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Sammendrag

Legionella er en vannlevende bakterieslekt som er alminnelig 1 norske innsjger. Til
tross for dette er det vist at Legionella stiller strenge krav til nering nar den dyrkes i
laboratoriet, og optimal vekst oppnas ved omkring 35 °C. Ved naturlige forhold er det
imidlertid vist at Legionella kan vokse som intracelluler parasitt i flere typer
protozoer. Legionella kan ogsa overfgres til mennesker via inhalerbare aerosoler.
Dette kan fgre til intracelluler vekst av Legionella i lungenes makrofager og derved
alvorlig lungebetennelse. Av de mer enn 50 ulike artene 1 slekten Legionella er det
L. pneumophila som 1 stgrst grad opptrer som opportunistisk humanpatogen. Den
radende oppfatningen er at naturlig vekst av Legionella er avhengig av eukaryote
celler. Like fullt har vekstforsgk vist at den termofile cyanobakterien Fisherella kan
stimulere vekst av Legionella. Fisherella og Legionella ble dyrket pa naringsfattig
medium ved 45 °C, uten tilsetning av eukaryote celler. Resultatene fra dette
vekstforsgket var utgangspunkt for denne oppgaven. Hensikten med oppgaven var
imidlertid ogsa a undersgke forhold som tilsvarer de vi kan finne i naturen i Oslo-
omradet. Av den grunn ble forsgkene utfgrt ved 25 °C, og Legionella ble dyrket
sammen med Planktothrix agardhii fra norske innsjger. Resultatene viste at P.
agardhii ikke stimulerte vekst av Legionella ved forhold som tilsvarer de som kan

finnes 1 lokal natur.
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NIVA Norsk institutt for vannhygiene
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1. Innledning

1.1 Legionella

Legionella er en gruppe bakterier som finnes naturlig 1 akvatiske miljger, og som kan
opptre som opportunistiske humane patogener i menneskeskapte systemer, som for
eksempel kjgletarn. Humane infeksjoner av Legionella kalles med en fellesbetegnelse
legionellose og infeksjonen kan ha to ulike forlgp som kalles henholdsvis

Legionarsyke eller Pointiac-feber etter to kjente sykdomsutbrudd.

Legionarsyken er en alvorlig form for lungebetennelse som fikk navnet etter en
kongress for krigsveteraner ved Bellevue Stratford hotell i Philadelphia i 1976.
Kongressen fikk mye oppmerksomhet i media etter at 29 veteraner og 5
forbipasserende dgde av lungebetennelse, og det tok flere maneder a finne den
medisinske arsaken. Obduksjoner viste gdeleggelser i alveolene i lungene, men kjente
tester utelukket lenge bade virus, bakterier og andre organismer, fgr man tilslutt klarte
a isolere en bakterie fra lungevev. Bakterien lot seg dyrke noen dager i egg med
kyllingembryoer, fgr embryoet dgde. Marsvin ble sa inokulert med infisert materiale
fra eggene, og etter nitidig gransking ble det funnet en ansamling av bakterier 1
leveren til ett marsvinen. Tidligere var det registret at enkelte pasienter fra utbruddet i
Philadelphia ogsa hadde leversvikt. Ved hjelp av fluoriserende antistoffer klarte man
a vise at det var bakterien som forarsaket sykdommen som var isolert, og den fikk
navnet Legionella pneumophila (Fraser, 2005; Sharrar et al., 1997). Pontiac-feber
fikk navn etter et utbrudd av en alvorlig influensalignende sykdom hos personer som
arbeidet i helsedepartementsbygningen i Pontiac, Mitchigan 1 1968. Alle som ble
rammet, hadde vert i bygningen mens luftkondisjoneringsanlegget var aktivt. Forsgk
viste at marsvin som var utsatt for aerosoler av ufiltrert vann fra dette anlegget,
utviklet lungebetennelse. Etter at legion@rsyken fikk sin forklaring, ble det vist at

ogsa dette sykdomsutbruddet skyldes L. pneumophila(Fraser, 2005).



Fig. 1.1 Kolonier av
Legionella bozemanii dyrket
pa agarskal med BCYE
(Buffered charcoal-yeast
extract). Til venstre:
Fotografert under vanlig lys.
Til hgyre: Fotografert under
UV-lys (365 nm) for & vise

fluorisering. Foto: Eva Aas

Legionella defineres av det internasjonale standardiseringsbyraet som en slekt av
Gram-negative organismer som normalt vokser etter minimum 2 dager pd BCYE-agar
som inneholder L-cysteine og jern(Ill). Legionella former kolonier, og disse er som
regel hvite, rosa til bla eller limegrgnn i farge. Enkelte arter fluoriserer under
langbglget ultrafiolett lys, som vist i figur 1.1 Legionella vokser ikke i fraver av L-

cystein, bortsett fra i noen veldig fa unntakstilfeller (ISO 11731)

Legionella er en gramnegativ aerob, stavformet bakterie, bevegelig, med polar flagell,
se figur 1.2. Den er omkring 0,5 um bred og 2 um lang og tilhgrer y-proteobakteriene
(Borella et al., 2005). Dette er en bakterie med strenge neringskrav, og for & vokse i
renkultur ma den tilfgres en rekke aminosyrer som L-cysteine, arginin, isoleucin,
leucine, threonin, valin, metionin, fenylalanin, tyrosin og serin. Dessuten vil tilfgrsel
av sporelementer som Fe, Mn, Mg, Ca, Zn, K, Mg og Cu i tilegg til fosfat stimulere
veksten (Taylor et al., 2009).

s l -
Lo \ !

Fig 1.2 Elektronmikroskopibilder av Legionella pneumophila med flagell. Cellene er omkring 0,5 um brede
og 2 um lange. Bildet helt til hgyre er manipulert i photoshop (Borella er al., 2005; Ericsson, 2005; Robert
Koch Institut, 2001).



Av alle aminosyrene Legionella ma tilfgres, blir L- cystein regnet for a ha stgrst
betydning. Det er derfor verdt & merke seg at det i 1983 ble rapportert om vekst av L.
bozemanii pa medium uten L- cystein ved vekst sammen med Flavobacterium breve

(Wadowsky et al., 1983).

Legionella finnes naturlig 1 akvatiske miljger, men arten utgjgr mindre enn 1 % av
bakteriepopulasjonen 1 et gitt miljg (Fliermans et al., 1981). Bakterien kan overleve
innenfor et vidt spekter av fysiske og kjemiske betingelser. Den er isolert fra
vannprgver som varierte 1 temperatur fra 5,7 til 63 °C, og har en fettsyre
sammensetning som ligner kjente termofile bakterier (Moss et al., 1981; Moss et al.,
1977). Vekstforsgk med Legionella i amgber og biofilm har vist at Legionella vokste
bra ved 40 °C, overlevde 50 °C, men dgde ut nar temperaturen ble holdt konstant pa

60 °C eller mer (Rogers et al., 1994).

1.1.1 Legionellaceae

Det var 1 2009 beskrevet 56 ulike arter som tilhgrer slekten Legionella som er den
eneste slekten innenfor familien Legionellaceae (Gomez-Valero et al., 2009). Den
best beskrevne arten er L. pneumophila som har 15 serogrupper (sg) der

L. pneumophila sg 1 regnes som den vanligste og den mest virulente Legionella-
gruppen, se tabell 1.1 og 1.2. L. pneumophila sg 1 er imidlertid den eneste
serogruppen som lar seg pavise ved hjelp av en enkel antistofftest av urin, noe som
kan ha fgrt til en underdiagnostisering av legionarsyke som skyldes andre
Legionellaceae (Gomez-Valero et al., 2009). Vannprgvene 1 tabell 1.1 og 1.2 er1
vesentlig grad hentet fra sykehus., og metodene 1 undersgkelsene kan derfor ha fgrt til

at L. pneumophila sg 1 er overrepresentert bade pasient- og vannprgvene.



Internasjonalt Frankrike
pasientprgver pasientprgver vannprgver
[%] [%] [%]

L. pneumophila sg 1 84,2 95,4 28,2
L. pneumophila sg 3 1,0 1,2 10,8
L. pneumophila sg 6 1,7 0,8 11,1
L.pneumophila avrige sg. 4.6 1,4 25,4
L. pneumophila totalt 91,5 98,8 75,5
Legionella untatt L.pneumophila 8,5 1,2 245
Totalt 100,0 100 100
Antall prever 465 259 2747

Tab 1.1 Fordelingen av enkelte serogrupper (sg) av Legionella pneumophila hentet fra to
undersgkelser; en internasjonal studie og en fra Frankrike. Pasientprgvene er kliniske isolat fra
pasienter med pavist legionaersyke. Vannpravene er ikke systematisk samlet inn og et vesentlig antall

kommer fra sykehus (Doleans et al., 2004; Yu et al., 2002).

Internasjonalt Frankrike
pasientpraver pasientprgver vannprgver

[%] [%] [%]
L. pneumophila 91,5 98,8 75,5
L. anisa 0,2 0,8 13,8
L. bozemanii 24 0 0,4
L. longbeachae 3,9 0 0
Legionella gvrige arter 2,0 0,4 10,3
Totalt 100,0 100 100
Antall prover 465 259 2747

Tab 1.2 Fordelingen av noen av de vanligste artene Legionella hentet fra samme undersgkelser som
tabell 1.1.1.1 (Doleans et al., 2004; Yu et al., 2002)

I Norge finnes det ikke oversikt over ulike Legionella i miljgprgver, men L.
pneumophila sg 1, er isolert i forbindelse med sykdomsutbrudd (Nygard et al., 2008).
Legionella bozemanii er isolert fra innsjgen Arungen i Akershus. Det er bare pasienter

med et vesentlig svekket immunforsvar som har fatt pavist legionarsyke som fglge av



L. bozemanii (Widmer et al., 2007). Tabell 1.2 viser at L. bozemanii utgjorde 0,4 %
av Legionellaceae miljgprgvene, men den var ikke arsak til noen av sykdomstilfellene
1 Frankrike (Doleans et al., 2004). Siden L. bozemanii er mindre patogen enn

L. pneumophila, ble L. bozemanii benyttet 1 arbeidet med denne oppgaven. Det er
likevel grunn til a behandle L. bozemanii med forsiktighet siden den i den
internasjonale undersgkelsen, vist i tabell 1.2, utgjorde sa mye som 2,4 % av tilfellene

av legionzrsyke selv med den tidligere nevnte muligheten for underrapportering.

1.1.2 Legionella som intravacuolaer parasitt

Allerede i 1980 ble det vist at Legionella har evne til & formere seg som intracellular
parasitt i amgber (Rowbotham, 1980) Det er til na dokumentert at Legionellae har
formert seg 1 16 forskjellige arter av protozoer og 1 slimsopp (Fields, 2007). En stor
overvekt av protozoene var amgber. Det er vist at veksten av Legionella i
menneskeskapte systemer kan begrenses ved a kontrollere dannelsen av biofilm
(Kuiper et al., 2004; Murga et al., 2001). Intracelluler vekst 1 eukaryote vertsceller
spiller ogsa en viktig rolle for Legionella som humanpatogen, og ved legionarsyke
formerer Legionella seg 1 makrofager i lungealveolene (Franco et al., 2009). Figur 1.3

viser infeksjon av L. pneumophila i lungene pa et marsvin.

Fig 1.3 Transmisjonselektroskopi
fra lungealveole 1 marsvin infisert
med Legionella pneumophila.

(Rechnitxer et al., 1992)




Legionella kan tas opp i vertsorganismene bade ved reseptormediert endocytose der
vertscellens eget cytoskjellett gdelegges av Legionella, og ved fagocytose der den
eukaryote cellemembranen kveiler seg rundt bakterien(Abu ef al., 1998) Selv om
opptaket av L. pneumophila kan forega pa ulike mater, vil opptaket av bakterien
medfere at det dannes en vakuole med bakterie(r), se figur 1.4. Noen minutter etter at
L. pneumophila er tatt opp, vil vakuolen omgis av mitokondria og vesikler som er
frigjort fra vertens endoplasmatisk retikulum. Dette vil utvikle seg videre slik at
vakuolen etter hvert er dekket av granulert endoplasmatisk retikulum som vertens
immunforsvar ikke reagerer pa, slik at Legionella kan formere seg uten a gjenkjennes

av vertscellens immunforsvar (Isberg et al., 2009).
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Fig 1.4a Dannelsen av en vakuole til formering av Legionella Pneumophila i makrofag eller protozo.
Dot/lcm (Defect in organelle traficking / Intracellular multiplication) transporterer signalmolekyler fra
Legionella pneumophila til vertscellen. Signalene farer til at mitokondria og vesikler transporteres til
vakuolen (LCV: Legionella-containing vacuole). Vesiklene har membran fra er fra vertens ER
(endoplasmatisk retikulum) og membranen vil etter hvert dekke vakuolen samtidig som proteiner fra
vesiklene tilfares vakuolen. Videre rekruteres ribosomer til vakuolen slik at vakuolen omgis av av
granulert ER. L. pneumophila har skaffet et hulrom for formering som ikke oppdages av vertens

immunforsvar.

Fig 1.4b Et vanlige forlgpet nar en ikke-patogen bakterie tas opp i makrofag eller protozoa. Bakterien

ender i lysosomet hvor den brytes ned. (Isberg et al., 2009)



Fig. 1.5 Elektronmikroskopi av amaben

Hartmannella vermiformis (oransje) som
fanger Legionella pneumophila (grenn)
ved & strekke ut en pseudopod (Oceanus
Magazine, 2009).

