hverju syni voru skdlar med ~100 kolonium valdar til greiningar a

samsetningu reektanlegra bakteria med PCR-DGGE adferd (Muyzer et al., 1993).

Vid greiningu og flokkun raektanlegrar bakteriufloru voru r hverju syni valdar MA skalar
med 100-250 kolonium/skal, tolf stofnar valdir af handahofi, peim umsad yfir & nyjar MA
skalar og raektad vid 15°C par til greinilegur voxtur var synilegur 4 skdlum (2-7 dagar).
Stofnar voru pvi nast flokkadir til atta, ettkvisla og/eda tegunda m.t.t. svorunar i KOH profi,
Gram litun, Cytochrome oxidasa, Katalasa, MOF profi (oxun/gerjun), nemi fyrir O/129
Vibriostatic compound, voxtur med og an NaCl svo og voxtur med og 4n Novobiosine.

Raktanleg flora var sidan flokkud i hopa m.t.t. svorunar i mismunandi préfum.

2.3.1. Heildarflora bakteria

Mynstur heildarfléoru bakteria i synum var greint med PCR-DGGE adferd sem byggir a
adskilnadi tegunda vegna mismunandi braedslumarks (Tm) erfdaefnis peirra en pad akvardast
af fjolda CG tengja sem eru til stadar (Muyzer et al., 1993). DGGE er talin vera mjog naem
adferd til ad skilja & milli DNA buta af svipadri sterd en sem eru mismunandi ad
uppbyggingu (Muyzer et al., 1993).

Synin (1/10 pynning) eru fryst vid -80°C par til greining er framkvemd. DNA er einangrad
med einangrunarsetti (Gentra Tissue kit) og hreinleiki synisins sidan metinn med pvi ad
rafdraga afurd 4 0.7% agarose geli 1 u.p.b. 30 min og lita med ,,ethidium bromide* (EtBr) til
a0 gera bondin synileg. Eftir einangrun er hluti erfdaefnis magnadur upp med PCR
(polymerase chain reaction) par sem notadir eru pekktir alhlida visar (universal primers) sem
hannadir eru ut frd geni sem rannsoknir syna ad vardveist hefur i erfdamengi bakteria (16S
rDNA) (Aakra et al., 1999, Bernard et al., 2000). { pessari rannsékn voru notadir visar sem
eru sérhannadir fyrir DGGE adferdina. CG-hali er hengdur 4 annan peirra og gerir pad ad

verkum ad afurdin helst ad hluta til 4 tvipatta formi i rafdraetti & DGGE geli. Notadir voru
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visarnir 241FGC (5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG
CCTACGGGAGGCAGCAG —-3’) og 534R (5’- ATTACCGCGGCTGCTGG -3”) (Griffiths
et al., 2001). Me0 notkun pessara visa magnast upp 254 bp breytilegt sveedi a4 16S geninu (V4
svedi) sem er naegilegt til ad skilja 4 milli olikra tegunda. PCR afurdin er sidan rafdregin &
40-70% urea — formamide blondudu DGGE geli med 0% stacking geli vid 62 °C i 14 klst. A
hverju geli er einnig keyrdur stadall sem inniheldur hreinrektir bakteriutegunda med
mismunandi GC innihald og stodvast pvi & mismunandi stodum i gelinu og audveldar pad
samanburd & milli gela. Bakteriustofnar sem notadir voru i batibakteriublondunni voru hafdir
i stadli til ad hagt veri ad fylgja peim eftir i synum teknum Gr medhondludum einingum.
Stadallinn var settur saman af: A: Pseudoalteromonas elyakovii (99% samsvorun vid
GenBank numer AB000389), B: Vibrio splendidus (100% samsvérun vid GenBank ntimer
AJ874364), C: Marinovum algicola (DSM 10251), D: Shewanella baltica (99% samsvorun
vid GenBank nimer CP000891) og E: Streptomyces sp. (99% samsvorun vid GenBank numer
EU 257269). Ad loknum rafdreetti er gelid litad i 15 min. med Sybr-Gold (Invitrogen) og
myndad & ljésabordi med UV lampa med “InGenius LHR gel imaging” kerfi (Syngene).
Ahugaverd bond i geli voru skorin ut med daudhreinsudum pipettuoddi og komid fyrir i
eppendorfglasi med 50 pl af MilliQ-vatni. Til ad leysa upp erfoaefnisbutinn i gelinu voru syni
sett 1 skilvindu i 5 sekiindur og sidan teknir 5 pl ar hverju glasi 1 nytt PCR hvarf par sem
notadir voru somu visar og adur (241FGC og 534R) og syni sidan send til Matis-Prokaria til
radgreiningar. Vid tegundagreiningu 4 bakterium eru nidurstddur radgreiningar bornar saman

vid pekktar radir ir BLAST gagnabonkum a netinu (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)..

2.4.  Tolfraediatreikningar

Télulegar nidurstodur voru greindar med SigmaStat™ 3.5 (Systat Software, Inc. CA 94804-
2028 USA) og Normality Test (Kolmogorov-Smirnov). Afkoma lirfa var skodud med pvi ad
bera saman fj6lda lifandi, daudra og heildarfjolda lirfa i einstaka eldiseiningum med Chi-
square profi. Samanburdur var gerdur & vexti lirfa i mismunandi eldiseiningum med pvi ad
framreikna voxt lirfa 1 6llum kerjum til sama dags (65 dagar eftir upphaf fédrunar) en pad var

gert med pvi ad nota medaltdl og fravik maelinga. Fjoldi rektanlegra bakteria er settur fram

14



sem medaltal med fravikum (SD) af melingum ar a.m.k. tveimur synum sem mald voru
ymist i tvi- eda pritekningu. "Pearson correlation” var notad til pess ad greina samband 4 milli
fjolda bakteria annars vegar og afkomu lirfa eda myndbreytingu hins vegar. Marktekur
munur er talinn vera pegar p<0,05. Adhvarfsgreiningu var beitt til pess ad skoda sambandid &

milli patta sem linulegt samband reyndist 4 milli

3. NIDURSTOBUR

[ pessari skyrslu er gerd grein fyrir helstu nidurstddum ur premur adskildum tilraunum sem
framkvaemdar voru med batibakterium i framleidslueiningum luduseida hja Fiskey hf. Ahrif
meodhondlunar var metin me0 tilliti til ahrifa 4 afkomu og gadi hrogna og lirfa en einnig med

tilliti til samsetningar bakteriufléru hrogna og lirfa & ymsum timapunktum i eldisferlinu.

3.1 Afkoma og geedi

Hrygningu klakfisks hja Fiskey hf. er ljosastyrt og hrogn og svil fengin Gr premur adskildum
hrygningarhopum: normalhépi, flyttum hopi og seinkudum hépi. Vel pekkt er ad heildar
arangur vid eldi liduseida er mjog mismunandi pegar mismunandi hrygningarhdpar eru
bornir saman og einnig fra ari til ars (Smaradottir, Fiskey hf. munnleg heimild). Tilraunir med
baetibakteriur voru framkvemdar i normalhopi arid 2007 og sidan endurteknar i flyttum hopi
arid 2008. Afkoma og gedi hrogna og lirfa i medhondludum einingum voru sidan borin
saman vid 6medhondlud hrogn og lirfur i kerjum sem voru i stodinni & sama tima og einnig

var gerdur samanburdur vid medalgengi i 6llum hrygningarh6pnum hverju sinni.

Hrogn: 1 fortilaun kom 1 1jés ad utfellingar myndudust i hlidum kersins eftir ad bakterium
hafdi verid beett 1 kerid vio fyrstu medhondlun. Hrognin loddu vid utfellingarnar og skiludu
sér ekki pegar flutt var ur kerinu upp i silo. Vid hefdbundna medhondlun myndast alltaf
einhverjar utfellingar i kerjum en dberandi meira magn myndadist i keri par sem medhondlad
var med batibakterium. Af pessum sokum var akvedid ad i tilraun I yrdi einnig medhondlad

med minni styrk bakteria og i 1j6s kom ad tutfellingar voru minna aberandi pegar minni
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styrkur bakteria var notadur.
Nidurstodur um afkomu frjévgadra hrogna Ur einstaka kerum i fortilraun og tilraun I eru

syndar 1 Ttoflu 1).

