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Sammendrag 

Bakgrunn: Piscirickettsia salmonis er en Gram-negativ intracellulær bakterie som forårsaker 

sykdom hos blant annet laks og regnbueørret, i både fersk og saltvann. Bakterien replikerer 

ved bruk av cytoplasmiske vakuoler i cellene hos infisert fisk, som fører til utviklingen av den 

systemiske sykdommen salmonid rickettsial septicaemia (SRS), også kjent som 

piscirickettsiose. SRS har ført til stor dødelighet i akvakulturanlegg i Chile og sykdommen 

oppstår ofte i fisken som en kronisk infeksjon med betennelsesknuter i forskjellige organer. 

Tilgjengelige vaksiner mot SRS har ofte en begrenset beskyttelseevne og antibiotika har 

derfor blitt benyttet som en alternativ løsning. Dette har derimot førte til utvikling av 

antibiotikaresistente stammer av Piscirickettsia salmonis. Utviklingen av nye vaksiner er 

derfor et viktig tiltak for å forhindre videre utbrudd av SRS og membranvesikler (MV) har 

blitt foreslått som en lovende vaksine kandidat. Studier av MV-er isolert fra P. salmonis kan 

derfor bidra til økt kunnskap om vaksineutvikling mot SRS.  

Metode: P. salmonis LF-89 (Stamme ATCC VR 1361) ble dyrket i to forskjellige 

vekstmedier, AUSTRAL-SRS og EBFC, for optimalisering av vekst og MV isolering. 

Cellelinjene RTS-11 fra regnbueørret og ZSSJ fra sebrafisk ble infisert med LF-89 eller 

eksponert for membranvesikler isolert fra LF-89 dyrket i AUSTRAL-SRS. Effekten av LF-89 

infeksjon og MV eksponering i RTS-11 og ZSSJ ble så analysert ved bruk av 

fluorescensmikroskopi og RT-qPCR.  

Resultat: AUSTRAL-SRS ga god vekst av bakterien i forhold til EBFC, noe som tillot 

isolering av membranvesikler fra LF-89. Isolerte MV inneholdt en rekke proteiner med ulike 

størrelse basert på SDS-PAGE og Coomassie-Blue-farging. Infeksjon med LF-89 i RTS-11 og 

ZSSJ viste at bakterien forårsaker dødelighet avhengig av dose, og når MV gis samtidig med 

LF-89 øker infeksjonsraten i cellene. Både bakterien og dens isolerte MV-er ble også vist å 

indusere genekspresjonen av en rekke immunrelaterte gener i både RTS-11 og ZSSJ basert på 

RT-qPCR.   

Konklusjon: P. salmonis LF-89 produserer store mengder membranvesikler når dyrket i 

AUSTRAL-SRS. De isolerte vesiklene induserer en immunologisk respons in vitro og 

fremmet bakteriens infeksjonsrate i RTS-11 og ZSSJ. Samlet indikerer resultatene at MV kan 

spille en viktig rolle i bakteriens patogenes, noe som også gjøre dem interessante som en 

potensiell vaksinekandidat mot SRS.  
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Forkortelser 

 µg  Mikrogram  

 µL  Mikroliter 

 CPE  Cytopatisk effekt 

 Ct   Syklusgrenseverdiene i RT-qPCR 

 DAPI  4ʹ′, 6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride 

 dH2O  Destillert vann  

 DNA  Deoxyribonucleic acid 

 EBFC  Eugon broth med FeCl3 og casaminosyrer 
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 MQ-vann Mili-Q-Vann 

 MV  Membranvesikler 

 OD  Optisk tetthet 

 PBS  Fosfatbuffert saltvann   

 PCR  Polymerase kjedereaksjon 

 RCF  Relativ sentrifugalkraft 

RNA  Ribonucleic acid 

rpm  Revolusjon per minutt 
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 RT-qPCR Real time kvantitativ polymerase kjedereaksjon 

 SDS-PAGE Natriumlaurylsulfat-polyakrylamid gel elektroforese 

 SRS  Salmonid rickettsial septicaemia 

 TEM  Transmission electron microscopy 

 Triton X-100 Polyethylene glycol p-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)-phenyl ether 

 Tween 20 Polyxyethylene (20) sorbitan monooleate 
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1. Introduksjon 

1.1. Piscirickettsia salmonis 
 
Piscirickettsia salmonis er en Gram-negativ patogen bakterie som forårsaker signifikant 

dødelighet hos blant annet laksefisk (1). P. salmonis tilhører genuset Piscirickettsia og 

medlemmer av Piscirickettsiagenuset er generelt obligat aerobe, fakultativt intracellulære, 

ikke bevegelige, og kokkoide bakterier med en størrelse på 0,5-1,5 µm i diameter (1). P. 