Foto: Centers for Disease Control and

. M Prevention and Dr. Barry S Fields.

Mekanismen for opptak av L. pneumophila, er best beskrevet for amgben
Hartmannella vermiformis. Denne strekker ut sin pseudopod for a fange bakterier
som vist i figur 1.5 Pa overflaten av amgben er det et lektin som fungerer som
reseptor for L. pneumophila og hemmes av galaktose/N-acetyl-galaktosamin
(Hoffman et al., 2007; Venkataraman et al., 1997). Nar levende L. pneumophila
binder seg til reseptoren defosforylerer reseptoren og andre vertsproteiner som
cytoskjellettproteinene paxillin og vinculin homologer (Venkataraman et al.,
1997)Det tyder pa at L. pneumophila har en aktiv rolle nar den tas opp ved fagocytose

1 H. vermiformis.

Opptak av L. pneumophila hos Acanthamoeba blokkeres ikke av galaktose/N-acetyl-
galaktosamin i motsetning til det som var tilfelle hos H. vermiformis, og
defosforyleringen av reseptoren er heller ikke like effektiv. Det antas derfor at flere
reseptorer er involvert i Legionellas forankring og opptak i Achanthamoeba(Abu et
al., 1998; Venkataraman et al., 1997). Figur 1.6 (s. 8) viser Legionella lytica,
tidligere Sarcobium lyticum, som er avbildet i amgben Acanthamoeba castellanii

(Adeleke et al., 1996; Drozanski et al., 1990; Palusinska-Szysz et al., 2008).



Fig. 1.6 Transmisjonselektronmikroskopi av
bakterien Legionella lytica (tidligere Sarcobium
lyticum) i amgben Acanthamoeba castellanii.
—_—=1pum.

(Adeleke et al., 1996; Drozanski et al., 1990;
Palusinska-Szysz et al., 2008)
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Det finnes mange Legionella-lignende patogene bakterier i amgber (Legionella-like
amoebal pathogens: LLAPs). Disse har ikke latt seg dyrke pa laboratoriemedium, men
kan dyrkes 1 protozoa og makrofager, og fgre til legionellose (Scola et al., 2004). Det
finnes ogsa LLAPs som har utviklet seg til & vaere helt avhengi av spesifikke amgber
for a kunne formere seg (Hoffman ez al., 2007) Videre har LLAPs i laboratorieforsgk
utviklet mutualisme med Amoeba proteus, og blitt til en obligatorisk endosymbiont

for amgben (Park et al., 2004)

amino acid PhtA transport of
starvation triggers threonine triggers
differentiation transmissive differentiation

(=

replicative
PhtA transport of threonine \/

supports replication

Fig 1.7 Livsyklusen til Legionella pneumophila. Ved mangel pa amionsyrer vil L. pneumophila
uttrykke flagell for transport fra den anvendte verten til invasjon av nye vertsceller. Endringen av
L. pneumophila til en delbar celle, vil utlgses av at aminosyren treonin transporteres med PhtA

(Phagosomal transporter A).(Sauer et al., 2005)

L. pneumophila sin livssyklus er tilpasset en veksling mellom ekstracellulaer
overlevelse og intracelluler formering, se figur 1.7 (Sauer et al., 2005). Forsgk har
vist at makrofager infisert med L. pneumophila med uttrykt flagell, etter 19, 5 timer
hadde en vakuole med dusinvis av L. pneumophila uten flageller. Etter at forsgket

hadde pagatt i 22 timer, uttrykte L. pneumophila igjen flageller noe som fgrte til



nekrose i makrofagene. (Byrne et al., 1998). Nar veksten av L. pneumophila nar
stasjon@rfasen, er det blitt vist at den 1 makrofager har gdelagt membranen rundt
vakuolen spredt seg til makrofagens cytosol, hvor bakterien har fortsatt a formere seg,
for den har endret genuttrykk (Molmeret et al., 2009). Endringen 1 genuttrykk
reguleres av tilgjengelige aminosyrer (Sauer et al., 2005). Etter noen timer 1 cytosol
uttrykkes flagellen, det dannes porer i vertens cellemembran, og bakterien frigjgr seg

fra verten (Alli et al., 2000; Molmeret et al., 2009).

L. pneumophila viste en lignende tilpasning ved vekst pa rikt medium. I den
eksponentielle vekstfasen var L. pneumophila uten flagell og tolerant for endringer 1
konsentrasjonen av natrium. Nar veksten avtok og kulturen gikk over i stasjonarfase
ble imidlertid cellene bevegelige og cytotoksiske. Cellene var ogsa natriumsensitive,
men osmotisk resistente ved tilsetning av kaliumklorid. Endringen 1 fenotype fant
ikke sted hvis aminosyrer ble tilfgrt kulturen og forandringen kan derfor anses som en

respons pa manglende aminosyrer (Byrne et al., 1998).

Det er vist at L. pneumophila kan frigjgres fra Acanthamoeba 1 en lytisk prosess der
det dannes vesikler med hundrevis av L. pneumophila. Disse vesiklene kan pustes inn,
og det antas derfor at vesiklene kan ha vart smittebarere ved enkelte tilfeller av

legionellose (Hoffman et al., 2007)

I neringsfattige omgivelser uten tilgjengelige vertsceller, kan Legionella etter hvert
ga over i en inaktiv tilstand der inokulering av marsvin ikke fgrer til sykdom hos
dyrene. Overgangen til inaktiv form er temperaturavhengig og gar saktere ved 4 °C
enn ved 37 °C. (Hussong et al., 1987) Legionella er ikke dyrkbar pa
laboratoriemedium 1 inaktiv tilstand (Steinert ef al., 1997). Det er vist at L.
pneumophila danner reservestoffet poly-p- hydroxybutyrate for & kunne overleve i
naringsfattige omgivelser, og at lavere niva av dette lipidet henger sammen med
redusert dyrkbarhet (James et al., 1999). Innaktiv Legionella reaktiveres hvis den

tilsettes amgben Acanthamoeba castellanii (Steinert et al., 1997).
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Ved dyrking av L. pneumophila pa neringsrikt medium ble forholdet mellom virulens
og temperatur endret. Ved dyrking av L. pneumophila sg 1 ved 37 °C viste
bakteriekulturen en LDs, verdi lik 4,0 log;, for marsvin som pustet inn aerosoler.
Tilsvarende forsgk, der temperaturen ble senket til 24 °C, viste LDs lik null, men nar
temperaturen ble satt tilbake til 37 °C steg samtidig verdien av LDs, til opprinnelig
verdi(Mauchline er al., 1994). L. pneumophila endrer fenotype ved endringer 1
vekstforholdene, og dette kan sees 1 sammenheng med livssyklusen til L. pneumophila

som frittlevende celler og intracellul@re parasitter (Hoffman ez al., 2007).

1.1.3 Genomet

I skrivende stund, mars 2010, er det komplette genomet til 4 stammer av

L. pneumophila publisert (Corby, Lense, Paris og Philadelphia sg.1). I tillegg er
genomet til 2 stammer av L. longbeachae publisert. Denne organismen er den
vanligste arsaken til Legionarsyken i Australia, men uvanlig i andre deler av verden
(Kozak et al., 2010). I tillegg er genomet til L. drancourtii sekvensert, og tidligere
undersgkelser angir denne bakterien som en strengt intracellular parasitt hos amgben

Acanthamoeba polyphaga (Scola et al., 2004).

Sammenlignende genomstudier har vist at bakterier som har spesialisert seg som
intracellul@re parasitter, er karakterisert av massivt tap av gener og reduksjon av
genomet (Merhej et al., 2009) Innenfor ordenen Legionellales, med familiene
Legionellaceae og Coxiellaceae, viser genomstudier at intracellulare parasitter 1
amgber har omtrent dobbelt sa stort genom som nare slektinger med intracellulaer
livsform i andre organismer. En mulig arsak til dette er at mange ulike bakterier
passivt havner i amgber som bytte, og dermed ender et mangfold av bakterier opp 1
samme amgbe, noe som gir mulighet for horisontal genoverfgring. Samtidig kan
bakteriene sarskilt spesialisere seg pa a unnga nedbryting siden de har mulighet til a
tas inn 1 amgben ved passive mekanismer (Moliner et al., 2010). Det er bare kjent 12

genom fra ordenen Legionellales, slik at grunnlaget for sammenligningen er

forholdsvis lite (NCBI, 2010).



1.2 Cyanobakterier

Cyanobakterier er utbredt over store deler av jordkloden og finnes i vann, jord og pa
steiner. Cyanobakterier er prokaryote organismer som inneholder klorofyll a som
fotosyntetiserende pigment og phycobiliproteiner som lyshgstende pigmenter, og
artenes farge varierer fra blagrgnt til rgdt. Mange arter har phycocyanin som
lyshgstende pigment, disse far en blagrgnn farge og tidligere ble cyanobakterier kalt
blagrgnnalger. At de tidligere var regnet som alger gjenspeiler hvor lite det er

gkologisk som skiller mikroalger fra cyanobakteriene(Garcia-Pichel, 2009).

Alle cyanobakterier er autotrofe og kan vokse med CO, som eneste karbonkilde, og
CO,-fikseringen foregar fgrst og fremst via den reduktive pentosefosfatveien ogsa
kalt Calvin syklus. De fleste cyanobakterier er obligat fototrofe og kan ikke vokse i
mgrket pa organiske forbindelser. For gvrig har de enkle krav til n@ring og vokser
hvis de har vann, lys og tilstrekkelig med uorganiske forbindelser. I naturlige
omgivelser 1 ferskvann kan tilgangen til fosfat vere en begrensende faktor (Garcia-
Pichel, 2009). Likevel er det viktig a vere klar over at cyanobakterier har evne til a
lagre fosfor nok til to eller fire celledelinger, og oppblomstring av cyanobakterier kan

forekomme nar konsentrasjonen av Igst fosfat er pa det laveste (Mur et al., 1999).

Eutrofiering av innsjger fgrer som regel til en opphopning av fytoplankton, og det er
mest alminnelig at cyanobakterier er den dominerende gruppen ved slike
oppblomstringer (Paerl et al., 2001). Dominansen av cyanobakterier har flere arsaker.
For det fgrste har eksperimenter vist at blant fytoplankton er det cyanobakterier som
har hgyest affinitet for fosfor og nitrogen, og cyanobakterier kan utkonkurrere annet
fytoplankton ved forhold der nitrogen og fosfor er begrensende faktorer (Mur et al.,
1999). For det andre forbruker cyanobakterier lite energi for a beholde funksjon og
struktur, og de kan derfor opprettholde en hgyere vekstrate enn annet fytoplankton nar
lysintensiteten er lav. Dermed far de en konkurransefordel etter hvert som en
oppblomstring fgrer til uklart vann (Mur et al., 1999). For det tredje utsettes

planktoniske alger for vesentlig mer gressing enn cyanobakterier, og fordi
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cyanobakterier har ferre naturlige fiender, gjgr dette populasjonen av cyanobakterier

mer stabil enn alger nar den fgrst er etablert (Mur et al., 1999).

Fig. 1.8 Oppblomstring av cyanobakterier i Arungen, 2007 (Foto: Sigrid Haande, NIVA)

Mange cyanobakterier vokser optimalt ved temperaturer over 25 °C, noe som kan
forklare hvorfor mange cyanobakterier har oppblomstring om sommeren i tempererte
strgk (Mur et al., 1999). Figur 1.8 viser oppblomstring av cyanobakterier i juli 2007.
Bildet er fra Arungen i Akershus (NIVA, 2008).

Mange cyanbakterier kan regulere oppdriften ved hjelp av intracellulere
gassvakuoler, og kan dermed gke eller redusere lysintensiteten ved a bevege seg opp
og ned i vannmassene. Andre bakterier kan utnytte dette ved a feste seg til

cyanobakteriene for a redusere sedimentering. (Paerl et al., 1996)

Cyanobakterier er morfologisk en sammensatt gruppe som kan deles inn i arter med
enkeltstaende, filamentdannende eller forgrenede arter(Garcia-Pichel, 2009). Noe av
denne variasjonen er vist i figur 1.8, som gjengir de 3 artene som er benyttet i
oppgaven. Dette er Microcystis som er en encellet organisme med enkel celledeling,
der cellene gar sammen og danner kolonier. Videre er det benyttet Anabaena som
danner filamenter med heterocyster og Planktothrix som danner filamenter uten

differensierte heterocyster.



Fig 1.8 Mikroskopi av Microcystis, Anabaena og Planktothrix (FHI, 1999).

Mange cyanobakterier kan fiksere nitrogen. Enzymet nitrogenase som katalyserer
nitrogenfikseringen inhiberes hvis de utsettes for O,, og dette krever tilpasninger i
forhold til fotosystem II hos cyanobakteriene som skiller ut oksygen. Anabaena er en
nitrogenfikserende art som har spesialiserte celler, heterocyster, uten fotosystem II.
Heterocystene har en ekstra tykk cellevegg som beskytter nitrogenasen mot oksygenet
1 omgivelsene. (Garcia-Pichel, 2009). I tillegg kan heterocyster vere omgitt av
heterotrofe bakterier, se figur 1.9. De heterotrofe bakteriene bidrar til a beskytte

nitrogenasen ved a oksidere O, til CO, i miljget rundt heterocysten.