Tafla 1. Frjévgun og afkoma frjévgadra hrogna i einstaka eldiseiningum i fortilraun og tilraun I. Ker par
sem medhondlad var med baetibakterium eru litud graen.

Fortilraun Tilraun |

Hrognaker 16-1 17-1 163] 173 [ 203] 24 [ 34| 44 [ 54] 64| 74] 84 94 194] 104] 184] 15[ 124
Meshondlun Beaetibakt [ Kontrol Baetibakteriur Kontrél
styrkur medh. (bakt/ml) 10*-4 10 * -4 10 *-3 10* -4 10* -4 10*-3 10*-4 10*-4] 10*-3
friovgun (%) 66,0 38,8 26,0 60,5 61,1 57,5 12,0 49,0 184 | 31,3 | 309 | 40,4 | 355 | 10,6 | 48,0 | 37,1 | 23,9 | 20,4
afkoma af friovguoum
hrognum (%) 45 48 48 7 18 55 @ 27 27 14 | 55 | 40 17 | 33 | 46 27 | 44 13
medalfrjovgun % 39,5 30,9
medal afkoma % 25%+* 34

*gleymdist ad skola ker, mikid drepst.

**keri hent
***medaltal i 6llum kerjum, lika pvi sem er hent og gleymist ad skola.

Eins og sést i toflu 1 pad er frjévgun hrogna mjog mismunandi i kerjunum en
frjovgunarprosenta er akvordud fyrir medhondlun med batibakterium. Frjévgun reyndist vera
almennt betri i kerjum par sem medhdndlad var med beatibakterium. I fortilaun reyndist
atkoma 1 medhondludu keri 45% af frjovguoum hrognum, svipad og i vidmidunarkerinu og
pykir pad i medallagi gott. Aftur & moéti pegar nidurstodur fortilaunar og tilraunar I eru bornar
saman pa reyndist atkoma frjovgadra hrogna ekki eins g6d i medhondludum kerjum eda ad
medaltali 25% i medhondludum kerjum samanborid vid 34% i vidmidunarkerjum. P6 ber ad
merkja ad atkoma Gr medhondludum kerjum er ad medaltali 32% ef ekki eru tekin med pau
ker par sem 6hopp urdu a timabilinu (gleymdist ad skola hrogn, ker sem hrundi). Einnig ber
a0 taka fram ad hrognum i viomidunarkerin var safhad i ker vikuna & eftir medhondludu
hrognunum og geti pad haft ahrif 4 nidurstodur. 1 heild sinni benda nidurtodur til pess ad
medhondlun med bakteriublondunni hafi ekki haft ahrif & afkomu hrogna, hvorki pegar
medhondlad var med 10* bakteriur/ml eda  10° bakteriur/ml samanborid vid hefdbundna

medhondlun.

Kvidpokalirfur: { tilraun I voru hrogn medhondlud 4 hrognastigi auk vidbétar medhondlunar i
lok timabilsins med batibakteriublondu i styrkleikanum 10° bakteriur/ml par sem hrogn ur
um 8 kerjum voru medhondlud med pessum haetti og sidan sameinud 1 eitt silo. { tilraun II var
aftur & moti um ad reda hefdbundna medhondlun & hrognastigi en hrogn medhondlud vid

flutning yfir i silé (10° bakteriur/ml). Vid lok kvidpokastigs var afkoman lirfa metin sem
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hlutfall lifandi lirfa af datludum fjolda hrogna i hverjum L sem settur var i hvert siléo en
aztlad er ad hver L innihaldi ~40.000 hrogn. Einnig er hlutfall kvidpokalirfa par sem kjalkar
festast 1 opinni stodu (gaparar) detlad med pvi ad telja hlufall galladra lirfa 1 ~150 lirfu trtaki
fra hverju siléi. Ahrif medhondlunar med batibakterium voru metin m.t.t. afkomu og gada
kvidpokalirfa og til vidmidunar var skodad gengi i vidmidunarsiloi par sem medhondlad var
med hefobundnum heetti auk pess sem arangur var borinn saman vid medaltals gengi i 6llum

framleidslueiningum i stédinni & timabilinu (mynd 5).
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Mynd 5. Afkoma kvidpokalirfa og hlutfall gapara i lok kvidpokastigs i tilraun | og Il. Synd er nidurstodar i
betibakteriumedhéndludum siléum (B*) samanborid vid silé par sem medhéndlad var & hefdbundinn hatt og
var i stéoinni & sama tima (C*). Einnig eru syndar nidurstédur Gr vidmidunarkerjum med lirfum sem notadar
voru i &framhaldandi rannséknir & frumfédrunarstigi (C). Ad auki er syndur medaltals arangur dr 6llum
eldisiseiningum i stddinni & hvoru timabili fyrir sig, med stadalfravikum (medalt | og medalt I1).

Eins og sja ma a mynd 5 er hlutfall gapara 1 sil6i par sem hrogn voru medhéndlud endurtekid
med batibakterium (B* 1 tilraun I) haerra (9%) samanborid vid vidmidunarsiloid (C*, 4%) en
hlutfall gapara er aftur & moti mun legra en medaltalsgildi fyrir allar eldiseiningar &
timabilinu (14.6£11.8). bar sem hrogn voru medhondlud vid flutning yfir 1 silé (B* 1 tilraun
IT) reyndist hlutfall gapara vera marktekt laegra (p=0.05) eda 2.5% samanborid vid 15% i
vidmidunarsiléinu (C*) og einnig toluvert legra en medaltalsgildi fyrir allar eldiseiningar &
timabilinu (9.2+5.1).

Endurtekin medhdndlun & hrognastigi (tilraun I) reyndist gefa betri afkomu (33.7%)
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samanborid vid kvidpokalirfur fra omedhondludum hrognum (13.8%) en aftkoma i
medhdndludum hop var pd svipud og medaltalsatkoma ur 6llum eldiseiningum & timabilinu
(33.2£12.7). Afkoma kvidpokalirfa par sem hrogn voru medhéndlud vid enda hrognastigs i
tilraun II var marktekt (p=0.05) laegri (31.0%) i samanburdi vid viomidunarker (C*, 52.0%)
og jafnframt leegri en medaltalsafkoma r 6llum eldiseiningum 4 timabilinu (42.148.8%).

Pessar nidurstodur gefa visbendingar um ad medhdndlun hrogna med beetibakteriubléndu
geti haft jakvaed ahrif a hlutfall gapara & kvidpokastigi p6 svo pad hafi ekki jakveed ahrif &

afkomu kvidpokalirfa.

Lirfur: Vid lok kvidpokastigs voru lirfur fluttar i startfédrunarker og var pa byrjad ad fodra
med lifandi fé6durdyrum (Artemia) sem medhondlud hofdu verid med batibakteriublondu.
Medhondlad var i badum gjofum 2*2 daga vid upphaf fodrunar (dag 0 og 1) og aftur eftir um
2 vikur i f60run (dag 18 og 19). Afkoman er reiknud ut pegar kerid hefur verid teemt, pa er
fjoldinn sem faest Ur kerinu reiknadur sem % af heildarfjolda sem for i kerid (skrad affoll +
pad sem kemur upp ur keri). Myndbreyting seida er einnig metin med tilliti til augnferslu og
einnig hlutfall hvitra seida (sem ekki hafa pr6ad med sér edlilegan lit & efri hlid). Voxtur lirfa
i frumfoorun er aetladur med pvi ad mela purrvigt 4 hopi lirfa (& bilinu ~150 lirfur/syni 50
dogum eftir klak til ~15 lirfur/syni eftir 50 daga i frumf6orun) fra einstaka keri vikulega yfir
timabilid.