salmonis forårsaker piscirickettsiose eller salmonid rickettsial septicaemia (SRS) en 

septikemisk sykdom hos laksefisk, som forårsaker stor dødelighet i akvakulturanlegg i Chile 

(2). Sykdommen ble for første gang identifisert i Chile på slutten av 1980 tallet og siden den 

gang har Piscirickettsia-lignende bakterier blitt identifisert hos en rekke ulike fiskearter fra 

både ferskvann og sjøvann (3). Piscirickettsiose har blant annet blitt identifisert i både 

atlantisk laks og regnbueørret (4, 5). Den første Piscirickettsia-lignende bakterien ble 

identifisert i 1939 i Tetraodon lineatus som opprinnelig kom fra Nilen i Egypt (6, 7). I 1970 

ble det observert en rickettsia-lignende sykdom hos oppdrettsfisk i sjøvann i Canada (8). 

Mellom 1988 og 1992 ble den første rickettsia-lignende organismen observert i laks langs 

vestkysten i Norge (9). Fisk infisert med P. salmonis får betennelsesknuter i forskjellige 

organer, de kan få sår i huden og det kan bli observert lyse knutter på leveren eller i andre 

indre organer. Enkelte fisk får også gul lever, blødningstendenser og bleke gjeller, i tillegg, 

blir infisert fisk ofte sløv og svømmer i overflaten langs vannkanten (9). Ved piscirickettsiose 

utbrudd i Norge, fører infeksjonen vanligvis til en moderat dødelighet, og i 2002 ble 

piscirickettiose påvist i 17 tilfeller, mens det i 2003 kun ble registrert 5 tilfeller (10). Den lave 

dødeligheten hos P. salmonis infisert fisk i Norge kan blant annet skyldes bedret kvalitet på 

smolt, at miljøforholdene er lite tilrettelagt for bakterien eller dens mulige vektorer. Den 

reduserte dødeligheten kan også skyldes stammeforskjeller av bakterien mellom ulike land (6, 

9, 10). Utbrudd av P. salmonis i Chile har, i kontrast til Norge, ført til en dødelighet på opptil 

90% hos laksen i enkelte tilfeller (1, 11). Dette tilsvarer et årlig økonomiske tap på cirka 10 

millioner amerikansk dollar, noe som utgjør ca. 1,5 millioner døde laks (11). Dette viser hvor 

store økonomiske tap P. salmonis infeksjoner kan føre til dersom fiskene ikke behandles. I 

2006 anslo Lakseinstituttet i Chile at det direkte økonomiske tapet forårsaket av P. salmonis i 

sjøvann, var opp mot 100 millioner amerikanske dollar (6). 

P. salmonis infeksjon kan derimot forebygges ved å minimere forekomsten av stress blant 

fisk. Dette innebærer blant annet lavere tetthet av fisk i oppdrett, optimalisering av miljø og 
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fôring samt kontroll av stamfisk, da infeksjonen kan smittes vertikalt. Dersom ektoparasitter 

fungerer som vektorer, er det også viktig å kontrollere deres overflod (1, 12). Antibiotika, som 

Florfenikol og Oxytetrasyklin (13), har også blitt benyttet som et alternativ for å forhindre 

piscirickettsiose. Et studie gjennomført av Maisey et al. (2017) har derimot vist at 

antibiotikabruk mot SRS har en begrenset effekt med tanke på sykdomskontroll (14). Som et 

resultat av høyt antibiotikabruk mot SRS, ble det i 2014 vist at akvakulturen i Chile stod for 

omtrent 90% av det totale antibiotika forbruket i landet (14). Det høye forbruket av 

antibiotika for kontroll av SRS har derimot ikke ført til en reduksjon av sykdomsutbrudd, men 

til en utvikling av antibiotikaresistente stammer av P. salmonis (15). Vaksiner kan derfor 

være et bedre alternativ når det gjelder å få kontroll på sykdommen. I dag finnes det 33 

forskjellige vaksiner mot piscirickettsiose på markedet i Chile, flertallet av disse vaksinene er 

bakteriebaserte og består av P. salmonis inaktivert med enten varme eller formalin (13, 15). 

Bruken av inaktiverte bakteriebaserte vaksiner mot fisk har gitt positive effekter mot 

ekstracellulære bakterier som blant annet, Flavobacterium columnare, Yersinia ruckerii, 

Edwardsiella ictaluri, og Vibrio anguillarum (16, 17). Inaktiverte bakteriebaserte vaksiner har 

derimot en dårlig effekt mot intracellulære bakterier og de utviklede vaksinene har derfor en 

begrenset effekt mot P. salmonis (6, 17). 