Fig 1.9 Sveipelektronmikroskopi
som viser et brukket filament av
Anabena sp. Heterocysten er
omgitt av stavformede celler med
Rhizobium (Stevenson et al.,

; 2006). Bildet er farget blatt og

2 micrometers beskrevet (Heller, 2009).

Cyanobakterier uten heterocyster er ogsa omgitt av heterotrofe bakterier (epifyttiske
bakterier). I de frie vannmassene utgjorde epifyttiske bakterier som omgav
Microcystis, mellom 19 og 40 % av den totale bakterieforekomsten (Sigee, 2009). Det
er mutualisme mellom cyanobakteriene og de epifyttiske bakteriene. Cyanobakteriene
bidrar blant annet med naringsstoffer med fiksert nitrogen og organisk karbon samt
0O,. De epifyttiske bakteriene bidrar blant annet med CO,, redusert pH og uorganiske

naringsstoffer.
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Fylogenetisk utgjgr cyanobakteriene en egen gruppe, tydelig adskilt fra sine n&ermeste
slektninger. Fylogenetiske undersgkelser stgtter en teori om at kloroplaster har
utviklet seg ved endosymbiose av cyanobakterier fordi plastisider fra alle hittil
undersgkte kloroplaster utgjgr en monofyletisk gruppe med nert slektsskap til

nalevende cyaonbakterier(Garcia-Pichel, 2009)

I perioden 1978 til 1998 registrerte NIVA 40 vann med regelmessig oppblomstring av
cyanobakterier som produserer levertoksiner. 16 av oppblomstringene var dominert av
Anabaena, 11 oppblomstringer var dominert av Microcystis og 9 oppblomstringer var
dominert av Planktothrix. (FHI, 1999). Cyanobakteriene som er benyttet i oppgaven,
er valgt ut fra artene 1 NIV As registreringer. Det er bare arter som produserer
levertoksiner som er medregnet i disse registreringene. Et kjent levertoksin er
mikrocystin. I oppgaven er det benyttet to stammer av hver cyanobakterie, en stamme
som produserer mikrocystin og en som ikke gjgr det. Dette er gjort for & undersgke
hvordan levertoksinet mikrocystin virker pa L. bozemanii. Microcystin er et ikke-

ribosomalt cyklisk peptid, og dets funksjon er enna ikke kjent.

1.3 Virkning av cyanobakterier pa Legionella

1 1980 ble det rapportert at den termofile cyanobakterien Fisherella stimulerte vekst
av Legionella ved 45 °C (Tison et al., 1980). Forsgket ble utfgrt med prgver tatt fra en
amerikansk forskningspark for miljg, ”Savannah River Site National Environmental
Research Park”. Forskningsparken inneholdt omrader som var sterkt pavirket av
forurensing fra atomkraftverk og produksjon av kjernefysiske vapen (United States
Department of energy, 2010b). Et pagaende arbeid for opprensing av miljget ble fgrst

satt i gang etter at Tison et al. utfgrte sine undersgkelser.

Kjelevannet fra anleggene dannet soner der temperaturen varierte mellom 55 °C og
omgivelsestemperaturen. I disse omradene ble det pavist Legionella sp. i
bakteriefilmer. Sammen med Legionella ble det ogsa funnet cyanobakteriene

Fisherella, Phormidium og Planktothrix. Cyanobakteriene ble isolert med sine



assosierte bakterier, og etter flere ukers dyrking, ble L. pneumophila sg 1 fortsatt
pavist i cyanobakteriekulturene. Det ble videre gjort vekstforsgk med L. pneumophila
der kulturer av Fisherella sp. som var frie for L. pneumophila, ble tilsatt bakterien og
veksten malt. Fra de fgrste 6 timene av dette forsgket, ble det rapportert om en
veksthastighet for L. pneumophila som var hgyere enn det man til da hadde oppnadd
(Tison et al., 1980).

Resultatene som ble beskrevet i artikkelen, Tison ef al. 1980, er utgangspunktet for
problemstillingen i denne oppgaven; undersgkelse av cyanobakteriers virkning pa

vekst av Legionella.

Cyanobakterier kan ogsa pavirke Legionella via andre organismer. Som nevnt i
avsnitt 1.1. om Legionella, bidro Flavobacterium breve til at L. pneumophila
overlevde pa laboratoriemedium uten L-cystein. Ved undersgkelse av et mulig
samspill mellom cyanobakterier og Legionella er det verdt a merke seg at
Flavobacterium kan leve som epifytt pa cyanobakterier (Lupton ez al., 1981). Det er
ogsa tidligere nevnt at Legionella kan formere seg som intracellulaer parasitt i
protozoer, se avsnitt 1.1.2. Enkelte protozoer er kjent for & gresse pa cyanobakterier,
blant annet amgben Naegleria som ogsa kan fungere som vert for Legionella (Fields,
1996; Xinyao et al., 2006) I tillegg er det observert gkte populasjoner av protozoer i
forbindelse med cyanobakterieoppblomstringer (Sigee, 2009). Undersgkelser av en
eventuelt direkte pavirkning av cyanobakterier pa Legionella, som i denne oppgaven,
vil ikke vere tilstrekkelige for a bekrefte om det er en arsakskjede der cyanobakterier

virker pa protozoer som i sin tur virker pa Legionella.

1.4 Arungen

Arungen er en liten innsjg pa 1,2 km” med gjennomsnittlig dybde pa 8m, og vannets
gjennomsnittstid i innsjgen (retensjonstid) er pa 4,5 mnd slik at oppblomstringer ikke
vaskes ut. Se figur 1.8 (s.12). Den eutrofe innsjgen ligger i et jordbruksomrade ikke

langt fra Universitetet for miljg- og biovitenskap pa As i Akershus. De senere ar har
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det gjentatte ganger vert registrert oppblomstring av giftige cyanobakterier 1 innsjgen

(NIVA, 2007; Romarheim, 2009).

Analyser 1 Arungen fra september 1998 viste at pa det tidspunktet var Anabena
planktonica den dominerende cyanobakterien mens Aphanizomenon cf. klebahnii var
vanlig. Pa samme tid ble det funnet sporadiske funn av Microcystis aerugenosa og

Planktothrix agardhii (Rudi et al., 2000).

FHI avdeling MIV A tar jevnlige vannprgver fra Arungen, og L. bozemanii er isolert

fra Arungen.

1.5 Malet med oppgaven

Malet med denne oppgaven var a undersgke om cyanobakterier kan pavirke vekst og
dyrkbarhet av L. bozemanii i fravaer av eukaryote celler og under vekstforhold som
samsvarer med forholdene i Arungen. De gitte vekstforholdene omfatter bade
biotiske, fysiske og kjemiske faktorer. Vekst og dyrkbarhet er blitt undersgkt hos L.

bozemanii i flytende kulturer, og er malt ved a telle kolonier pa agarskaler.



2. Materialer og metoder

2.1 Materialer

Kjemikaliene ble bestilt fra Sigma og Fluka Bio Chemica, mediebasiser og BCYE-

skaler fra Oxoid, fargelgsning fra Invitrogen.

2.1.1 Legionella

Forsgkene er utfgrt med en bakteriestamme av Legionella bozemannie som ble isolert
fra Arungen 1 Akershus 1 11.03.08. Isolasjonen ble utfgrt i henhold til International
Standard 11731, Water quality - Detection and enumeration of Legionella.

L. bozemanii ble funnet i en ubehandlet prgve, og artsbestemmelsen ble utfgrt ved
sekvensering av 300 basepar fra 16S rRNA genet. Sekvensen viste 100 % homologi
med 16S rRNA genet til L. bozemanii. Analysen ble foretatt ved Enhet for molekyler
epidemiologi og meningokokker pa Folkehelseinstituttet. Betegnelsen organismen”

er heretter 1 oppgaven synonymt med L. bozemanii.

2.1.2 Cyanobakterier

Kulturer med cyanobakterier kom fra kultursamlingene ved NIVA (Norsk institutt for

vannforskning) og Pasteurinstituttet 1 Paris.

Cyanobakterier Stamme Vannkilde

Planktothrix Agardhii NIVA -CYA 34 Kolbotnvann, Akershus
Planktothrix Agardhii NIVA - CYA 116 Arungen, Akershus
Anabaena lemmermannii NIVA - CYA 438 Steinsfjorden

Anabaena lemmermannii NIVA - CYA 298 Storavatn, Lindas, Hordaland
Microcystis aerugenosa NIVA - CYA 228/1 Akersvannet, Vestfold

Microcystis aerugenosa NIVA - CYA 143 Akersvannet, Vestfold
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Cyanobakterier Stamme Kilde
Microcystis aerugenosa PCC 7806 Pasteurinstituttet
Microcystis aerugenosa PCC 7806 mcyB+ Pasteruinstituttet

2.1.3 Dyrkningsmedier

ACES medium

Lgsning 1

ACES 59
Gjerekstrakt 259
Destilert vann 450 ml

pH justeres til 6,9 med 20 % NaOH
Autoklaveres og lagres ved 4°C

Lgsning 2

Bovint serum albumin 59
Destilert vann 30 ml
Lgsning 3

L-Cystein 0,209
Destilert vann 10 ml
Lgsning 4

Jern-pyrofosfat 0,125¢g
Destilert vann 10 ml

Nar lgsning 1 er avkjglt, tilsett Igsning 2, 3 og 4
til Igsning 1 ved sterilfiltrering




02 medium

Jernkloridlgsning

FeCl, 28¢g
0,1 M HCI 100 ml
EDTA-lgsning

EDTA - Na, (titriplex) 39¢g
0,1 M NaOH 100 ml
Fe-lgsning

Jernkloridlgsning 10 ml
EDTA-lgsning 95 ml

Bland Jernkloridlgsningen og EDTA-Igsningen og tilsett destilert vann til 1L. Autoklaver lgsningen.
EDTA lgsning ma lages for hver gang. Bruk heller ikke veldig gammel jernkloridlgsning. For a hidre
utfelling av jern tilsettes 10 ganger sa mye EDTA som i den opprinnelige oppskriften.

Natriumkarbonatlgsning

NaHCO; 2g
Destillert vann 100 ml
Sterilfiltrer Igsningen
Mikroelementlgsning

H;BO; 2,86 g
MnCl, - 4H,0 1,81 ¢g
(NH,)¢MoO,, - H,O 0,002 g
ZnSO, 7H,0 0,22 g
CuSO, - 5H,0 0,08 g
Ca(NOy), 0,089
NH,NO; 0,01 g
Destilert vann 1L
Lgsningen lagres ved 4 °C

02 medium

NaNO; 05¢
K,HPO, 0,025 g
MgSO, 0,05¢g
CaCl, 0,013 g
Destilert vann 0,980 L
Mikroelementlgsning 1 ml
Autoklaver fgr Fe-lgsning og Natriumkarbonatlgsning tilsettes
Fe-lgsning 10 ml
Natriumkarbonatlgsning 5Sml

Juster eventuelt med destilert vann til 1 L lgsning.
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BCYE-agarskaler
(BCYE: Buffered chacoal Yest Extract)
Oppskrift fra Oxoid. Skélene ble kjgpt ferdig derifra

Legionella CYE-agarbasis

Aktivt kull 2¢g/L
Gjarekstrakt 10 g/LL
Agar 13 g/LL

Legionella BCYE-vekstilskudd
Buffer/ Kaliumhydroksid 10 g/L.

Jern-pyrofosfat 0,25 g/L
L-cysteine HCI 04 g/L
a-Ketoglutarate 1,0 g/LL

25g CYE-agarbasis lgses 1 900 ml destillert vann, kokes til det er
fullstendig lgst, autoklaveres og kjgles til 50 °C. Lgs en porsjon
BCYE-veksttilskudd i destilert vann, bland med CYE-agarbasis
til 1 L ferdig lgsning. Overefgr til Petri-skaler.

Blodagarskaler

Oppskrift fra Oxoid. Blodagarbasis ble kjgpt ferdig derifra, og
skalene laget ved FHI sin substratlab.

Colombia blodagarbasis

Spesialpepton 23,0 g/L
Stivelse 1,0 g/LL
Natriumklorid 5,0 g/lL
Agar 10 g/L

39 g blodagar basis tilsettes 1 L destilert vann, kokes til det er

fullstendig lgst, autoklaveres, kjgles og tilsettes 5 % sterilt
defibrinert blod.

Diverse
Sett med fargelgsning fra Invitrogen: LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability

Kit, for microscopy.



2.2 Metoder

I arbeidet med Legionella bozemanii ble det 1 henhold til internasjonale anbefalinger

bare benyttet tekniker der faren for a danne aerosoler var minimal (ISO 11731).

2.2.1 Sterilteknikk

Det ble benyttet vanlig sterilteknikk der lgsninger og utstyr ble sterilisert ved

autoklavering. Lgsninger som ikke talte autoklavering ble sterilfiltrert.

2.2.2 Dyrking av celler for oppbevaring av kulturene

Kulturer med L. bozemanii ble dyrket pa ACES-medium ved 37 °C til kulturen ble
grgnn, og deretter oppbevart i Erlenmeyerkolber ved 4 °C i omkring en maned.
BCYE-skaler med kolonier av L. bozemanii brukt som positiv kontroll i vekstforsgk,
ble oppbevart ved 4 °C i omkring 5 maneder. I tillegg ble L. bozemanii lagret pa
GREAVES-medium i frysergr ved +80 °C.