Endurtekin medhdndlun med batibakterium a hrognastigi og aframhaldandi medhondlun i
frumfodrun endadi med hruni lirfa eftir um 60 daga i fodrun. Afkoma kvidpokalirfa i
vidmidunarsiloi var einnig mjog léleg og voru per lirfur ekki fluttar yfir i frumfodrun. Petta
bendir til pess ad gadi hrogna 4 pessu timabili hafi almennt verid 1éleg. I tilraun I fengust pvi
einungis upplysingar um afkomu og gadi lirfa i einu startkeri og var par um ad reda lirfur
sem medhondladar voru frd upphafi frumféorunar (CB*) svo og 1 vidmidunarkeri
(systkinaker ur sama siloi) par sem medhondlad var med hefdbundnum heetti (CC*). Lirfur i
pessum kerjum voru pvi upprunnar fra siloi med géda afkomu (44.1%) en toluvert hlutfall
gapara (14%) (C1 & mynd 5). I tilraun II fengust upplysingar um afkomu og gadi lirfa fra
startkeri sem innihélt lirfur sem medhdndladar voru fra upphafi frumfédrunar (CB**) og

systkinakeri pess sem meohondlad var med hefobundnum hetti (CC**). Einnig voru i
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tilrauninni startker par sem lirfur h6fou verid medhondladar vid lok hrognastigs og afram i
frumf6drun (BB**) svo og systkinaker pess sem innihélt lirfur sem medhondladar hofou
verid i lok hrognastigs en fengu hefdbundna medhondlun fra peim tima (BC**). Nidurstodur

um afkomu og gadi lirfa ma sja & mynd 6.

120
Tilraun | | | Tilraun |1
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80
Dafkoma
60
< @ seidahlutfall
=
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Oléleg augnfeersla
20 4
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-20
startker

Mynd 6. Afkoma og gaedi lirfa i lok frumfédrunar i tilraun I og Il. Synd er afkoma, seidahlutfall og hlutfall seida
sem ekki hafa myndbreyst fullkomlega m.t.t. litabreytinga og augnferslu. Til samanburdar er synd afkoma og
gaedi lirfa sem meohondadar voru fra upphafi frumfédrunar (CB*, CB**) svo og i systkinakerum par sem
medhdndlad var & hefdbundinn hatt i badum tilraunum (CC*, CC**). Einnig er synd afkoma og geedi lirfa sem
medhondladar voru vid lok hrognastigs og i frumfédrun (BB**) svo og i vidmidunarkeri (BC**). Ad auki er
synd medaltals afkoma og geedi (£S.D) lirfa i 6llum eildiseiningum & badum peim timabilum sem um radir

(medaltal | og medaltal I1).

[ tilraun I var afkoma lirfa i lok frumfodrunar marktaekt betri (p=0.05) i keri par sem lirfur
voru medhdndladar med betibakterium fra upphafi frumféorunar (67%) samanborid vid lirfur
i systkinakeri par sem medhondlad var med hefdobundnum hatti (47%). Afkoma
meohondladra lirfa var aftur & moti svipud og medaltals afkoma lirfa i 6llum hopnum
(67.6%+11.9). Hlutfall seida med 6fullnegjandi litabreytingu (hvit seidi) var aftur 4 moti

meiri { medhondludu keri (10%) en p6 minni samanborid vid allann hopinn (14.1+10.5).

[ endurtekinni tilraun (tilraun IT) var afkoma lirfa best i peim tveimur startkerjum par sem

medhondlad hafdi verid med betibakteriurm vio lok hrognastigs (BC** og BB**).
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Aframhaldandi medhéndlun i frumfodrun leiddi til 73% afkomu samanborid vid 80% afkomu
i viomidunarkerinu (systkinaker med sama upplagi lirfa) og var atkoma lirfa 1 pessu keri
marktaekt betri (p=0.05) en medaltals atkoma lirfa i 6llum kerjum & timabilinu (56.7+23.9).
Ofullnzgjandi litabreyting lirfa i medhondludu keri var i medallagi (6%) og minni
samanborid vid viomidunarker (14%). Augnfersla lirfa i pessum kerjum reyndist i medallagi
og hlutfall seida litillega minna i kerjum par sem medhondlad var samanborid vid medaltal
allra kerja en ekki reyndist um marktaekan mun ad reda.

Afkoma lirfa sem medhdndladar voru frd upphafi frumf6drunar (CB**) reyndist einnig vera
harri (42%) samanborid vid afkomu lirfa i systkinakeri (26%) en ekki reyndist vera
marktekur munur 4 pessum tveimur hépum auk pess sem afkoma i badum kerjum var
toluvert undir medatali timabilsins. Myndbreyting lirfa i tilraun II var svipud i 6llum
tilraunakerjum og almennt yfir medaltali fyrir allan hopinn.

Daudar lirfur voru taldar upp r hverju keri & hverjum degi allt frumfédrunartimabilid en ekki
reyndist vera marktaekur munur 4 fjélda peirra milli medhdndlana (nidurstodur ekki syndar). i
Ollum kerjum vard vart vid aukinn fj6lda daudra lirfa eftir 7-14 daga i f60run og i tilraun II
vard einnig vart vid aukin affoll 32-38 dogum eftir upphaf frumfoédrunar i keri par sem
medhondlad var fra upphafi frumfédrunar. Sama mynstur var i systkinakerinu og benda
nidurstoour til pess ad gaeoi lirfa hafi verid i slakara lagi i pessum kerjum.

Gerdur var samanburdur & purrvigtum lirfa ur einstokum kerjum og a4 mismunandi
timapunktum yfir startfoédrunartimabilid og pott toluverdur munur veeri & pyngd lirfa i
mismunandi tilraunakerjum, reyndist s& munur ekki vera marktekur par sem voxtur lirfa i

mismunandi kerjum & timabilinu var afar mismunandi (nidurstodur ekki syndar).

Ekki reyndust vera tengsl 4 milli atkomu og gada kvidpokalirfa annars vegar og lirfa i lok
frumfodrunar (R*<0.2). Ekki reyndust heldur vera tengsl 4 milli vaxtar lirfa i frumfodrun og

afkomu og gada peirra i lok timabilsins.

3.2. Rektanleg bakteriuflora

Fjoldi reektanlegra bakteria var akvardadur med sdningu & mismunandi n@ringaraeti. Syni

voru tekin af hrognum, yfirbordssotthreinsudum lirfum og eldisvokva peirra & mismunandi
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timapunktum. Einnig voru tekin reglulega syni af f6durdyrum sem gefin voru 4 timabilinu og

medhondlud hofou verid med batibakterium eda med hefdbundnum adferdum.

[ fortilraun var gerdur samanburdur 4 fjolda raektanlegra bakteria i hrognum annars vegar og
eldisvokva peirra hins vegar (nidurstodur ekki syndar). Fyrstu dagana eftir frjovgun hrogna
reyndist vera litill munur & fjolda bakteria & hrognum og i eldisvokva peirra. Fjoldi
reektanlegra bakteria 4 hrognum 6x verulega um viku eftir frjévgun poétt ekki yrdi vart vio
tilsvarandi aukningu 4 fj6lda bakteria i eldisvokva. bessar nidurstodur gefa visbendingar um
a0 bakterfur nai smam saman fotfestu og nai ad fjolga sér & yfirbordi hrogna eftir pvi sem
lidur & hrognatimabilid. Nidurstodur syna einnig ad fjoldi hugsanlegra Vibrio bakteria
(rektun & TCBS) var toluvert meiri i medhdndludu keri samanborid vid vidmidunarker
(nidurstodur ekki syndar). Skyringa & pessu er vaentanlega fyrst og fremst ad leita i pvi ad

batibakteriublandan inniheldur Vibrio bakteriur.

Tafla 2. Heildarfjoldi reektanlegra bakteria (A) og fjoldi hugsanlegra Vibrio bakteria (B) i frjévgudum
hrognum i tilraun 1. Syni voru tekin strax eftir frjévgun (0 def), viku eftir frjovgun (7 def) og fyrir klak
(14 def*). Syni voru einnig tekin eftir yfirbordssétthreinsun hrogna fyrir flutning i silé 14 dégum eftir
frjovgun (14 def**). Syndur er medaltalsfjoldi raektanlegra bakteria (cfu; colony forming units) +S.D. i
hverju grammi (blautvigt) 6medhdndladra hrogna (C) og hrogna sem medhéndlud voru endurtekid yfir
timabilid med bléndu beetibakteria (B*).