 

1.2. Vekst av P. salmonis 
 

Da P. salmonis er en intracellulær bakterie ble det primært antatt at bakterien ikke kunne 

vokse i normalt vekstmedium og vekst av bakterier har derfor i mange år blitt gjort ved bruk 

av cellekulturer (1,19). Bakterien er oftest isolert fra lever, nyre og blodet under en aktiv 

infeksjon, men bakterien har også blitt funnet i hjernen hos fisk, og den har derfor blitt 

medregnet som et organ bakterien kan isoleres fra (18, 19). Flere fiskecellelinjer har også blitt 

undersøkt for å kartlegge om de kan gi bakterien et vertscelle lignende-miljø for laboratorisk 

kultivering (20). P. salmonis LF-89 (ATCC-1361) ble for første gang kultivert i chinook 

laksembryo celler (CHSE-214) i 1989 ved å legge infisert nyrevev på et fiskecellemonolag 

(21, 22). I nyere studier har forskjellige fiskecellelinjer blitt brukt for P. salmonis 

vekststudier, blant annet ASK (Atlantisk laksnyre) (23), regnbueørretmilt (RTS-11) og 

atlantisk laks nyre (ASK-1) (23). Alternative cellelinjer som insektcellelinjen Spodoptera 

frugiperda (SF-21) har også blitt testet ut for kultivering av P. salmonis. Dyrking av P. 

salmonis i SF-21 har gitt høyere tetthet og vekst av bakterien enn CHSE-214 celler, men da 

det er mistanke om at SF-21 kan ha vektorer inn i seg er bruken begrenset (24). Bruken av 
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cellelinjer som SF-21 kan derimot være en fordel da den gir høy vekst av P. salmonis, noe 

som er et viktig moment for bedre studier av bakterien. Et problem med bruken av 

cellekulturer for kultivering av P. salmonis er derimot at bakterien er kjent for å være følsom 

for mange antibakterielle midler in vitro. Det benyttes derfor ikke antibiotika ved vekst av P. 

salmonis i cellekulturer, noe som eksponerer cellelinjene for andre typer kontaminasjoner (18, 

25). Nyere studier har derimot vist at bakterien også kan dyrkes på blod og cysteinbasert agar 

(20) og som et resultat av denne utviklingen har det blitt gjennomført mye forskning for å 

etablere ulike agar formuleringer og flytende vekstmedier for å oppnå effektiv veksten av P. 

salmonis (20).  

Vekst på ulike agar baserte medier ble for første gang utforsket etter de første utbruddene av 

SRS i Chile, for å undersøke de ulike vekstforholdene til bakterien (4, 21). Dyrking av 

bakterier på agarplater har gitt en viktig fordel for undersøkelse av bakterien ved å eliminere 

behovet for vertsceller, men ulemper med dette er at fysiologien til bakteriene kan forandres 

(20). I cellekulturer gir titreringer basert på TCID50 (Tissue culture infective dose) en 

estimering om antall bakterier som er tilstede og som forårsaker cytopatisk effekt (CPE) (20). 

TCID50 er derfor mengden eller konsentrasjonen av en patogen som fører til patologiske 

endringer i 50% av cellekulturer inokulert (26). Ved dyrking av P. salmonis på agar kan en 

derimot oppnå en mer nøyaktig celletelling ved bruk av CFU (colony-forming units), som er 

antall levedyktige bakterier dyrket på agar (20). I løpet av de siste årene har derfor blitt 

utviklet en rekke forskjellige typer agar for kultivering av P. salmonis (Se Tabell 1.2.1). 

Cystein og jern har blant annet blitt vist å være essensielle for vekst av P. salmonis i disse 

agarformuleringene. Blod brukes primært som en kilde til jern, men i noen formuleringer 

brukes det hemoglobin eller jernnitrat som alternativer (20, 27). P. salmonis vokser veldig 

sakte på agarformuleringer og det kan ta cirka 4-8 dager før synlige kolonier er tilstede. I 

tillegg vokser ikke alle stammer likt og optimal temperatur varierer betydelig (Se Tabell 

1.2.1) (20).  
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Tabell 1.2.1: Den optimale temperaturen og jern/ blodkomponenter av noen publisert 

agarformuleringer. 

Medienavn Optimal 

temperatur (°C) 

Jern/blodkomponenter Referanser 

CHAB Agar 22 5% saueblod, 2 g/L 

hemoglobin 

Mikalsen et al. 

(2008) 

BFCG Agar  16 3% FBS, 5% saueblod Mauel et al. 

(2008) 

Vera Agar 17 2,5% FBS, 10 mg/L 

jernklorid 

Vera et al. 

(2012) 

Austral-TSFe og 

TSHem Agar 

18 5% FBS, 5% (2% 

hemoglobin) eller 0,05 

mM jernnitrat 

Yanez et al. 