Kulturer med cyanobakterier ble dyrket i lys ved 20 °C pa O2-medum og fortynnet

ved behov.

2.2.3 Vekstforsok

I motsetning til en rekke vanlig forekommende heterotrofe bakterier vokser ikke
L. bozemanii pa blodagar (ISO 11731). Kulturer av L. bozemanii ble testet ved utsaing

pa blodagar fgr og etter forsgkene for a bekrefte at kulturen ikke var forurenset.

Konsentrasjonen av stamkulturen med L. bozemanii ble bestemt ved utsaing pa
BCYE-skaler og telling av kolonier. L. bozemanii ble deretter overfgrt til O2-medium,
eventuelt tilsatt cyanobakterier, slik at konsentrasjonen av L: bozemanii ble 1-10°
cfu/ml. Forsgket ble utfgrt 1 enten lys eller mgrke med 3 paralleller for hver tilsatte

cyanobakteriestamme. I tillegg ble det utfgrt en negativ og positiv kontroll, med
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dyrking av henholdsvis 3 paralleller med L. bozemanii pa O2-medium og 3 paralleller
med L. bozemanii pa ACES-medium. Kulturene ble dyrket pa Erlenmeyerkolber pa

ristebord.

Med unntak av pilotprosjektene, der kulturene ble dyrket ved 20 °C, ble forsgkene
utfagrt ved 25 °C.

Antall L. bozemanii ble beregnet ved hjelp av utsding og telling av kolonier pa
BCYE-skaler, og oppgitt i cfu (colony forming units), og konsentrasjonen i cfu/ml.
Fordi vekst av L. bozemanii varierte med temperatur og belysning, ble prgver tatt med
3 til 7 dagers mellomrom. For a kunne sammenligne dyrkbarheten av L. bozemanii i
de ulike forsgkene ble prosentvis dyrkbarhet av L. bozemanii beregnet ut fra

utgangskonsentrasjonen i den enkelte kolbe.

Dyrking ved 20 °C foregikk i et temperaturregulert rom med stabil temperatur, og
lyssetting for cyanobakterier. Dyrking ved 25 °C ble gjort i laboratoriet med variasjon
i temperatur fra 23 til 27 °C, og vanlig belysning malt pa henholdsvis dag og
kveldstid til 8,2 og 11,9 p Einstein m?s™’.

De benyttede cyanobakteriestammene ble valgt fordi det 1 norske innsjger er registrert
oppblomstringer av cyanobakterieslektene Anabaena, Microcystis og Planktothrix,
som beskrevet pa s. 14. For hver slekt ble det valgt ut en art isolert fra norske
innsjger, der NIV A sin kultursamling inneholdt mikrocystinproduserende og ikke-
mikrocystinproduserende stammer, se oversikt under pkt. 2.1.2 (s. 17). Det kunne

dermed vare mulig & avdekke en eventuell pavirkning fra mikrocystin.

Ved oppstart av forsgket utgjorde de levende cyanobakteriene et biovolum pa 1,1 108
+ 0,3 fl, per ml av kulturen. Dette ble malt pa Casy celleteller. For kulturer dyrket i
lyset, ble biovolumet ogsa malt ved avslutning av forsgket siden cyanobakteriene var

forventet a vokse.



Ekstrakter av dgde cyanobakterier ble laget ved frysetgrking ved — 50 °C.. P4 grunn
av liten eller ingen vekst i noen av cyanobakteriekulturene, ble det ikke laget
ekstrakter av alle de samme stammene som ble testet 1 forsgket med levende celler.
Det ble benyttet ekstrakt av M. aerugenosa fra Pasteurinstituttet sin kultursamling, 1
stedet for M. aerugenosa isolert fra Norge, se oversikt under pkt. 2.1.2 (s. 17 og 18).
Anabaena utgikk, men ekstrakter av P. agardhii ble benyttet som planlagt. Pa samme
mate som for de levende kulturene med cyanobakterier ble det ufgrt separate forsgk
med ekstraktene fra mikrocystinproduserende stammer og ikke-
mikrocystinproduserende stammer. Ved oppstart av forsgk ble hver av ekstraktene
oppslemmet 1 O2-medium til konsentrasjonen var lik 0,1 mg/ml. Deretter ble forsgket

med ekstrakter utfgrt pa tilsvarende mate som forsgk med levende cyanobakterier.

Telling av kolonier pa skaler med L. bozemanii viste at cellene som var dyrket i
mgrket hadde en hgyere dyrkbarhet enn de som var dyrket i lyset. For a fa et inntrykk
av hvorvidt dette skyldes bakteriedgd, eller endret evne til vekst pa BCYE-plater, ble
prever av L. bozemanii farget og deretter undersgkt 1 mikroskop. Prgvene ble farget
med LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit, for microscopys, slik at
levende celler med hel cellemembran farges grgnne mens dgde celler med skadet
membran farges rgde. Det ble kun gjort en enkel visuell sammenligning av bakterier 1

synsfeltet.

Det ble vurdert a benytte OD-maling for a male endringer i konsentrasjonen av
L. bozemanii. Dette ble imidlertid forkastet fordi OD-malingen ble forstyrret bade av
pigmenter som L. bozemanii skilte ut og av pigmenter i cyanobakteriene. Dette

begrenset hvilke bglgelengder som kunne benyttes.
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3. Resultater

Ingen av forsgkene resulterte i vekst av L. bozemanii. Forsgkene ble utfgrt pa
neringsfattig O2-medium med og uten tilsetning av levende eller dgde
cyanobakterier, 1 lys eller mgrke, ved 20 eller 25 °C. Konsentrasjonen av

L: bozemanii i kulturene ble bestemt ved telling av kolonier fra utsadde prgver og

oppgitt i cfu/ml. Bare kolonidannende celler ble regnet med.

Positiv kontroll av veksten til L. bozemanii ved 25 °C ble gjennomfgrt ved dyrking pa
ACES-medium. Av totalt 12 kolber med L. bozemanii pa ACES-medium, ble det
pavist vekst av L. bozemanii i 5 kolber. I tillegg ble det pavist forurensende vekst i 3
kolber. I de resterende 4 kolbene ble det overhode ikke pavist vekst, verken pa
blodagar eller BCYE-skaler. Det er ikke kjent noen forsgk der L. bozemanii har vert
dyrket ved 25 °C, slik at det ikke er noe forsgk a sammenligne med for & avdekke om

organismen normalt opptrer pa denne maten.

L. bozemanii ble ogsa dyrket under optimaliserte forhold. Det vil si at cellene vokste
pa neringsrikt ACES-medium, i mgrke og inkubert ved 34,5 eller 37 °C. Under disse
vekstforholdene vokste L. bozemanii i alle forsgk. Figur 3.1 (s. 26) viser veksten for
L. bozemanii dyrket under optimaliserte forhold sammenlignet med utviklingen pa
naeringsfattig O2-medium, der det foregar det en langsom reduksjon i dyrkbarhet. Pa
det tidspunktet forsgket ble utfgrt var det ikke tilgjengelige BCYE-skéler til a utfgre
forsgket med mer enn 2 paralleller. Selv om det ikke ble laget flere vekstkurver for
optimalisert vekst av L. bozemanii, ble organismen gjentatte ganger dyrket under
optimale betingelser for a skaffe ferske kulturer ved oppstart av nye forsgk. Det ble
ikke laget vekstkurver for dette, men prgver ble sadd ut pa skal for a beregne
konsentrasjonen av celler. Under disse forholdene vokste L. bozemanii til utbyttet var

pa minst 107 cfu/ml.
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Dyrking av L. bozemanii pa ACES-medium og O2-medium
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Fig. 3.1. Konsentrasjonen av Legionella bozemanii i cfu/ml dyrket pa neringsrikt ACES-medium og
naringsfattig O2-medium ved 34,5 °C i mgrket. L. bozemanii pa ACES-medium, L. bozemanii pa

02-medium. Veksten av celler pa ACES-mediet til en konsentrasjon pa omkring 10°, viste at L. bozemanii var i

stand til & vokse under optimaliserte forhold.

3.1.1 Problemer for gjennomferingen av prosjektet

I startfasen av prosjektet ble det giennomfgrt to forsgk der L. bozemanii ble inkubert
ved 20 °C. I disse forsgkene viste det seg for det f@grste at L. bozemanii ikke gkte 1
antall. Det vil si at den ikke vokste og delte seg. For det andre viste det seg at
organismen var pavirket av lys, ved at konsentrasjonen av L. bozemanii ble redusert
raskere ved dyrking i lys enn i mgrke. Vekstkurvene fra forsgkene er vedlagt
oppgaven, se vedlegg 5 og 6. Den oppgitte veksttemperaturen for vekst av Legionella
er mellom 25 °C og 42 °C (Fields, 2007), og dyrkningsforsgkene ble derfor utfgrt ved
vanlig romtemperatur for a vere innenfor dette temperaturomradet. Men heller ikke
ved denne temperaturen var det vekst av L. bozemanii pa O2-mediet tilsatt
cyanobakterier. Av den grunn ble det 1 stedet undersgkt om dyrkbarheten til L.

bozemanii endret seg ved tilsetning av cyanobakterier.

Prosjektet ble planlagt med utgangspunkt 1 Tison sitt forsgk (Tison et al., 1980), der
L. pneumophila hadde en doblingstid pa 2,7 timer. Undersgkelser av dyrkbarhet tar

imidlertid mye lenger tid. For forsgk 1 mgrket tok det opp mot 14 dager fogr det var



signifikant stgrre konsentrasjon av L. bozemanii pa O2-mediet tilsatt cyanobakterier

sammenlignet med dyrking pa O2-mediet uten tilsetninger.

Det mest pafallende resultatet viste seg a veere ulik dyrkbarhet i lys og mgrke.
Separate undersgkelser for a kunne sammenligne dyrkbarheten ved disse to
betingelsene, var mer arbeidskrevende enn det ville vert a undersgke vekst ved en

betingelse.

Da nye problemer dukket opp fgrte famlingen 1 startfasen av prosjektet til tidspress.
Kulturene med A. lemmermannii og M. aerugenosa fra norske innsjger dgde ut, og det
var da ikke tid til a vente pa at nye kulturer skulle vokse opp slik at forsgkene kunne

gjentas.

Nar forsgkene med tilseting av ekstrakter skulle gjentas, var det forurensning bade pa
0O2-mediet som skulle fungert som negativ kontroll og 1 de oppslammede prgvene.
Arsaken var at kulturen med L. bozemanii i dette tilfellet var forurenset. Det var ikke
tilgjengelige ekstrakter til a utfgre forsgket pa nytt, og ikke tid til a dyrke nye kulturer

som det kunne lages ekstrakter fra.

De ubekreftede resultatene av fgrste gjennomfgring av forsgk er presentert som
vedlegg til oppgaven, se vedlegg 1 til 4. P4 denne maten kan de bekreftes ved nye
undersgkelser. Utover dette har resultatene relativt liten verdi. Ingen av de

ubekreftede resultatene strider imidlertid mot konklusjonene i oppgaven.

Resultatene baserer seg pa dyrking av L. bozemanii pa O2-medium med og uten

tilsetning av to ulike stammer Planktothrix agardhii.

3.1.2 Dyrkbarheten til L. bozemanii

Antall celler av L. bozemanii ble bestemt ved a telle kolonier pa skaler, og fglgelig ble
bare kolonidannende enheter (cfu) regnet med. For hver maling er konsentrasjonen av

kolonidannende enheter 1 prgven beregnet (cfu/ml).
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De tilsatte cyanobakteriene fgrte til relativt liten endring 1 konsentrasjonen av L.
bozemanii sammenlignet med dyrking pa O2-medium uten tilsetning. Hvis
konsentrasjonen av prgven skulle blitt benyttet som sammenlignende enhet, ville sma
ulikheter 1 utgangskonsentrasjonen fgrt til skjevheter 1 sammenligningen. Det var mer
hensiktsmessig & sammenligne utbyttet av forsgkene. Utbyttet ble beregnet som
forholdet mellom konsentrasjonen av en prgve og utgangskonsentrasjonen for kolben,

som vist 1 ligningen:

provekonsentrasjon [cfu /ml ]

Utbytte = 100%

utgangskonsentrasjon [cfu /ml ]

Det ble ikke tatt hensyn til endringer av volumet til kulturen som fglge av prgvetaking

og fordampning, slik at volumet ble ansett som konstant.

En sammenfatning gis ved a sammenligne utbytte fra ulike dyrkningsforhold. I denne
sammenhengen er begrepet dyrkbarhet benyttet. Begrepet dyrkbarhet er innfgrt for a
fremheve at forsgkene er utfgrt som dyrkingsforsgk der bare kolonidannende enheter
er medregnet. Forholdene som gir hgyest utbytte, blir beskrevet som om de gker
dyrkbarheten til L. bozemanii. Ingen av forsgkene resulterte 1 vekst av L. bozemanii.
Okt dyrkbarhet er benyttet som betegnelse pa langsommere reduksjon av
konsentrasjonen til L. bozemanii sammenligning med andre forsgk og innebarer

saledes ikke vekst av organismen.

Det ble i innledningen nevnt at L. pneumophila kan ga inn i en innaktiv tilstand uten
evne til a danne kolonier ved utsaing pa BCYE-skaler, men at cellene deretter kan
reaktiveres av Acanthamoeba castellanii (s. 9 nederst). Det har derfor blitt sett pa som

spesielt viktig a skille mellom begrepene dyrkbarhet og overlevelse i denne oppgaven.