C B*
A (n=8) (n=7)

0 def 0.5%10* £ 10*  4.6*10° = 10°

7 def 1.9%¥10° +10° 1.8%10" + 10’

14 def*  1.7%10" + 10’ 2.8%10" 10’

14 def **  4.8*10* + 10" 4.1*10° +10°

C B*
B (n=8) (n=7)

0 def 1.9%10°+10°  0.2*10° + 10

7 def 0.9*10* 10" 0.9%*10°+ 10°

14 def*  2.2*%10° + 10° 0.6%10* +10*

14 def **  0.1%10* + 10° 1.6*10° +10°

* fyrir yfirbordssotthreinsun fyrir klak, med 400 ppm glutaraldehyde
** eftir yfirbordssotthreinsun fyrir klak, med 400 ppm glutaraldehyde

Fjoldi raektanlegra bakteria i hrognum eykst fra pvi ad vera 10° — 10" strax eftir frjévgun upp i
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10° — 107 i hverju grammi 7 dégum eftir frjovgun (Tafla 2). Marktaekt meiri fjéldi bakteria
reynist vera i medhdndludum hopi (p=0.05) 7 dogum eftir frjovgun en ekki reyndist vera
marktaekur munur 4 fjolda bakteria milli medhondlana 14 dégum eftir frjovgun. Greinilegt er
a0 hefobundin medhondlun hrogna med glutaraldehyde vid flutning i sil6 sler mikio &
bakteriufjolda en p6 marktaekt meira i viomidunarhépnum (3 log einingar) i samanburdi vid
medhondladan hop (1 log eining) (p=0.05). Pessar nidurstodur benda til pess ad rektanleg
bakteriuflora medhondladra hrogna hafi ndd fotfestu & yfirbordi hrognanna og sé ekki

audveldlega fjarlegd vid yfirbordssotthreinsun.

Meginuppistada i batibakteriublondunni eru bakteriur af att Vibrio og syna nidurstodur ad
fjoldi raektanlegra Vibrio bakteria var marktaekt meiri i medhondludum hopi samanborid vid
vidmidunarhdp (p=0.05). Fjoldi raktanlegra Vibrio bakteria jokst fra pvi ad vera ~10° i
hverju grammi af hrognum (blautvigt) vid frjovgun upp i 10* i kontr6lhopi og 10° i
medhondludum hopi 7 dogum eftir frjovgun. Fjoldi Vibrio i hverju grammi hrogna minnkadi
um 1-2 log einingar vid hefdbundna glutaraldehyde medhondlun og var fjoldi peirra eftir

medhondlunina ennpa marktakt heerri i batibakteriumedhondludum hopi (p=0.05).

Tafla 3. Fjoldi reektanlegra bakteria (cfu; colony forming units) og fjéldi hugsanlegra Vibrio bakteria i
kvidpokalirfum vié upphaf frumfédrunar (~50 dégum eftir klak) i tilraun | og tilraun Il. Taflan synir
medaltdl og stadalfravik (S.D.) fra tveimur synatokum sem framkveemdar voru samhlida Gr hverri
eldiseiningu. 1 tilraun I er syndur fjéldi bakteria i 6medhéndludum lirfum (C*) og lirfum sem upprunnar
voru fra hrognum sem medhdndlud voru endurtekid med batibakterium & hrognastigi  svo og lirfum sem
medhondladar voru vid lok hrognatimabilsins (B*). Einnig er syndur fjoldi bakteria i émedhdndludum
lirfum sem notadar voru i tilrauninni (C). Fra tilraun Il er syndur fjoldi bakteria i 6medhondludum
lirfum (C**) og lirfum fra hrognum sem medhdndlud voru med batibakterium vid lok hrognatimabilsins
(B*).

Tilr 1

C* B* C
(n=1) (n=1) (n=1)
CFU lirfa’  0.9%10°£10" 1.1*10°+10° 0.6*10"+10"
Vibrio lirfa”  0.1*10*+10° 0.1*10%£10" 0.6*10°+10°

N C** B**
Tilr 11
(n=1) (n=1)
CFU lirfa’  0.1*10°+10' 0.2%10°+10?
Vibrio lirfa™ <1 0.2*%10°+10"

Endurtekin medhondlun 4 hrognastigi virtist ekki leida til aukins fjolda bakteria i
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kvidpokalirfum 50 dogum eftir sidustu medhondlun (Tafla 3. Tilr. I) en aftur & moti var
toluvert meira af hugsanlegum Vibrio bakterium i lirfum sem medhdndladar voru vid lok

hrognatimabils i tilraun II samanborid vid vidmidunarhdp (Tafla 3. Tilr. II)

Fjoldi rektanlegra bakteria i fodurdyrum sem gefin voru 4 timabilinu reyndist vera afar
breytilegur en medhdndlun fodurdyra med baetibakteriublondunni i 30 min fyrir gjof reyndist
ekki leida til aukins fjolda rektanlegra bakteria. Fjoldi bakteria i lirfum i frumfodrun jokst fra
10% — 10° upp i 10" — 10° cfu/lirfu eftir adeins eina viku i frumfodrun og hélst sidan svipadur
ut timabilid (nidurstodur ekki syndar). Fjoldi hugsanlegra Vibrio bakteria var ad 6llu jofnu
um 1 log einingu legri en heildarfjoldi bakteria (nidurstodur ekki syndar). Medhondlun med
batibakterium leiddi til litilshattar aukningar & heildarfjolda raekanlegra bakteria og Vibrio

bakteria i lirfum 1 frumf6drun (< 1 log eining).

Jakvett samband reyndist vera 4 milli atkomu hrogna og heildarfjolda bakteria & hrognum
fyrir yfirbordssétthreinsum hja medhéndludum hrognum (R*=0.80). Einnig reyndist jakvaett
samband 4 milli fjélda rektanlegra bakteria i kvidpokalirfum og badi afkomu (R*=0.72 hja
heildarfjélda bakteria og 0.71 hja Vibrio) og gaparaprosentu (R’=0.73 hja heildarfjolda
bakteria og 0.68 hja Vibrio) lirfa vid lok kvidpokastigs. Jakveett samband var einnig 4 milli
afkomu kvidpokalirfa og fjolda raektanlegra bakteria (cfu og Vibrio) i lirfum vid lok
kvidpokastigs (R*=0.92) en neikvett samband 4 milli fjélda raektanlegra Vibrio bakteria og
seidahlutfalls vid lok frumfodrunar (R*=0.68).

Reektanleg bakteriuflora i tilraun I var flokkud frekar m.t.t. lifefnafraedilegra eiginleika.
Valdir voru 12 stofnar r hverju syni og peir flokkadir til @tta, ®ttkvisla og/eda tegunda m.t.t.
vaxtar og svorunar i ymsum profum. I heildina reyndust 328 stofnar syna svorun i 6llum
profum og voru peir flokkadir i 46 hopa samkvemt nidurstodum profanna. Samtals 10
pessara hopa innihéldu fleiri en 10 einangrada stofna og geta pvi hugsanlega talist rikjandi
hopar i eldinu. Nidurstodur pessara greininga syna ennfremur ad bakteriustofnar fra synum
sem tekin voru & mismunandi timapunktum i eldisferlinum syna mismunandi svorun i peim

proéfum sem notud voru en ekki reyndist munur 4 milli medhondlana.
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3.3. Heildarfléra bakteria

Notud var PCR-DGGE aoferd til ad rannsaka mynstur heildarfloru bakteria i synum sem
safnad var af hrognum, kvidpokalirfum og lirfum i frumf6drun. Einnig var safnad synum af
fo0urdyrum med reglulegu millibili yfir hvort timabil fyrir sig. Vid PCR-DGGE greininguna
voru valdir visar sem magna upp V4 svadi & 16S rDNA geni bakteria (bp 533-787) og er
afurdin sidan adskilin med rafdratti 4 geli med afmyndandi styrkhallanda. A hverju geli er
hafdur stadall til pess ad audvelda samanburd 4 milli keyrslna og inniheldur hann hreinraktir
bakteriutegunda m.a. bakteriutegundir sem notadar voru i batibakteriublonduna. Ad loknum
rafdreettir eru dhugaverd bond skorin Ur gelinu og afurdir radgreindar til tegundagreiningar
bakterianna.