3.2 Virkning av lys pa dyrkbarheten til L. bozemanii

L. bozemanii viste seg a vaere en organisme som ble pavirket av lys nar den ble dyrket

pa naringsfattig O2-medium. Organismen var pavirket av lys selv nar fotosyntetiske



cyanobakterier ikke var tilsatt O2-mediet. Dette er illustrert i figur 3.2 (s.30).
Verdiene 1 figuren er hentet fra forsgk 1, mens forsgk 2 hadde omtrent tilsvarende
verdier. Kort oppsummert kan forsgkene beskrives pa fglgende mate:
Utgangskonsentrasjon av L. bozemanii var omkring 10° cfu/ml. Ved dyrking i mgrket
ble konsentrasjonen redusert til omkring 10*cfu/ml i Igpet av 3 til 5 dager.
Tilsvarende periode 1 lys, reduserte konsentrasjonen til omkring 10* cfu/ml. Tabell 3.1
(s.31) viser konsentrasjonen av L. bozemanii samt den prosentvise nedgangen i

dyrkbarhet for bade forsgk 1 og 2.

For a undersgke om forskjellen mellom resultatene fra lys og mgrke var signifikante,
ble ”Student’s T-test” utfgrt. Hypotesen (H,) som ble testet var at det ikke var
forskjellig dyrkbarhet i lys eller mgrke. Testen ble utfgrt ved & sammenligne
dyrkbarheten til L. bozemanii pa O2-medium etter 3 til 5 dagers dyrking i lys eller
mgrke. Den alternative hypotesen (Hu)var at dyrkbarheten for L. bozemanii var
redusert ved dyrking i lys sammenlignet med dyrking i mgrket. For alle forsgkene var
dyrkbarheten signifikant mer redusert 1 lys enn 1 mgrke (P <0,100), og P-verdiene for

de enkelte forsgkene er vist i tabell 3.1 (s. 31).

Det ble ikke funnet tilsvarende sammenheng mellom dyrkbarhet og belysning nar L.
bozemanii ble dyrket pa neringsrikt ACES-medium. Det var imidlertid vekst av L.
bozemanii i 4 av parallellene i mgrke og i en av parallellene i lys sa ogsa her var det

pa sett og vis best dyrkbarhet i mgrket.

Hvorvidt redusert dyrkbarhet pa naeringsfattig O2-medium skyldes at L. bozemanii
dgde ble ikke bestemt, men det ble foretatt en sammenligning av 4 prgver i
mikroskop. Cellene ble farget slik at levende organismer med hel cellemembran
fremstod som grgnne, mens dgde organsimer med skadet membran fremstod som
rgde. En visuell sammenligning av organismer i synsfeltet, gav inntrykk av at det var
like mange levende og dgde celler, uavhengig av om organismene var dyrket i lys
eller mgrke. Men dette er ikke tilstrekkelig undersgkt. Det er undersgkt for fa prgver,

og undersgkelsen er ikke tilstrekkelig til & si om organismen fortsatt er i live.



30

Legionella bozemanii dyrket pa O2-medium
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Tilsetning til O2-mediet:

Fig 3.2 Figuren er en grafisk fremstilling av lysets virkning pa dyrkbarheten til Legionella bozemanii
pa neeringsfattig O2 medium. Forsgkene ble utfgrt ved 25 °C med og uten tilsetning av
cyanobakterien Planktothrix agardhii. Det ble benyttet P. agardhii NIVA CYA 116 (P. ag -) som ikke
produserer mikrocystin, samt den mikrocystinproduserende stammen P. agardhii NIVA CYA 34

(P. ag +). @ Bakre sgyler representerer utgangskonsentrasjonen, B Midtre sayler representerer
konsentrasjonen etter 5 dagers dyrking i market, O Fremre sgyler representerer konsentrasjonen
etter 5 dagers dyrking i lys.



Tilsetning

til O2- Konsentrasjoenen av
Dagy mediet: L. bozemanii [cfu/ml] Utbytte T-test Signifikant
Dagg Dagx
Forsok 1 Lys 5 Ingen 1,1E+05 1,0E+03 0,89 %
Marke 5 Ingen 8,9E+04 2,1E+04 23,41 % P = 0,004 Ja
Lys 5 P.ag- 1,2E+05 1,0E+03 0,85 %
Marke 5 P.ag - 1,1E+05 2,9E+04 26,14 % P=0,1" Ja
Lys 5 P.ag+ 1,1E+05 1,1E+02 0,11 %
Marke 5 P.ag + 1,0E+05 3,5E+04 34,94 % P=0,1" Ja
Forsgk2 Lys 3 Ingen 2,1E+05 2,2E+03 1,04 %
Marke 4  Ingen 2,1E+05 1,4E+05 66,98 % P = 0,002 Ja
Lys 4 Poag- 2,7E+05 53E+03  1,99%
Marke 4 P.ag- 2,7E+05 1,1E+05 42,95 % P < 0,001 Ja
Lys 4 P.ag+  20E+05 15E+03  0,74%
Marke 4 Pag+ 2,0E+05 1,4E+05 69,20 % P = 0,002 Ja

Tab 3.11Lysets virkning pa dyrkbarheten til Legionella bozemanii. L. bozemanii ble dyrket pa O2-
medium med og uten tilsetning av Planktothrix agardhii. Forsgket ble utfgrt ved 25 °C.
Konsentrasjonen av L. bozemanii ble bestemt ved telling av kolonier pa BCYE (Buffered charcoal
yeast extract) —agarskaler. Utbyttet ble beregnet som prosent av utgangskonsentrasjonen i den
enkelte kolbe. T-testen ble utfart ved & sammenligne utbyttet etter 3 til 5 dagers dyrking i lys eller
marke. Hypotesen (Ho) var at det lyset ikke pavirket dyrkbarheten til L. bozemanii. Den alternative
hypotesen (HA) var at dyrkbarheten var lavere i lys enn i mgrke. Det er ulike pravedager for lys og
mearke i ett tilfelle, Forsgk 2 uten tilsetninger til O2-mediet. Dette farer til at verdiene som
sammenlignes er likere hverandre enn de ellers ville hvert, men dette har ikke avgjgrende betydning.
Utbyttet var signifikant laver i alle forsgkene utfart i lys sammenlignet med tilsvarende forsgk i marke.
Malingene ble utfart ved kolonitelling pa BCYE-skaler, og bare kolonidannende enheter er medregnet

i konsentrasjonen.
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3.3 Virkning av tilsatte cyanobakterier pa dyrkbarheten til
L. bozemanii

I neringsfattige omgivelser viste lys seg a vere av stgrre betydning for dyrkbarheten
til L. bozemanii, enn tilsetning av cyanobakterier. For a kunne avgjgre betydningen av
a tilsette cyanobakterier, ble forsgkene bare sammenlignet med andre forsgk utfgrt

under samme lysforhold.

3.3.1 Virkning av tilsatte cyanobakterier pa dyrkbarheten til L.
bozemanii dyrket i lys

L. bozemanii ble dyrket i lys ved 25 °C pa O2-medium med og uten tilsetning av P.
agardhii. Utgangskonsentrasjonen av L. bozemanii var omkring 1-10° cfu/ml, etter 5
dagers dyrking var utbyttet omkring 1-10* cfu/ml. Resultatene er grafisk fremstilt 1
figur 3.3.

Tilsetningen av den mikrocystinproduserende P. agardhii NIVA CYA 34 til O2-
mediet reduserte dyrkbarheten til L. bozemanii i fgrste forsgk, men viste seg a vere
uten betydning for dyrkbarheten ved gjentagelse av forsgket. I begge forsgkene var
det tilstrekkelig med forurensende bakterier pa BCYE-skalene til at antallet

L. bozemanii pa skalen sannsynligvis ble lavere enn det ville vert uten

forurensninger.

Tilsetning av den ikke mikrocystinproduserende P. agardhii NIVA CYA 116 viste 1
flere forsgk at tilsetningen ikke hadde signifikant pavirkning av dyrkbarheten av

L. bozemanii ved dyrking 1 lys.

Positiv kontroll av L: bozemanii pa ACES-medium ved dyrking i lys viste bare vekst

av L. bozemanii i 1 av totalt 6 kolber.

Ut fra disse resultatene kan det ikke avgjgres om P. agardhii hadde betydning for

dyrkbarheten til L. bozemanii.



Dyrkbarheten til Legionella bozemanii pa 02-medium tilsatt levende
Planktothrix agardhii, dyrket i lys
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Fig 3.3a Dyrkbarheten av L. bozemaniii lys ved 25 °C pa O2-medium med og uten tilsetning av
cyanobakterien P. agardhii: —— uten tilsetning av cyanobakterier, —*— tilsetting av P. agardhii NIVA
CYA 34 (P.ag +) som kan produsere mikrocystin, tilsetting av P.agardhii NIVA CYA 116

(P.ag -) som ikke produserer mikrocystin. Utgangskonsentrasjonen av L. bozemanii var omkring 10°
cfu/ml og utbyttet var omkring 10° cfu/ml etter 5 dagers dyrking. Konsentrasjonen av L. bozemanii ble
beregnet ved telling av kolonier pa BCYE (Buffered charcoal yeast extract) —agarskaler. Utbyttet ble
beregnet som prosent av utgangskonsentrasjonen i den enkelte kolbe. Hver linje i figuren
representerer 3 paralleller, og standardavviket er vist med loddrette linjer. Skalene med praver av L.
bozemanii dyrket pa O2-medium tilsatt P. ag +, hadde rik vekst av forurensende bakterier. Positiv

kontroll paA ACES-medium viste bare vekst av L. bozemaniii 1 av 3 paralleller.

Dyrkbarheten til Legionella bozemanii pa 02-medium tilsatt levende
Planktothrix agardhii, dyrket i lys, gjentatt forsgk

100 %
10/°,

0 % -

Utbytte L. bozemanii
0
QD
Q
+

0 O/O I T T T T T
Dager
Fig 3.3b En gjentagelse av forsgket i fig a. | dette forsgket var det ikke vekst av L. bozemanii i positiv
kontroll.

Fig 3.3 a og b: Resultatene i de to gjentatte forsgkene viste ikke det samme, og det kan ikke
avgjeres om dyrkbarheten til L. bozemanii pa O2 medium pavirkes ved tilsetning av P. agardhii.
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3.3.2 Virkning av tilsatte cyanobakterier pa dyrkbarheten til L.
bozemanii dyrket i morke

L. bozemanii ble dyrket i mgrke ved 25 °C pa O2-medium med og uten tilsetning av
P. agardhii. Utgangskonsentrasjonen av L. bozemanii var omkring 1-10° cfu/ml.
Utbyttet etter 20 dagers dyrking pa O2-medium tilsatt P. agardhii, var omkring
1-10* cfu/ml. Samtidig var utbyttet pa O2-mediet uten tilsetning redusert til

10” cfu/ml.

Resultatene er fremstilt i figur 3.4 (s. 35). Det fremgar av figuren at utbyttet pa O2-

mediet tilsatt cyanobakterier var hgyere enn pa O2-mediet uten slik tilsetning.

For a avgjgre hvorvidt tilsetningen av cyanobakterier var av signifikant betydning for
verdien av utbyttet, ble ”Student’s T-test” utfgrt 1 Sigmaplot 11.0. Hypotesen (Hy)
som ble testet var at tilsetning av cyanobakterier var uten virkning pa dyrkbarheten til
L. bozemanii. Den alternative hypotesen (H,) har vert at tilsetning har fgrt til endret
dyrkbarhet. Verdiene som ble sammenlignet kom som hovedregel fra prgver som var
tatt samtidig, men i noen fa tilfeller er det sammenlignet verdier fra prgver som var
tatt 2 pafglgende dager. I disse tilfellene ble prgver med antatt lavest utbytte, tatt
dagen fgr andre prgver. Dette fgrte til at verdiene som ble sammenlignet ble noe

likere hverandre enn de ellers ville vert.

Tabell 3.2 (s. 36-37) viser verdiene for de enkelte prgvene. Resultater med P > 0,1 er

oppgitt som ingen signifikant endring 1 dyrkbarhet, i motsatt fall er P-verdien oppgitt.
I hovedsak viste det seg at tilsetning av P. agardhii gav signifikant hgyere utbytte dag
14 til 20.

Skalene med prgver av L. bozemanii dyrket pa O2-medium tilsatt P. agardhii NIVA
CYA 34, hadde tilstrekkelig vekst av forurensende bakterier pa skalene til at dette kan

ha pavirket resultatet.



Dyrkbarheten til Legionella bozemanii pa O2-medium tilsatt levende
Planktothrix agardhii, dyrket i morke
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Fig 3.4a Dyrkbarheten til L. bozemaniived 25 °C i market, dyrket pa O2 medium med og uten
tilsetning av cyanobakterien P. agardhii: —— uten tilsetning av cyanobakterier, —— tilsetning av P.
agardhiiNIVA CYA 34 (P.ag +) som kan produsere mikrocystin, —®— tilsetning av P. agardhii NIVA
CYA 116 (P.ag -) som ikke produserer mikrocystin. Hver linje i figuren representerer 3 paralleller, og
standardavviket er vist med loddrette linjer. Positiv kontroll av L. bozemanii pA ACES-medium viste
vekst for bare 1 av 3 paralleller. Konsentrasjonen av L. bozemanii ble bestemt ved telling av kolonier
pa BCYE (Buffered charcoal yeast extract) — agarskaler. Utbyttet ble beregnet som prosent av
utgangskonsentrasjonen i den enkelte kolbe. Tilsetning av P. ag + farte til vekst av forurensende
bakterier pa skalene, og dette kan ha pavirket resultatet.
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3.4b En gjentagelse av forsgket i fig a. Den positive kontrollen p4& ACES-medium hadde vekst i alle 3

paralleller.