PCR-DGGE munstur bakteriuflérunnar i synum fra frjdévgudum hrognum leiddi i 1j6s téluvert

fjolbreytta floru bakteria sem sja ma sem fjolda banda i gelinu (Mynd 7).

A

)

- bd e
3
]

'l
.

A 2
B
Ce
D
St B s
I B 14 def C 14 def B 14 def C 14 def x
fyrir Glut.ald fyrir Glut.al eftur Glut.ald eftir Glut.ald

Mynd 7. DGGE munstur bakteriufloru i synum af frjbvgudum hrognum sem safnad var Gr einstokum
hrognakerjum, badi fyrir og eftir yfirbordssotthreinsun hrogna vid flutning yfir i silé6 14 dégum eftir frjovgun
(14 def). Synt er mynstur bakteriufloru medhdéndladra hrogna (B) samanborid vid 6medhdndlud hrogn (C) i
nokkrum kerjum. I gelinu er einnig keyrdur stadall (St) sem inniheldur hreinreektir bakteriutegunda (A-D) og
notadur er til ad bera saman keyrslur. Télusettar merkingar tadkna pau bénd sem skorin voru Gt og send til
radgreiningar.
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Endurtekin medhondlun & hrognatimanum leiddi til toluverdra breytinga a4 bakteriufloru
hrogna samanborid vid mynstur bakteria i é6medhondludum hrognum. Haegt er ad greina
bakteriustofna sem notadir voru i batibakteriublondunni (A og B) 1 7 af 8§ medhondludum
hrognasynum og virdast baetibakteriurnar pvi hafa nad fotfestu & hrognum. Betibakteriurnar
virdast ekki vera hluti af bakteriufloru hrogna sem fengid hofou hefdbundna medhondlun
(Mynd 7).

Y firbordssotthreinsun med glutaraldehyde vid lok hrognatimabilisins virdist leida til
breytinga 4 samsetningu bakteriufléorunnar par sem sum bond eru ekki lengur greinanleg i
DGGE gelinu eftir medhondlun (s.s. #8 4 mynd 7). Stofn A 1 batibakteriublondu (eda naskyld
tegund) virdist pola glutaraldehyde medhondlun en stofn B (#7) virdist hverfa vid
medhondlun hrogna med glutaraldehyde.

Syni af kvidpokalirfum voru tekin vid flutning lirfa yfir i frumfédrun ~50 dogum eftir klak.

PCR-DGGE munstur yfirbordssotthreinsadra lirfa ar tilraun I og II er synt 4 mynd 8.

Ll |

Mynd 8. DGGE munstur bakteriufldru i synum af ~120 yfirbordssotthreinsudum kvidpokalirfum vid flutning i
frumfodrun ~50 dogum eftir klak. Synt er DGGE munstur fra lirfum sem upprunnar voru fra émedhdéndludum
hrognum (C* og C) svo og hrognum sem medhdndlud voru med batibakteriublondu endurtekio & hrognastigi
(B* { tilraun 1) eda einungis vid flutning yfir i sil6 (B i tilraun 11). T gelinu er einnig keyrdur stadall (St) sem
inniheldur hreinreektir bakteriutegunda (A-D) og sem notadur var til ad bera saman keyrslur. Télusettar
merkingar takna pau bénd sem skorin voru Ut og send til radgreiningar.

25



PCR-DGGE munstur kvidpokalirfa vid upphaf fodrunar reyndist vera mjog frabrugdio
bakteriufloru hrogna (Myndir 7 og 8). Bakteriur sem notadar voru i batibakteriublondu, eda
mjog skyldar tegundir, greindust i synum fra kvidpokalirfum i medhondludum kerjum en
reyndust einnig vera hluti rikjandi floru i viomidunarkerjum. Samkvaemt nidurstédum PCR-
DGGE greiningar virdist sem medhdndlun med betibakteriublondu hafi haft ahrif a

samsetningu bakteriufloru kvidpokalirfa.
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Mynd 9. DGGE munstur bakteriufléru i synum af ~100 yfirbordssétthreinsudum lirfum fra tilraunakerjum eftir
7-8 daga i frumfédrun Ur tilraun | og tilraun Il (A). Synt er DGGE munstur 6medhoéndladra lirfa (CC), lirfa sem
medhdndladar voru fyrir klak (BC), i frumfédrun (CB) og badi fyrir klak og i frumfédrun (BB). Hastett letur
gefur til kynna lirfur af sama silé-uppruna. Einnig er synt DGGE munstur fédurdyra lirfa (Artemia) sem gefin
voru i startker og sem fengid h6fdu hefdbundna medhéndlun (Art®) eda voru medhéndlud med betibakterium
(Art?) (B og C). A 6llum gelum voru keyrdir stadlar (St) sem innihéldu hreinraktir bakteriutegunda (A-D) og
sem notadir voru til ad bera saman keyrslur. Télusettar merkingar takna pau bénd sem skorin voru Ut og send
til radgreiningar.

Samanburdur 4 systkinakerjum (lirfur af sama silé-uppruna) leiddi i 1j6s ad medhondlun
frjovgadra hrogna fyrir klak hafoi ekki ahrif & samsetningu bakteriufloru lirfa eftir eina viku i
fodrun (BB® og BC®, mynd 9). Batibakteriur, eda mjog skyldar tegundir, greindust i badi
meodhondludum og 6medhondludum lirfum frd 6llum kerjum. PO eru visbendingar um ad

batibakteriumedhondlun fra upphafi fodrunar (CB) og badi fyrir klak og 1 fodrun (BB), geati
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hafa valdid breytingum & samsetningu bakteriuflorunnar pegar gerdur er samanburdur a

systkinakerjum (CC og BC).

St

€0 @ (B ©cC| € EC %R cC
Heildar Reektanleg

Mynd 10. DGGE munstur af samsetningu heildarfloru og raektanlegrar fléru bakteria i synum af ~75
yfirbordssétthreinsudum lirfum fra einstaka kerjum eftir 20-23 daga i frumf6drun. Synt er DGGE munstur fra
6meohondludum lirfum (CC) og lirfum medhdndludum med batibakterium i frumfédrun (CB). Hastett letur
gefur til kynna fra hvada tilraun syni eru tekin (tilraun | =A og tilraun 1= B). A gelinu er einnig keyrdur stadall
(St) sem inniheldur hreinraektir bakteriutegunda (A-D) og notadur var til ad bera saman keyrslur. Tolusettar
merkingar tadkna pau bénd sem skorin voru Ut og send til radgreiningar.

Fjolbreytt flora bakteria greindist i synum af lirfum eftir 21-23 daga i frumf6drun (mynd 10).
begar heildarflora bakteria i pessum synum var skodud virtist adeins hluti hépanna vera
reektanlegur auk pess sem peir hopar sem voru mest rikjandi i rektanlega hlutanum reyndust
ekki alltaf greinanlegur hluti heildarfloru bakteria (mynd 10). betta bendir til pess ad
rektanlegur hluti flérunnar sé adeins litill hluti heildarfléru bakteria og ad rikjandi tegundir
reektist ekki endilega upp 4 neringaraetum i rannsoknastofunni. Batibakteriurnar, eda mjog
skyldar tegundir, virtust vera hluti af badi rektanlegri- og heildarfloru lirfa i 6llum kerjum.
Meohondlun med batibakteriublondu virtist hinsvegar geta haft ahrif 4 samsetningu

rektanlegrar bakteriufloru en ekki heildarfloru bakteria i lirfum (mynd 10).
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Bakteriuflora fodurdyra var rannsdkud med vikulegum synatokum yfir baedi tilraunatimabilin
fyrir sig. Svo virtist sem medhondlun lifandi fodurdyra med hdum styrk betibakteria (10’
bakteria i L) i gegnum audgunarblondu, hefdi ekki ahrif 4 fjolda rektanlegra bakteria
(nidurstodur ekki birtar) en hins vegar virtust gedi fodurdyranna vera mjog mismunandi
m.t.t. fjolda og samsetningar raektanlegrar floru og samsetningar heildarfloru (mynd 10).
Batibakteriur, eda mjog skyldar tegundir, virtust vera til stadar i fodurdyrum sem
medhondlud voru med beatibakterium en einnig i fodurdyrum sem ekki hlutu medhdndlun
med betibakterium. Aftur 4 moti virtist sem batibakteriumedhdndlun geeti haft ahrif a

samsetningu bakteriufloru f60urdyranna (mynd 10).