Fig 3.4a og b: Resultatene i de to gjentatte forsgkene viste at utbyttet av L. bozemanii pa O2-medium

var hgyere med tilsetning av levende P. agardhii.
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Tilsetning
til O2- Konsentrasjoenen av Signifikant
Dagy mediet: L. bozemanii [cfu/ml] Utbytte T-test pavirkning?
Dagp Dagx
Forsak
1 5 Ingen 8,9E+04 2,1E+04 23,30 %
5 P.ag + 1,0E+05 3,5E+04 34,10 % P =0,238 Nei
5 P. ag - 1,1E+05 2,9E+04 26,19 % P =0,543 Nei
10 Ingen 8,9E+04 1,3E+04 14,2 %
Signifikant
10 P.ag+ 1,0E+05 5,0E+03 4,8 % P = 0,026 darligere
10 P.ag- 1,1E+05 1,5E+04 13,6 % P =0,839 Nei
Forsak
2 4 Ingen 2,1E+05 1,4E+05 67,0 %
4 P.ag + 2,0E+05 1,4E+05 69,2 % P =0,874 Nei
4 P. ag - 2,7E+05 1,1E+05 42,9 % P = 0,061 Nei
11 Ingen 2,1E+05 1,0E+04 4,8 %
11 P.ag+ 2,0E+05 3,6E+03 1,8 % P=0,129 Nei
11 P.ag- 2,7E+05 1,5E+04 5,5 % P = 0,680 Nei

Tab 3.2a Dyrkbarheten til Legionella bozemanii ved 25 °C i mgrket de farste 11 dagene forsgket
pagikk (de neste dagene er vist i tabell b). L. bozemanii ble dyrket pa naeringsfattig O2-medium.
Dyrkningsmediet ble tilsatt to ulike stammer av cyanobakterien Planktothrix agardhii. P. agardhii NIVA
CYA 34 (P. ag +) produserer mikrocystin. P. agardhii NIVA CYA 116 (P. ag -) produserer ikke
mikrocystin. Hypotesen (H,) som ble testet var at tilsetning av cyanobakterier ikke endret
dyrkbarheten til L. bozemanii. Den alternative hypotesen (H,) var at tilsetning av cyanobakterier fgrte
til endret dyrkbarhet. Virkningen av cyanobakterier er ansett som ikke signifikant for P = 0,1. Tabellen
viser at tilsetning av cyanobakterier hadde liten virkning pa dyrkbarheten til L. bozemanii frem til dag
11. Tilsetning av P. ag + medfarte vekst av forurensende bakterier p& skalene, og dette kan ha
pavirket resultatet.” Testet med Mann-Whitney Rank Sum test og ikke T-test p& grunn av hgy

varians.



Tilsetning

Konsentrasjoenen av

til O2- Legionella bozemanii Signifikant
Dagy mediet: [cfu/ml] Utbytte T-test pavirkning?
Dagp Dagx
Forsgk

1 14  Ingen 8,9E+04 1,4E+02 0,2 %
14 P.ag+ 1,0E+05 6,0E+03 5,8 % P = 0,036 Ja
14 P.ag- 1,1E+05 9,8E+03 9,0 % P =0,01 Ja
20 Ingen 8,9E+04 1,3E+02 0,1%
20 P.ag+ 1,0E+05 3,2E+03 3,1 % P = 0,051 Ja
20 P.ag- 1,1E+05 4,4E+03 41 % P = 0,007 Ja
26 Ingen 8,9E+04 2,2E+01 0,03 %
26 P.ag+ 1,0E+05 2,5E+03 2,4 % P = 0,031 Ja
26 P.ag- 1,1E+05 1,7E+03 1,6 % P =0,003 Ja

Forsgk

2 18 Ingen 2,1E+05 1,2E+02 0,1 %
19 P.ag+ 2,0E+05 1,0E+03 0,5 % P =0,100 Ja
19 P.ag- 2,7E+05 2,1E+03 0,8 % P < 0,001 Ja
25 Ingen 2,1E+05 5,0E+00 0,0 %

Ikke

26 P.ag+ 2,0E+05 4 9E+02 0,2 % P=0,143 signifikant
26 P.ag- 2,7E+05  4,5E+02 0,2 % P =0,100 Ja

Tab 3.2b. Dette er en fortsettelse av tabell a og viser siste halvdel av forsgkene, dvs dag 14 til 26. T-
testen er i noen tilfeller utfart ved sammenligning av praver fra 2 pafalgende dager. Dette farer til at
verdiene som sammenlignes er likere hverandre enn de ellers ville hvert. Virkningen fra
cyanobakterier er oppgitt som ikke signifikant for P = 0,1. Etter tilsetning av levende cyanobakterier,
ble dyrkbarheten til L. bozemanii signifikant hayere enn uten slik tilsetning for dag 14 til 20. * Testet
med Mann-Whitney Rank Sum test og ikke T-test pa grunn av hgy varians.
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4. Diskusjon

4.1 Drgfting av metode

4.1.1 Positiv kontroll av evne til vekst for L. bozemanii.

For i stgrst mulig grad a etterligne lokale forhold, ble forsgkene utfgrt ved 25 °C som
er regnet som den nedre temperaturgrensen for vekst av Legionella. Det viste seg
imidlertid at veksten av organismen var varierende ved denne temperaturen. Dette ble
avdekket nar organismen ble dyrket pa neringsrikt ACES-medium ved 25 °C, som

positiv kontroll.

Ved 37 °C vokste imidlertid organismen som forventet til et utbytte pA minimum

10’ cfu/ml. Vanskelighetene oppstod nér cellen ble dyrket ved 25 °C. Da viste den
positive kontrollen vekst i bare halvparten av kolbene. Andre vekstforsgk utfgrt med
L. pneumophila ved 25 °C, er publisert uten at dette problemet er nevnt (Soderberg et
al., 2004). For L. bozemanii finnes det imidlertid ikke dokumentert vekstforsgk ved
25 °C. Varierende vekst av organismen pa ACES-medium ved 25 °C, kan muligens

skyldes at arten oppf@rer seg annerledes enn L. pneumophila.

For lignende forsgk kan igangsettes ved 25 °C, vil det vere avgjgrende og viktig a
finne frem til en bakteriestamme med stabil vekst ved denne temperaturen. I vart
tilfelle gjorde tidsbegrensning at forsgkene ble gjennomfgrt med den tilgjengelige

stammen.

Vekst av L. pneumophila ved 25 °C var i det tidligere nevnte forsgket til Soderberg
beregnet ut fra OD-malinger (Soderberg et al., 2004), og evnen til kolonidannelse ble
ikke bestemt. Dersom forsgket med L. bozemanii ogsa hadde omfattet OD-maling,
ville det veert enkelt a sammenligne veksten i de to artene. Sa lenge L. bozemanii

dyrkes pa ACES-medium og ikke sammen med cyanobakterier er dette en enkel
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maling a gjgre. Det kan derfor vaere hensiktsmessig a utfgre slike malinger hvis

forsgket gjentas

4.1.2 Forurensing ved dyrking pa ACES-medium

Nar organismen ble dyrket pa ACES-medium, matte enkelte kolber forkastes pa grunn
av forurensning. Prgvetaking fra alle kolbene i forsgket ble utfgrt pa laboratoriebenk
og ikke 1 avtrekkskap. Dette ble gjort av praktiske hensyn. Hvis et lignende arbeid
skal iverksettes, vil det vaere a anbefale at arbeidet planlegges slik at i alle fall prgver

fra kulturene med ACES-medium tas 1 avtrekkskap.

4.1.3 Bestemmelse av dyrkbarheten til L. bozemanii

Det ble gjort forsgk for a bestemme veksten av L. bozemanii ved OD-malinger. Et
problem i den forbindelse var imidlertid at bade cyanobakteriene og pigmenter fra
L. bozemanii pavirket malingen. A bestemme vekst ved hjelp av OD var derfor ikke

mulig.

Dyrkbarheten av L. bozemanii ble malt ved utsaing av prgver pa BCYE-skaler. Nar
vekst blir malt ved metoder uten utsaing, som for eksempel RT-PCR, er utbyttet som
pavises hgyere enn ved dyrking av kolonier pa BCYE-skaler. Dette skyldes bade at
maleverdien generelt er hgyere for metoder som er uavhengige av dyrking, og at det
er hemmende vekst av andre bakterier pa skalene, samt at Legionella kan ga inn i en
inaktiv tilstand (Hussong et al., 1987; Wellinghausen et al., 2001). For

L. pnaumophila er det vist at dyrkbarhet 1 n@ringsfattig miljg og overgang til en
inaktiv tilstand blant annet har en sammenheng med innholdet av reservestoff (James
etal., 1999). 1 tillegg er det vist av L. pneumophila kan reaktiveres fra innaktiv
tilstand ved hjelp av Acanthamoeba castellanii (Steinert et al., 1997). Det kan derfor
synes som det ved omtale av Legionella er spesielt viktigere a skille mellom
begrepene dyrkbarhet, konsentrasjon og overlevelse. Metoden var ikke egnet til a

bestemme overlevelse, og derfor ble bare dyrkbarheten til organismen bestemt.



Utsaing av prgver for a bestemme dyrkbarhet var tidkrevende. I utgangspunktet ble L.
bozemanii dyrket i 24 ulike kolber i forbindelse med hvert forsgk. Forsgkene matte
senere gjentas. For hver kolbe ble det pa prgvedagene som hovedregel tatt bare en
prove. Prgven ble deretter fortynnet etter behov. Sett i sammenheng med at cellene
kan ga inn i tilstander som ikke danner kolonier pa BCYE-skal, kan det vare grunn til

a vurdere andre metoder som supplement eller i stedet for utsaing.

4.1.4 Pavirkning av heterotrofe bakterier.

Cyanobakteriene som ble benyttet 1 arbeidet var ikke renkulturer. Av den grunn ble
det oppvekst av en del heterotrofe bakterier pa skilene med det naringsrike BCYE-
mediet. Dette kan ha hatt noe innvirkning pa resultatet. Hvis forsgket utfgres med
cyanobakterier som er i renkultur, eller med cyanobakterier der de medfglgende
heterotrofe bakteriene ikke vokser som forurensninger pa BCYE, kan metoden brukes
til a sammenligne virkningen av ulike cyanobakterier. Tidsrammen for oppgaven ga
dessverre ikke rom til a finne frem til slike kulturer. Forsgkene som ble utfgrt med
vekst pa skaler, var derfor bare egnet til & avdekke om ulike vekstforhold fgrte til

endret dyrkbarhet.

Figur 3.4 (s. 35) viser at det var en liten gkning i1 dyrkbarheten til L. bozemanii etter
tilsetning av cyanobakterier til det naringsfattig mediet. Fordi kulturene med
cyanobakterier ogsa inneholdt en rekke heterotrofe bakterier, kunne disse ogsa ha
betydning for resultatet uten at dette er undersgkt. Det er tidligere vist et eksempel pa
at en heterotrof bakterie har stimulert vekst av L. pneumophila. Et kjennetegn pa
Legionellaceae er at de ikke vokser pa laboratoriemedier uten tilsetning av L-cystein.
Det er imidlertid vist at L. pneumophila kan vokse pa medium uten tilsatt L-cystein i
narver av Flavobacterium breve (Wadowsky et al., 1983). Analyse av 16S rRNA
viste at F. breve ikke var blant de heterotrofe bakteriene 1 mine forsgk. Det kan
likevel vere at andre heterotrofe bakterier har hatt betydning uten at dette har blitt
undersgkt. I verste fall kan dette ha narret oss til & anta at cyanobakterier hadde

betydning uten at dette er tilfelle ("lurking variable”). Som figur 3.4 (s. 35) viser, var
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det imidlertid bare en liten gkning i dyrkbarheten til L. bozemanii ved tilsetning av
cyanobakteriekulturene til det naringsfattige mediet. Fordi den samlede virkningen av
bade cyanobakterier og heterotrofe bakterier var liten, ble ikke betydningen av
heterotrofe bakteriene undersgkt. Slike undersgkelser lot seg heller ikke gjennomfgre

innenfor rammene for denne oppgaven

4.2 Qverlevelsen av L. bozemanii

Resultatene viste en gradvis reduksjon av dyrkbarhet pa naringsfattig medium, se
figur 3.3 og 3.4 (s. 33 og 35). Det er tidligere vist at L. pneumophila dyrket 1
na@ringsfattige omgivelser, kan ga inn i en inaktiv tilstand hvor cellen ikke vokser pa
BCYE-skaler (Steinert et al., 1997). Dette kan vare arsaken til nedgangen i
dyrkbarhet. Cellene kan saledes ha vert levende, men ikke kolonidannende. De
utfgrte undersgkelsene av fargede L. bozemanii i mikroskop tyder pa dette. Ytterlige
undersgkelser 1 mikroskop eller celleteller ville gitt mer informasjon om organismens
tilstand. Undersgkelser med tilsetning av amgben Achanthamoeba castellanii til
inaktive celler av L. pneumophila, har vist at inaktive celler kan reaktiveres (Steinert
et al., 1997). Tilsetning av A. castellanii kunne veart forsgkt for a undersgke om
organismen lot seg reaktivere. Tidsrammen tillot imidlertid ikke bestemmelse av

organismens overlevelse.