Bond sem greind voru i flestum synum og geta pvi talist hluti rikjandi bakteriufloru i eldinu
voru skorin ur geljum og tegundagreind. Einnig voru skorin ur geljunum bond sem ekki voru
eins i synum af hrognum og lirfum sem fengid hofou 6lika medhondlun. PCR afurd var send
til radgreiningar til samstarfsadila (Matis-Prokaria) og r6d sidan borin saman vid gagnabanka
a netinu. Med pessari adferd er einungis verid ad skoda mun 4 milli bakteriutegunda sem
byggir a4 254bp hluta 16S rDNA gensins og er pad i flestum tilfellum of 1itid til ad haegt sé¢ ad
bera kennsl a bakteriutegundir. Af pessum sokum eru afurdir oftast adeins greindar til

attkvisla eda fjolskyldna (sja nidurstodur i toflu 2).
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Tafla 4: Nidurstodur
tegundagreiningar PCR
afurda bakteria i
béndum sem skorin
voru ur DGGE geljum.

Band no. |Attkvisl - A&tt ? Deild % einsleitni | GenBank nr.
2 Pseudoalteromonas Gammaproteobacteria 100 EU935099
3 Pseudoalteromonas Gammaproteobacteria 100 EU935099
4 Tenacibaculum ovolyticum  |Flavobacteria 100 AY771741
Lacinutrix sp. Flavobacteria 100 EU581705
5 Psychroserpens Flavobacteria 100 DQ167236
6
7 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 99 AM941184
8 Marinomonas sp. Gammaproteobacteria 100 DQ681162
9 Pseudoalteromonas sp. Gammaproteobacteria 100 DQ985065
Lacinutrix sp. Flavobacteria 100 EU581705
10 Psychroserpens Flavobacteria 100 DQ167236
Lacinutrix sp. Flavobacteria 100 EU581705
11 Psychroserpens Flavobacteria 100 DQ167236
12 Firmicutes bacterium clone  |Firmicutes 98 EF188711
13 Pseudoalteromonas Gammaproteobacteria 100 EU935099
14 Stenotrophomonas sp. Gammaproteobacteria 100 EU054384
15 Pseudoalteromonas Gammaproteobacteria 100 EU935099
16 Shewanella sp. Gammaproteobacteria 99 EU931529
17 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 99 AM941184
18 Pseudoalteromonas Gammaproteobacteria 100 EU935099
19 Pseudoalteromonas Gammaproteobacteria 100 EU935099
20 Oceanospirillaceae bacterium |Gammaproteobacteria 95 FM162973
21 Pseudomonas sp. Gammaproteobacteria 99 EU770268
22 Bacilli bacterium clone Firmicutes 99 EF703477
23 Stenotrophomonas sp. Gammaproteobacteria 100 EU054384
24 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 100 EU655423
25 Pseudoalteromonas Gammaproteobacteria 100 EU935099
26 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 100 EU655423
27 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 100 EU655423
28 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 100 EU655423
29 Shewanella sp. Gammaproteobacteria 97 EU617351
30 Pseudoalteromonas Gammaproteobacteria 100 EU935099
31 Shewanella sp. Gammaproteobacteria 97 EU617351
32 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 100 EU655423
33 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 100 EU655423
34 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 99 AM941184
35 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 100 EU655423
36 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 100 EU655423
37 Lactobacillus plantarum Lactobacillales 91 EF439681
38 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 100 EU655423
39 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 100 EU655423
40 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 100 EU655423
41 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 100 EU655423
42 Onothaef
43 Acinetobacter sp. Gammaproteobacteria 99 EU794195
44 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 89 AB257332
Uncultured Sphingobacteriales|Sphingobacteria 98 EU361312
Tenacibaculum sp. Flavobacteria 98 AB274770
45 Flexibacter aurantiacus subsp [Flavobacteria 98 AB078044
46 Marinomonas sp. Gammaproteobacteria 100 EU052766
47 Uncultured bacterium clone
48 Stenotrophomonas sp. Gammaproteobacteria 100 EU054384
49 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 100 EU655423
50 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 99 AM941184
51 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 99 AM941184
52 Pseudoalteromonas Gammaproteobacteria 100 EU935099
53 Pseudoalteromonas Gammaproteobacteria 100 EU935099
54 Pseudoalteromonas Gammaproteobacteria 100 EU935099
55 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 100 EU655423
56 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 100 EU655423
57 Pseudoalteromonas Gammaproteobacteria 100 EU935099
58 Acinetobacter sp. Gammaproteobacteria 99 EU073105
59 Pseudoalteromonas Gammaproteobacteria 100 EU935099
60
61 Pseudomonas sp. Gammaproteobacteria 100 EU935094
62 Corynebacterium sp. Actinobacteridae 99 EU071498
63 Corynebacterium sp. Actinobacteridae 99 EU071498
64 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 99 AM941184
65 Vibrio sp. Gammaproteobacteria 99 AM941184
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Nidurstodur radgreiningar & PCR afurdum sem skorin voru ur DGGE geljum leiddi i [jos ad
samsetning bakteriutegunda 1 kvidpokalirfum var afar frabrugdin samsetningu
bakteriutegunda i lirfum sem byrjadar voru ad taka til sin fadu. Benda nidurstddur til pess ad
Vibrio sp. sé rikjandi i lirfum i frumf6drun en Pseudoalteromonas sp. meira rikjandi i
kvidpokalirfum. Pseudoalteromonas, Marinomonas og Flavobacteria sp. tegundir voru

hinsvegar rikjandi i bakteriufléoru hrogna (Tafla 4).

4. UMRZEDA OG ALYKTANIR

ber tilraunir sem hér er fjallad um eru hluti af steerra verkefni sem midar ad pvi ad einangra
hugsanlegar batibakteriur ur meltingarvegi heilbrigdra ludulirfa, framleida per og frostpurrka
til geymslu og notkunar 4 fyrstu stigum ladueldis i pvi markmidi ad auka afkomu og gadi
ludulirfa.

Batibakteriur sem fyrir valinu urdu voru rikjandi i lirfum ar eldiseiningum sem gengid h6fdu
vel 1 framleidslu hjd Fiskey hf. auk pess sem par syndu vaxtarhamlandi ahrif & pekkta
sykingarvalda i fiski og einnig bakteriur sem reyndust rikjandi i lirfum 0r eldiseiningum sem
ekki syndu jafn gott gengi i st6dinni 4 sama tima. Vaxtartilraunir 4 betibakteriustofnum i
rannsOknarstofunni leiddu auk pess i 1jos ad voxtur stofnanna var bestur pegar allar prjar
tegundirnar voru reektadar saman.

Tegundagreining 4 stofnunum sem notadar voru i batibakteriublondu par sem 16S rDNA
genid var radgreint leiddi i 1jos samsvorun vid Pseudoalteromonas og tveer tegundir Vibrio
bakteria. Petta eru tegundir sem einangradar hafa verid ar fiskum og umhverfi peirra og hafa
auk pess verid notadir sem betibakteriur i fiskeldi (Gatesoupe 1999; Makridis et al., 2000a;
Paniagua et al., 2001; Wong et al., 2004). Styrkur medhondlunar er mjég mikilvaegur pattur
pegar medhondlad er med beetibakterium (Hai et al.,, 2007). Af peim sdkum voru
vaxtarhamlandi ahrif stofnanna rannsokud & rannsoknastofunni i ymsum styrkleikum og med
mismunandi adferoum auk pess sem eiginleikar stofnanna eftir frostpurrkun og geymslu voru

rannsakadir. Frostpurrkun reyndist ekki hafa ahrif & vaxtarhamlandi eiginleika bakterianna.

Framkvaemdar voru prjar adskildar tilraunir i seidaeldisstod Fiskeyjar hf. par sem hrogn og
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lirfur voru medhondlud med batibakteriublondu & mismunandi timapunkum i eldisferlinu.
Betibakterium var batt ut i eldisumhverfi hrogna auk pess sem lirfur voru fodradar 4 lifandi
fodurdyrum sem medhondlud hofou verid med batibakterium. Ahrif medhondlunar voru
metin med tilliti til afkomu og gada hrogna, kvidpokalirfa og lirfa i lok frumfédrunar auk

pess sem ahrif & fjolda reektanlegra bakteria og samsetning heildarfloru bakteria voru metin.

PCR-DGGE adferdin par sem 16S rDNA gen bakteria er skodad, hefur mikid verid notud vid
rannsoknir & samsetningu bakteriusamfélaga i umhverfissynum m.a. synum ur sjavarfiska
(Griffiths et al., 2001; Jensen et al., 2004; Brunvold et al., 2007). Adferdin hefur ymsa
annmarka m.a. pann ad einungis er mégulegt ad skoda litinn hluta af geninu, og radst sa hluti
af vali 4 visum sem notadir eru til mognunar erfdaefnisins hverju sinni en af peim sékum
getur reynst erfitt ad greina & milli mjog skyldra bakteriutegunda. Nidurstodur radgreiningar
benda hins vegar til pess ad med adferdinni sem hér var notud, p.e. val & visum vid mognun
og adstedum vi0 adskilnad i rafdraetti, pa reynist mogulegt ad skilja & milli mismunandi
tegunda Vibrio og Pseudoalteromonas sp. p6 svo einhverjar tegundir gaetu lent 4 sama stad i
gelinu. Benda nidurstodur pessara tilrauna pvi til pess ad adferdin s€¢ mjog hentug til ad gefa
g00a yfirsyn yfir fjolbreytileika bakteriufloru & fyrstu stigum ltidueldis og peim breytingum

sem verda vid mismunandi medhondlun.

Nidurstodur fortilraunar bentu til pess ad batibakteriurnar naedu fotfestu & hrognum auk pess
sem hrognin poldu vel endurtekna medhondlun med haum styrk betibakteria (10’
bakteriur/L). Aftur & méti myndudust téluverdar utfellingar 4 hlidum kersins og pvi var
akvedid ad nota einnig minni styrk vid medhéndlun (107 bakteriur/L og 10° bakteriur/L’ i

tilraun I og reyndist su medhondlun ekki hafa ahrif 4 afkomu frjovgadra hrogna.

Ekki var medhondlad med batibakterium & kvidpokastigi par sem sildin innihalda mjog
mikid magn eldisvokva (10 pts L) og pvi hefoi purft ad framleida mikid magn bakteria fyrir
hverja medhondlun. Til pess ad reyna ad halda batibakteriunum i umhverfi lirfanna eftir
sotthreinsun hrogna, voru hrognin medhondlud med haum styrk betibakteria i litlu rammali
eldisvokva (1L) fyrir flutning yfir i siloéin. Vid synatdku vid lok kvidpokastigs, um 50 dogum

eftir sidustu medhondlun, reyndust beetibakteriur, eda mjog skyldar tegundir, vera til stadar i
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meohondludum lirfum en einnig i lirfum sem medhondladar hofou verid med hefdbundnum
adferoum (PCR-DGGE nidurstodur). bessar nidurstodur benda til pess ad
batibakteriutegundirnar gaetu verid upprunnar fra umhverfi lirfa 4 kvidpokastigi en eins og
Olafsen (2001) bendir 4, pa er bakteriuflora sem naer fotfestu i meltingarvegi sjavarlirfa talin
geta verid til komin vid pad ad lirfurnar byrja ad drekka vokva 16ngu a0ur en peer byrja ad
taka til sin fodur. Eftir ad lirfur byrja ad taka til sin utanadkomandi fédur virdist hins vegar
sem samsetning bakteriuflorunnar endurspegli ad storum hluta bakteriufloru fédurdyranna
(Verner-Jeffreys et al., 2003; Jensen et al., 2004; Korsnes et al., 2006). Af pessum sokum var
byrjad ad medhondla lirfur strax vid upphaf foorunar og sidan aftur eftir taeplega 3 vikur i
foorun en 4 peim timapunkti verdur oft vart vio ad lirfur minnki at og hatti jatnvel alveg ad
taka til sin fodur sem getur leitt til 100% dauda lirfa i einstaka kerjum (Smaradottir, Fiskey
hf. munnleg heimild).

Rannsoknir syna ad vidvera batibakteria i meltingarvegi manna og dyra raedst m.a. af pvi
hvada adferdum er beitt vid gjof batibakteria (Klingberg og Budde, 2006).  pessari rannsokn
voru fodurdyr notud til pess ad bera batibakteriurnar i lirfur en fyrri rannsoknir hafa leitt i
1j6s ad mikill fjoldi reektanlegra bakteria getur haft slem ahrif 4 gaedi fodurdyranna m.t.t.
hreyfanleika, litar og vaxtar (Bjornsdottir et al., 2008. Aquaculture In Press). Nokkrar
adferdir voru proéfadar til pess ad koma betibakterium i fodurdyrin en nidurstédur leiddu i
1j6s ad besta adferdin til pess var ad bata bakteriunum i hdum styrk ut i fodurdyraraktir 30
min fyrir gjof. Pessi medhondlun hafoi ekki ahrif 4 fjolda raektanlegra bakteria i fodurdyrum
samanborid vid hefdbundna medhondlun en per nidurstodur eru ekki i samremi vid
nidurstodur Korsness et al., (2006) sem fékk toluverda aukningu a fjolda reektnalegra bakteria
vid betibakteriumedhondlun fodurdyra. Nidurstodur pessa verkefnis benda aftur 4 moti til
pess ad medhondlun med betibakterium geti haft ahrif 4 samsetningu bakteriuflorunnar par
sem nidurstodur DGGE rannsokna leiddi i 1j6s svipadan fjolda PCR afurda i medhoéndludum
og Omedhondludum fodurdyrum en mun 4 stadsetningu afurda i1 gelinu. Allar prjar
batibakteriutegundirnar sem notadar voru i betibakteriublonduna, eda mjog skyldar tegundir,
greindust 1 baedi medhondludum og dmedhdndludum fodurdyrum sem bendir til pess ad paer

gaetu verid upprunnar fra fodurdyrum lirfa.
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Toluverd aukning vard 4 fjolda raektanlegra bakteria i meltingarvegi lirfa fyrstu vikurnar eftir
ad frumfoorun hofst sem styOur pad sem adrar rannsoknir hafa bent 4, ad bakteriur fra
fodurdyrum nai fotfestu i meltingarvegi lirfa (Huys et al., 2001; Verner-Jeffreys et al., 2003).
Ekki reyndist marktekur munur 4 fj6lda rektanlegra bakteria i meltingarvegi lirfa sem
medhondladar voru med betibakterium i samanburdi vid O6medhondladar lirfur. Pessar
nidurstddur benda til pess ad batibakteriurnar hafi ekki nad fotfestu i meltingarvegi lirfanna
og pvi purfi e.t.v. a0 medhondla oftar til pess ad na tilsettum arangri eins og adur hefur verid
bent 4 (Planas et al., 2006). Samsetning bakteriufloru i synum af yfirbordssétthreinsudum
lirfum 1 frumf6drun reyndist endurspegla samsetningu bakteriufléru fodurdyranna eins og
nidurstodur fyrri rannsokna hafa synt (Verner-Jeffreys et al., 2003b; Jensen et al., 2004;
Korsnes et al., 2006). Aftur 4 moti reyndist baetibakteriumedhondlun lirfa i frumféorun ekki
hafa &hrif 4 samsetningu bakteriuflérunnar pegar til lengri tima var litid og stydur pad fyrri
rannsoknir sem gafu visbendingar um ad erfitt gaeti verid fyrir baetibakteriur ad na fotfestu i
meltingarvegi ludulirfa pegar bakteriuflora foourdyra veri pegar blin ad na par fotfestu

(Makridis et al., 2000Db).