4.3 Drafting av resultater

4.3.1 Ingen vekst av L. bozemanii

Det er tidligere vist at L. pneumophila kan formere seg ved intracellulaer vekst 1
protozoer(Declerck et al., 2007; Fields, 1996; Rowbotham, 1980). Med bakgrunn 1 L.
pneumophila sin tilpasning til protozoer beskrev Fields 1 1996 at bakterien i naturen
formerte seg sa a si utelukkende i protozoer(Fields, 1996). Denne artikkelen tok det

for gitt at L. pneumophila var avhengig av intracellular vekst for a formere seg i



naturen uten a ta i betraktning resultatene i Tison sin artikkel (Tison et al., 1980).
Bgker, artikler og nettressurser har etter dette 1 all hovedsak betraktet intracellulaer
formering som det naturlige for Legionella, og eksempler pa dette er gitt i fglgende
referanser (Foundation for Water Research, 2001; Hoffman et al., 2007; Isberg et
al., 2009; Molmeret et al., 2007; Molmeret et al., 2004)

Forsgkene i mitt arbeid viste ingen vekst av L. bozemanii nar cyanobakterier ble tilsatt
det neringsfattige O2-mediet. Det var utelukkende prokaryote celler som ble tilsatt,
verken protozoer eller andre eukaryote celler. Undersgkelsene var saledes bare egnet
til a avdekke ekstracelluler vekst av L. bozemanii. Med unntak av Tison sitt forsgk
med cyanobakterier (Tison et al., 1980), er det ikke rapportert om ekstracellular vekst
av Legionella under forhold som minner om det vi kan finne i naturen. Fra
laboratorieforsgk er Legionella kjent for a ha strenge naringskrav. Organismen

vokser i renkultur bare pa neringsrike laboratoriemedier (Barker et al., 1986).

Det kan trekkes frem en rekke argumenter for at Legionella pavirkes av protozoer:
Det er vist at L. pneumophila kan reaktiveres fra innaktiv tilstand ved hjelp av
Acanthamoeba castellanii (Steinert et al., 1997)Ved utbrudd av Legionarsyken er
amgber og Legionella isolert fra samme infeksjonskilde. Under vanskelige forhold,
dvs. hgy temperatur, lav pH, hgy osmolaritet, UV-bestraling, behandling med biocider
eller antibiotika eller ved gjentatt frost og tining, er det vist at protozoer gir

beskyttelse til Legionella (Borella et al., 2005; Molmeret et al., 2007).

Det er ikke kjente vekstforsgk med dyrking av Legionella, cyanobakterier og
protozoer i samme kultur: Bade Legionella og rester av cyanobakterier er imidlertid
pavist intracellulert i amgber fra slektene Acanthamoeba og Naegleria, men ikke

samtidig eller 1 samme forsgk (Fields, 2007; Wright et al., 1981; Xinyao et al., 2006)

Dersom L. bozemanii i naturen er avhengig av protozoer for a vokse, forklarer dette
den manglende veksten. Tilsetning av protozoer kunne derfor muligens pavirket

resultatet.
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Hvis L. bozemanii er avhengig av protozoer for vekst i naturen, kan det tilsynelatende
virke problematisk a forklare resultatene i Tison sitt forsgk (Tison ef al., 1980).
Forsgket til Tison ble imidlertid utfgrt med andre bakteriearter og ved andre
vekstforhold, enn det som ble benyttet i arbeidet med denne oppgaven. Hos Tison ble
cyanobakterien Fisherella isolert fra samme omrade som Legionella pneumophila.
Dette omradet var oppvarmet av kjglevann fra kjernefysisk industri. Bade den
termofile Fisherella og L. pneumophila taler forholdsvis hgye temperaturer. Tison
kunne derfor dyrket forsgket ved 45 °C. Saledes er forsgket med Fisherella uegnet for
a si noe om forhold som tilsvarer de vi kan finne i norsk natur. Resultatene i denne
mastergradsoppgaven er derfor heller ikke egnet til a sa tvil om resultatene fra Tison
sitt arbeid. Det kan muligens likevel vare pa sin plass a nevne at forurensning kan ha
hatt innvirkning pa resultatene til Tison. Bakteriene som han benyttet, var isolert fra et
omrade som hadde vert benyttet til produksjon kjernefysisk vapen og atomkraft i mer

enn 30 ar (United States Department of energy, 2010a)

4.3.2 Hoyere dyrkbarhet av L. bozemanii ved tilsetning av
cyanobakterier til naeringsfattig medium.

Resultatene fra dyrking i mgrket viste at tilsetning av cyanobakterier pavirket
dyrkbarhet for L. bozemanii, se fig 3.4 (s. 35). Riktignok var veksten upavirket av
cyanobakteriene 1 den fg@rste fasen av forsgket, men etter omkring 14 dager resulterte
cyanobakteriene 1 gkt dyrkbarhet for L. bozemanii. I neringsfattige omgivelser danner
L. pneumophila reservestoffet poly-p- hydroxybutyrate, og redusert niva av dette
lipidet henger sammen med redusert dyrkbarhet (James et al., 1999). Ved oppstart av
forsgk ble L. bozemanii overfort direkte fra ACES-mediet til det naringsfattige O2-
mediet, uten a bli sultet. Tilgjengelige naeringsstoffer fra cyanobakteriene, kan ha fgrt
til redusert forbruk av lagret reservestoff, og dette kan vare forklaringen pa den

registrerte innvirkningen fra cyanobakteriene, vist i fig. 3.4.



4.3.3 Hoyere dyrkbarhet av L: bozemanii i mgrke

Resultatet viste at lys hadde stgrre betydning enn tilsetning av cyanobakterier, se figur
3.2 (s. 30). Det virket derfor som om pavirkningen fra lyset ikke var en fglge av

fotosyntesen hos cyanobakteriene, men i stedet virket direkte pa organismen.

Allerede 1 1906 viste Wheeler at Salmonella typhi overlevde lenger 1
laboratorieforsgk 1 mgrke enn i lyset (Wheeler, 1906). Wheeler utfgrte sitt forsgk 1 det
han kalte "diffused daylight”, og bakteriene var ikke utsatt for direkte sollys. Fujioka
viste senere at tarmbakterier i1 sjgvann reduseres av den synlige delen av lyset, men
denne effekten avtok nar bakteriene ble dyrket i ferskvann (Fujioka et al., 1981).
Saltkonsentrasjon 1 O2-mediet var mindre enn 1 %, mot 3,5 % for sjgvann.
Undersgkelse av Escherichia coli 1 ferskvann har imidlertid vist at lys reduserte

dyrkbarheten (Whitman et al., 2004).

L. pneumophila danner legiolysin som beskyttelse mot lys. Dette er et protein som
forarsaker at kulturene med L. bozemanii blir brune i slutten av stasjonarfasen og som
ogsa gjgr koloniene fluoriserende (Wintermeyer et al., 1991). Celler med fungerende
gen for dette proteinet (Lly") virker tiln&rmet upavirket av lys ved dyrking p4 et
medium kalt GC-FC kraft (Steinert et al., 1995; Wintermeyer et al., 1991). Det er
mulig at syntesen av legiolysin kan kreve stoffer som cellen ikke har tilgang gang til 1
neringsfattige omgivelser. Som tidligere nevnt er det i n@ringsfattige omgivelser
sammenheng mellom nivaet av reservestoff og dyrkbarhet for L. pneumophila (James
et al., 1999) Det er derfor mulig at beskyttelsen mot lys, medfgrer forbruk av

reservestoff som igjen fgrer til ulik dyrkbarhet.

4.4 Konklusjon

Cyanobakterien Planktothrix agardhii hadde ikke virkning pa vekst av L. bozemanii,
men 1 mgrket forte tilsetning av P. agardhii til gkt dyrkbarhet for L: bozemanii,

sammenlignet med dyrkbarheten uten denne tilsetningen. Dette er vist i fig 3.4.
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En av hensiktene med arbeidet har vart a undersgke hvordan Legionella vokser under
forhold som gjenspeiler forholdene lokalt i Norge. Den radende oppfatning er at
Legionella er avhengig av protozoer for a vokse i naturlige omgivelser. Det er
ingenting i resultatene som strider mot dette. Oppgaven har imidlertid ikke omfattet
undersgkelse av vekst i eller i nervar av protozoer. Pa bakgrunn av undersgkelser fra
andre land, er det likevel rimelig & anta at Legionella vokser som intracelluler parasitt

i protozoer ogsa under norske forhold.

4.5 Videre undersgkelser

Det ville vare interessant a gjenta noen av forsgkene med tilsatte protozoer. Slike
forsgk kan da avdekke hvorvidt oppblomstring av cyanobakterier (vannblomst)

pavirker konsentrasjonen av Legionella i vannet.

Pagaende undersgkelser ved FHI tyder pa at roere som trener i norske innsjger, blant
annet Arungen, har et forhgyet niva av antistoffer mot Legionella (Hans Utkilen,
muntlig overlevering). FHI tar ménedlige vannprgver i Arungen og kontrollerer disse
for Legionella ved dyrkningsforsgk. Samtidig overvakes innsjgen for oppblomstring
av cyanobakterier. En oppblomstring av cyanobakterier kan medfgre gkt antall
protozoer, som beskrevet blant annet i boken Freshwater Microbiology (Sigee, 2009).
@kt konsentrasjon av protozoer kan i sin tur bedre mulighetene for vekst av
Legionella (Fields, 2007) Dersom de pagaende undersgkelsene utvides slik at man
ogsa kontrollerer vekst av protozoer i innsjgen, kan eventuelle ssmmenhenger mellom
pavist Legionella, oppblomstringer av cyanobakterier og vekst av protozoer
analyseres. Det ville ogsa vere interessant a undersgke om det er en sammenheng
mellom nivaet av antistoffer mot Legionella hos roere, og konsentrasjonen av

protozoer i innsjger der de trener.

Fordi Legionella kan opptre i tilstander som ikke er kolonidannende, ville det vare
interessant a utvide undersgkelsene. Hvis de utvides til a omfatte bade metoder som

innebarer utsaing og kolonidannelse pa skal samt ikke-dyrkbare metoder, kan slike



undersgkelsene avdekke om innsjgen inneholder et reservoar av ikke dyrkbare
Legionellaceae 1 tillegg til de som kan avdekkes ved dyrkning. Metoder som kan
benyttes for a avdekke et slikt reservoar er for eksempel RT-PCR (Real-time

Polymerase chain reaction) og DGGE (Denaturing gradient gel electrophoresis).

Resultatene 1 oppgaven viste at L. bozemanii hadde hgyere dyrkbarhet 1 mgrke
sammenlignet med lyset, se figur 3.2 (s. 30). En forelgpig undersgkelse antydet som
nevnt 1 avsnitt 3.2, at organismen hadde samme overlevelse i lys og mgrke.
Menneskelagede installasjoner er hovedarsaken til smitte av legionellose. Det er som
regel mgrkt inne i installasjonene. Pa bakgrunn av dette vil det vere nyttig a gjgre
nermere undersgkelser av ulike egenskaper for L. bozemanii og andre Legionellaceae

1 lys og mgrke.
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Vedlegg

Al

5. Vedlegg

Vedlegg 1
5.1.1 Virkning av tilsetning av levende cyanobakterier pa

dyrkbarheten til L. bozemanii dyrket i lys

Tilsetning
til O2- Konsentrasjoenen av Signifikant
Dagx Mmediet: L. bozemanii [cfu/ml] Utbytte T-test pavirkning?
Dagg Dagx
5 A lem- 9,9E+04 1,2E+03 1% P>0,1 Nei
5 M. aeru- 9,9E+04 2,4E+03 2% P =0,003 Ja
5 Ingen 1,6E+05 1,0E+03 1%
11 A. lem - 9,9E+04 1,7E+01 0%
11 M. aeru - 9,9E+04 2,3E+02 0%
10 Ingen 1,6E+05 1,0E+00 0 %

Tab V1 Legionella bozemanii dyrket pa neeringsfattig O2-medium ved 25 °C i lys. Forsgket er tilsatt
levende celler av cyanobakteriene Anabaena lemmermannii NIVA CYA 298
(A. lem -) og Microcystis aerugenosa NIVA CYA 228/1 (M. aeru -). Ingen av disse cyanobakteriene
produserer mikrocystin. Tilsetning av cyanobakteriene farte til gkt dyrkbarhet for L. bozemanii ved
tilsetning av M. aerugenosa. . Forsgket ble ikke gjentatt da kulturene med cyanobakterier dade ut.
Selv om M. aerugenosa NIVA CYA 228/1 viste seg & pavirke dyrkbarheten til L. bozemanii, er ikke
dette forsgket alene nok til 4 avgjere M. aerugenosa sin betydning. Det ble ogsa forgkt & dyrke L.
bozemanii pa O2-medium tilsatt Anabaena lemmermannii NIVA CYA 438, men skalene var uten vekst

av L. bozemanii og overgrodd av forurensende bakterier.



A2 Vedlegg

Dyrkbarheten til L. bozemanii pa 02-medium i lys med og uten
tilsetning av levende cyanobakterier

100 %
g
©
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Fig V1 Grafisk fremstilling av verdiene i tabell V1.

Dyrkbarheten til L. bozemanii dyrket ved 25 °C i lys pa O2 medium med og uten tilsetning av
cyanobakterier. —'— uten tilsetning, —*— tilsetning av Microcystis aerugenosa NIVA CYA 228/1 som
kan produsere mikrocystin, tilsetning av Anabaena lemmermannii NIVA CYA 298 som ikke
produserer mikrocystin. Konsentrasjonen av L. bozemanii ble beregnet ved telling av kolonier pa BCYE
(Buffered charcoal yeast extract) -agarskaler, og dyrkbarhet beregnet som prosent av
utgangskonsentrasjonen i den enkelte kolbe. Hver linje i figuren representerer 3 paralleller, og
standardavviket er vist med loddrette linjer. Forsgket ble ikke gjentatt da kulturene med cyanobakterier
dode ut. Det ble ogsa forgkt & dyrke L. bozemanii pa O2-medium tilsatt Anabaena lemmermannii NIVA
CYA 438, men skalene var uten vekst av L. bozemanii og overgrodd av forurensende bakterier.



Vedlegg A3

Vedlegg 2

5.1.2 Virkning av tilsetning av ekstrakter av dode cyanobakterier pa
dyrkbarheten til L. bozemanii dyrket i lys

Tilsetning
il O2- Konsentrasjoenen av Signifikant
Dagy mediet: L. bozemanii [cfu/ml] Utbytte T-test pavirkning?
Dag Dagy
3 M. aeru + 2,4E+05 1,2E+04 5% P = 0,007 Ja
3 M. aeru - 3,6E+05 5,6E+03 2% P>0,1 Nei
3 P. ag - 2,2E+05 4,8E+04 22 % P =0,011 Ja
3 P. ag + 2,3E+05 1,5E+04 7 % P = 0,001 Ja
3 Ingen 2,1E+05 2,2E+03 1%
10 M. aeru + 2,4E+05 3,0E+01 0%
10 M. aeru - 3,6E+05 2,0E+03 1%
10 P. ag - 2,2E+05 1,8E+02 0 %
10 P. ag + 2,3E+05 1,5E+01 0 %
10 Ingen 2,1E+05 1,0E+00 0 %

Tab V2 Legionella bozemanii dyrket pa neeringsfattig O2-medium ved 25°C i lys. Forsgket er tilsatt
ekstrakter av dode celler fra cyanobakterier. Det ble benyttet ekstrakt av Microcystis aerugenosa PCC
7806 (M. aeru +), M. aerugenosa PCC 7806 mcyB + (M. aeru -), Ekstrakt av Planktothrix agardhii NIVA
CYA 116 ( P. ag -) og P. agardhii NIVA CYA 34 (P. ag +) Cyanobakterier merket med '+’ kan
produsere microcystin. Cyanobakterier merket med '’ produserer ikke mikrocystin. Tilsetning av
cyanobakteriene fgrte til gkt dyrkbarhet for L. bozemanii ved tilsetning av P. agardhii samt ved
tilsetning av den mikrocystinproduserende stammen til M. aerugenosa. Forsgk 2 var dessverre

forurenset og gav ikke resultat.



A4 Vedlegg

Dyrkbarheten til L. bozemanii pa O2-medium med og uten tilsetning av ekstrakt fra
dode cyanobakterier i lys
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Fig. V2a Grafisk fremstilling av verdiene i tabell V2

Dyrkbarheten til Legionella bozemaniii lys ved 25 °C p& O2-medium med og uten tilsetning av
ekstrakter av dede Planktothrix agardhii: —— uten tilsetning, —#— tilsetning av P. agardhii NIVA CYA
34 som kan produsere mikrocystin, tilsetning av P. agardhii NIVA CYA 116 som ikke produserer
mikrocystin. Konsentrasjonen av L. bozemanii ble beregnet ved telling av kolonier pa BCYE (Buffered
charcoal yeast extract) -agarskaler, og dyrkbarhet beregnet som prosent av utgangskonsentrasjonen i
den enkelte kolbe. Hver linje i figuren representerer 3 paralleller, og standardavviket er vist med

loddrette linjer.

Dyrkbarheten til L. bozemanii pa 02-medium i lys med og uten
tilsetning av ekstrakter fra dode cyanobakterier
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Fig. V2b Dyrkbarheten til Legionella bozemaniiilys ved 25 °C pa O2-medium med og uten tilsetning
av ekstrakter av Microcystis aerugenosa: —— uten tilsetning, —— tilsetning av M. aerugenosa PCC
7806 som kan produsere mikrocystin, tilsetning av M. aerugenosa PCC 7806 mcB-= som ikke
produserer mikrocystin. Konsentrasjonen av L. bozemanii ble beregnet ved telling av kolonier pa BCYE
(Buffered charcoal yeast extract) -agarskaler, og dyrkbarhet beregnet som prosent av
utgangskonsentrasjonen i den enkelte kolbe. Hver linje i figuren representerer 3 paralleller, og

standardavviket er vist med loddrette linjer.



Vedlegg

Vedlegg 3

5.1.3 Virkning av tilsetning av levende cyanobakterier pa
dyrkbarheten til L. bozemanii dyrket i morke

Tilsetning
til O2- Konsentrasjoenen av Signifikant
Dagy mediet: L. bozemanii [cfu/ml] Utbytte T-test pavirkning?
Dag Dagy
5 A. lem - 1,2E+05 1,1E+04 9% P>0,1 Nei
5 M. aeru - 9,2E+04 2,6E+04 28 % P>0,1 Nei
5 Ingen 8,9E+04 2,1E+04 23 %
10 A.lem- 1,2E+05 8,0E+03 7% P>0,1 Nei
10 M. aeru - 9,2E+04 1,7E+04 19 % P>0,1 Nei
10 Ingen 8,9E+04 1,3E+04 14 %
14  A.lem - 1,2E+05 3,3E+03 3% P=0,1 Ja
14 M. aeru - 9,2E+04 5,0E+03 5% P =0,013 Ja
14 Ingen 8,9E+04 1,4E+02 0%
20 A lem- 1,2E+05 1,2E+03 1% P = 0,062 Ja
20 M. aeru - 9,2E+04 3,3E+03 4% P=0,1% Ja
20 Ingen 8,9E+04 1,3E+02 0 %
26 A lem- 1,2E+05 7,3E+02 1% P =0,079 Ja
26 M. aeru - 9,2E+04 2,0E+03 2 % P=0,1" Ja
26  Ingen 8,9E+04 2,2E+01 0 %

AS

Tab V3 Legionella bozemanii dyrket pa naeringsfattig O2-medium ved 25°C i marke. Forsgket er tilsatt

levende celler av cyanobakteriene Anabaena lemmermannii NIVA CYA 298

(A. lem -) og Microcystis aerugenosa NIVA CYA 228/1 (M. aeru -). Ingen av disse cyanobakteriene

produserer mikrocystin. Tilsetning av cyanobakteriene farte til gkt dyrkbarhet for L. bozemanii fra

dag 14. Forsgket ble ikke gjentatt da kulturene med cyanobakterier dede ut.
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Dyrkbarheten til L. bozemanii pa 02-medium i mgrket med og uten
tilsetning av levende cyanobakterier
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Fig 3.3.2 Dyrkbarheten til Legionella bozemanii ved 25 °C i market, dyrket p4 O2-medium med og uten
tilsetning av cyanobakterier: uten tilsetning, —*— tilsetning av Anabaena lemmermannii NIVA
CYA 34 som kan produsere mikrocystin, —#— tilsetning av Microcystis aerugenosa NIVA CYA 288/1
som ikke produserer mikrocystin, —:— tilsetning av Anabaena lemmermannii NIVA CYA 298 som ikke

produserer mikrocystin.
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5.1.4 Virkning av tilsetning av ekstrakter av dode cyanobakterier pa
dyrkbarheten til L. bozemanii dyrket i morke

Tilsetning
til O2- Konsentrasjoenen av Signifikant
Dagy mediet: L. bozemanii [cfu/ml] Utbytte T-test pavirkning?
Dag, Dagx

4 M. aeru + 2,4E+05 1,6E+05 67 % P>0,1 Nei
4 M. aeru - 3,6E+05 5,8E+04 16 % P = 0,005 Ja
4 P.ag - 2,2E+05 1,5E+05 70 % P>0,1 Nei
4 P.ag + 2,3E+05 1,4E+05 59 % P>0,1 Nei
4 Ingen 2,1E+05 1,4E+05 67 %

11 M. aeru + 2,4E+05 5,7E+04 24 % P =0,003 Ja
11 M. aeru - 3,6E+05 7,6E+03 2% P>0,1 Nei
11 P.ag - 2,2E+05 3,0E+04 14 % P =0,078 Ja
11 P.ag + 2,3E+05 1,6E+04 7 %

11 Ingen 2,1E+05 1,0E+04 5%

18 M. aeru + 2,4E+05 1,1E+04 5% P < 0,001 Ja
18 M. aeru - 3,6E+05 1,6E+03 0% P =0,014 Ja
18 P.ag - 2,2E+05 5,3E+03 2% P=0,1* Ja
18 P.ag + 2,3E+05 4,9E+03 2% P = 0,007 Ja
18 Ingen 2,1E+05 1,2E+02 0%

25 M. aeru + 2,4E+05 1,5E+03 1% P < 0,001 Ja
25 M. aeru - 3,6E+05 3,5E+02 0 % P =0,079 Ja
25 P.ag - 2,2E+05 8,4E+02 0 % P =0,027 Ja
25 P.ag + 2,3E+05 2,2E+02 0 % P>0,1 Nei
25 Ingen 2,1E+05 5,0E+00 0%

Tab V4 Legionella bozemanii dyrket pa naeringsfattig O2-medium ved 25°C i marke. Forsgket er tilsatt

ekstrakter av dade celler fra cyanobakterier. Det ble benyttet ekstrakt av Microcystis aerugenosa PCC

7806 (M. aeru +), M. aerugenosa PCC 7806 mcyB + (M. aeru -), Ekstrakt av Planktothrix agardhii

NIVA CYA 116 ( P. ag -) og P. agardhii NIVA CYA 34 (P. ag +)
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Virkning av tilsetning av ekstrakt av dede cyanobakterier pa dyrkbarheten til L.
bozemanii ved dyrking i morket
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Fig. V2b Dyrkbarheten til Legionella bozemaniii mgrke ved 25 °C pa O2-medium med og uten
tilsetning av ekstrakter av dede cyanobakterier: —* tilsatt ekstrakt av Microcystis aerugenosa PCC

7806, tilsatt ekstrakt av Planktothrix agardhii NIVA CYA 34, * ingen tilsetning til O2-mediet,

tilsatt ekstrakt av Microcystis aerugenosa PCC 7806 mcyB +, —*— tilsatt ekstrakt av Planktothrix
agardhii NIVA CYA 116. Konsentrasjonen av L. bozemanii ble beregnet ved telling av kolonier pa
BCYE (Buffered charcoal yeast extract) —agarskaler. Dyrkbarhet ble beregnet som prosent av
utgangskonsentrasjonen i den enkelte kolbe. Hver linje i figuren representerer 3 paralleller, og

standardavviket er vist med loddrette linjer.
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5.1.5 Virkning av tilsetning levende cyanobakterier pa dyrkbarheten
til Legionella bozemanii ved dyrking pa 20°C
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Fig V5 Forsgket ble utfart ved 20 °C. Legionella bozemanii ble dyrket pa neeringsfattig O2-medium ved

20 °C. Noen av kolbene i forsgket ble dyrket i lys andre i mgrke. Forsgket er utfart bAde med og uten

tilsetning av cyanobakterien Microcystis aerugenosa PCC7806 som kan produsere mikrocystin.

Lysforhold og eventuell tilsetning er angitt i tegnforklaringen til hayre i diagrammet. Resultatene viste at

L. bozemanii hadde hayere dyrkbarhet i marke enn i lys. | tillegg viste det seg at tilsetning av M.

aerugenosa forte til noe hgyere dyrkbarhet for L. bozemanii. Hver linje i figuren representerer 3

paralleller, og standardavviket er vist med loddrette linjer.
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5.1.6 Virkning av tilsetning levende cyanobakterier pa dyrkbarheten
til Legionella bozemanii ved dyrking pa 20°C
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Fig V6. L. bozemanii ble dyrket pa naeringsfattig O2-medium ved 20 °C. Lysforholdene i forsgket
vekslet mellom 12 timer lys og 12 timer mgrke. Tilsetning av cyanobakterier fgrte til noe hayere
dyrkbarhet for L. bozemanii. Hver linje i figuren representerer 3 paralleller, og standardavviket er vist
med loddrette linjer.

5.1.7 Sammenligning av Figur V5 og V6

Sammenligning av resultatene fra disse to forsgkene, viste at dyrkbarheten til L. bozemanii ble
redusert av lys. Dyrkbarheten var hgyest ved dyrking i marke. Dyrkbarheten var lavest ved dyrking i
lys. Ved veksling mellom 12 timer lys og 12 timer mgrke var dyrkbarheten hgyere enn i lys, men lavere
enn i mgrke. Tilsetning av cyanobakterier gkte dyrkbarheten noe under alle lysforhold.