Nidurstodur pessarar rannsokna benda til pess ad medhondlun med betibakterium geti haft
ahrif & samsetningu bakteriufloru féodurdyranna og medhondladra lirfa. Nidurstoour DGGE
greiningar & bakteriufloru fodurdyra syndu afurdir i synum af 6medhdndludum fédurdyrum
sem ekki fundust i medhondludum synum. S6mu soégu er ad segja um lirfur par sem afurdir
komu fram i medhondludum lirfum sem ekki fundust i 6medhondludum lirfum. Pessar
nidurstodur gaetu bent til vaxtarhamlandi/6rvandi 4hrifa batibakteria 4 adra floru i
meltingarvegi lirfa og stydur pad fyrri rannsoknir (Gatesoupe 1991; Vadstein et al., 2004).
Viku eftir Dbetibakteriumeohondlun lirfa greindust allar prjar tegundirnar 1r
baetibakteriublondunni (eda mjog skyldar tegundir) i lirfusynum og benda nidurstddur til pess
a0 bakteriurnar hafi nad fotfestu eftir medhondlun & fyrstu ddgum frumfodrunar. Petta er ekki
i samremi vid nidurstodur Makridis et al. (2006) sem bentu 4 ad tveer medhondlanir 4 10

daga timabili veeri ekki naegilegt til ad breyta bakteriufloru ladulirfa.

Mikill munur reyndist vera & atkomu og gaedum lirfa i tilraunakerjum vid lok frumfoédrunar

og er pad vel pekkt hja Fiskey hf. ad afkoma og gadi eru afar breytileg 4 hverju timabili fyrir
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sig (Smaradottir, munnleg heimild). Ekki fannst neitt samband 4 milli fjolda rektanlegra
bakteria og afkomu eda geda lirfa i lok frumfodrunar. Bakteriuflora foourdyra var mjog
breytileg i synum sem tekin voru vikulega yfir hvort timabil fyrir sig og reyndist samsetning
bakteriufloru lirfa ad hluta til endurspegla pennan breytileika sem vart vard i foédurdyrunum.
Meohondlun med batibakteriunum virtist po hafa dhrif & samsetningu bakteriuflorunnar og
hamla vexti sumra tegunda en Orva voxt annarra. Endurtekin medhondlun 4 hrognastigi og a
fyrstu stigum fodrunar jok ekki afkomu lirfa en getur aftur & moti hafa haft jakved ahrif 4
litabreytingu lirfa i myndbreytingu. Litilshattar aukning vard & afkomu lirfa med medhdndlun

fra byrjun fodrunar i samanburdi vid systkinaker sem innihélt lirfur af sama uppruna.

Pyngdaraukning lirfa i frumf6drun reyndist vera mjog mismunandi en svo virtist sem lirfur af
sama uppruna (systkinaker) hefdu svipada vaxtarkirfu. Medhondlun med betibakterium
virtist ekki hafa ahrif a4 voxt lirfa. Fjoldi daudra lirfa &4 timabilinu reyndist vera svipadur vid
mismunandi medhdndlun med batibakterium. Um 1-5% lirfa drapst daglega i annarri viku i
fo0run i Ollum kerjum og er pad edlilegt munstur i seidaframleidslu hja Fiskey hf.
(Smaradottir, Fiskey hf. munnleg heimild). Mikil aff6ll sjast jafnframt samfara peim
liffreedilegu breytingum sem tengjast myndbreytingu lirfa og eftir 30-40 daga i fodrun urdu
mikil affoll & lirfum sem medhondladar hofdu verid med betibakterium i frumfodrun i tilraun
II. Slikt hid sama gerdist i systkinakerinu sem innihélt 6medhondladar lirfur af sama uppruna
og reyndist afkoma lirfa i pessum kerjum svipud i lok timabilsins. Pessar nidurstédur eru i
takt vid fyrri rannsoknir en pekkt er ad myndbreyting getur valdid miklu alagi og haft mikil
ahrif & 6namissvorun jafnframt pvi ad auka affoll (Ishibashi et al., 2007; Manchado et al.,
2008).

Medhondlun med hdum styrk betibakteria & hrognastigi hafdi ekki ahrif & atkomu frjovgadra
hrogna sem bendir til pess ad beatibakteriutegundirnar hafi ekki mikil &hrif 4 hrognastigi
eldisins. Aftur 4 moti greindist aukinn fj6ldi reektanlegra bakteria, sérstaklega Vibrio bakteria,
i medhondludum hrognum. DGGE greining benti jafnframt til pess ad bakteriutegundirnar i
blondunni nedu fotfestu & hrognunum en virtust ekki vera til stadar & kontrolhrognum. betta
geeti haft dhrif 4 gaedi og lifsmoguleika hrognanna en fyrri rannsoknir benda til pess ad

bakteriuflora hrogna sé mikilvag m.t.t. verndar gegn tekifaerissyklum (Vadstein et al., 2004).
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Frjévgun hrogna reyndist ekki hafa ahrif & atkomu i lok hrognastigs en leiddar eru likur ad
pvi ad léleg frjovgun leidi til aukins lifreens dlags og par med hattu & auknum bakteriuvexti
(Makridis et al., 2006; Nakase og Eguchi 2007). Mikill breytileiki er i fjolda raektanlegra
bakteria en ekki fundust tengsl &4 milli bakteriufjélda og frjovgunar hrogna. DGGE greining
benti ennfremur til pess ad ekki veri afgerandi munur & samsetningu bakteriufloru hrogna
sem fengid hofou somu medhondlun og geeti pad skyrt mun & atkomu hrogna. Nidurstodur

benda pvi til pess ad bakteriuflora hrogna hafi ekki afgerandi dhrif & gaedi hrognanna.

Nidustodur rannsokna & kvidpokalirfum eru sjaldnast samberilegar par sem uppruni
kvidpokalirfa er aldrei s& sami i tveimur siloum. Af pessum sokum er i rannsékninni einnig
gerdur samanburdur vid medaltalsgengi 1 6llum eldiseiningum & hvoru timabili fyrir sig.
Nidurstodur benda til pess ad medhondlun med batibakterium & hrognastigi leiodi til legri
tidni gapara samanborid vio baedi vidmidunarsilé og medaltal gapara i 61lum tilraunaeingum a
timabilinu. Afkoma kvidpokalirfa i vidkomandi siloi var ennfremur betri en i vidmidunarsiloi.
Mikill breytileiki var & fjolda raektanlegra bakteria i kvidpokalirfum vid upphaf frumfoédrunar
i badum tilraunum og hafdi medhondlun hrogna med batibakterium vid flutning yfir 1 silo
ekki ahrif & fjolda bakteria i lirfum sem tekin voru syni af ~50 dégum seinna. Engin tengsl
fundust 4 milli fjolda reektanlegra bakteria og afkomu eda gaparaprosentu kvidpokalirfa eins
og fyrri tilraunir hafa leitt i 1jos (Bjornsdottir et al., dbirtar nidurstodur). Moguleg skyring a
pessu gati verid st ad batibakteriumedhondlunin hafi leitt til breytinga & samsetningu
bakteriuflorunnar sem ekki kemur fram i fj6lda reektanlegra bakteria. Einnig ber ad merkja ad
i pessari rannsokna reyndist fjoldi raektanlegra bakteria i kvidpokalirfum fremur litill
samanborid vid fyrri rannsoknir og hugsalegt er ad sambandid & milli fjolda bakteria og

hlutfalls gapara hverfi pegar fjoldi bakteria er undir akvednu lagmarki.

Heildarnidurstodur tilrauna i pessu verkefni benda til pess ad meodhondlun lirfa med
batibakterium i gegnum Artemia i 2*2 hrinum i upphafi frumfédrunar hafi jakveed ahrif a
aftkomu lirfa i lok frumfédrunar samanborid vid systkinaker sem innihalda lirfur af sama

uppruna.
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5. PAKKARORD

Adstandendur verkefnisins vilja pakka starfsmonnum hjé Fiskey hf. fyrir mjog gott samstarf
og umfangsmikla adkomu ad skipulagi og framkvemd verkefnisins. Starfsmonnum hja
Matis-Prokaria er einnig pakkad fyrir radgreiningu syna i verkefninu. Teaeknipréunarsjooi

Rannis er somuleidis pakkad fyrir rausnarlegt framlag til verkefnisins & arunum 2006-2008.
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