(2013) 

SRS-BA Agar 16-19 og 19-22 5% FBS, 0,2 mM jernnitrat Otterlei et al. 

(2016) 

 

På lik linje med agar spiller flytende medier en fordelaktig rolle for rask vekst av P. salmonis. 

Etter de første rapportene om vekst av P. salmonis på agar, har det blitt gjort mye forskning 

som retter seg mot utviklingen av flytende medier som kan gi raskere vekst av bakterien (20). 

Det aller første flytende mediet for P. salmonis ble laget av 10 g/L trypton, 2 g/L pepton, 2 

g/L gjærekstrakt, 5 g/L NaCl, 0,1% L-cystein og 5% fiskeblod fra regnbueørret. P. salmonis 

ble inokulert i mediet og kulturen inkubert med forsiktig risting ved 17 °C, noe som ga en  

maksimal OD620 = 0,25 etter 13 dager (20, 28). Dyrking av P. salmonis i flytende medier kan 

også føre til dannelsen av biofilm og dette er særlig observert i næringsfattige medier med 

høyt saltinnhold som ligner på det naturlige havmiljøet (20). For å forstå vekstkinetikken 

spiller temperaturen en viktig rolle i bakteriekulturen og den maksimale temperaturen til P. 

salmonis på agar er definert mellom 8-25 °C (29), mens den for flytende kulturer ligger 

mellom 17-29 °C (30). pH spiller også en viktig rolle for optimal vekst av P. salmonis in 

vitro. In vivo, deler P. salmonis seg i vertscellevakuoler hvor pH-en er surere enn det ytre 

miljøet, men det er lite informasjon om det optimale pH-området for veksten av bakterien in 

vitro (20). Ut fra studiene til Otterlei et al. (2016) har det blitt rapportert en slutt pH på 6,8 ± 

0,2 av P. salmonis på agar, mens Yanez et al. (2012) har rapportert en slutt pH mellom 6,0-
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6,4 av bakterien i flytende medier (31). I dag er dyrking av P. salmonis i flytende medier godt 

etablert og relativt billig. Siden ulike typer næringsmedier fortsetter å bli publisert, har dette 

gitt forskere muligheter til å finne ut mer om P. salmonis (20). 

 

1.3. 	
  Infeksjon av celler med P. salmonis 

Selv om en av de viktigste vertene for P. salmonis er laksefisk artene, har det vært rapportert 

om isolering av bakterien fra syk fisk av andre arter som Dicentrarchus labrax (32) og 

Atractoscion nobilis (33). Dette viser at P. salmonis er en bakterie som også er i stand til å 

infisere andre fiskearter. In vitro infeksjonsstudier med P. salmonis også har blitt gjort i 

fiskecellelinjer som RTS-11 (34) og CHSE-214 (35, 36). Infeksjonsprosessen til P. salmonis 

stammen SLGO-95 (37) i CHSE-214, har blant annet vist at infeksjonen starter ved at 

bakterien fester seg på plasmamembran så tidlig som fem minutter etter infeksjon og blir 

værende på plasmamembranen i omtrent 30 minutter. Mellom en og tre timer senere har 

flertallet av bakteriene penetrert gjennom plasmamembranen. Fra fire timer og utover er P. 

salmonis inne i cytoplasmaet til eukaryote celler (35). For at bakterien skal feste seg og initier 

infeksjonen av makrofager som SHS-1 (Atlanterhavslaks makrofaglignende cellelinjer) (38), 

trenger P. salomins vertscelle clathrin (39). Clathrin er et strukturelt membranprotein som 

finnes hos de fleste eukaryote celler og er spesielt involvert i endocytose (40). Clathrin er 

viktig for at P. salmonis skal initiere infeksjon i makrofager og P. salmonis binder seg til 

clathrin tidlig i infeksjonsfasen for å beskytte seg selv mot den cellulære responsen. Aktin 

cytoskjelettet spiller også en viktig rolle gjennom hele infeksjonsprosessen (39). 

I motsetning til andre fiskepatogener, utnytter P. salmonis aktinmonomerer, fra både 

cytoskjelettet samt selv indusert aktin. Bakterien benytter aktin for å danne vakuoler inne i 

den infiserte cellen som deretter øker senere i infeksjonsfasen (39). P. salmonis replikerer inni 

cytoplasmiske vakuoler hos infiserte fiskeceller (41), noe som fører til at cellene svulmer opp 

og mister den opprinnelige strukturen. Infiserte celler mister med andre ord morfologien når 

de mister evnen til å feste seg, og blir mer avrundet med en klar sone rundt seg. Dette er 

betegnet som cytopatisk effekt (CPE) som til slutt fører til apoptose som er et resultat av at 

cellene sprekker opp (20). Alle P. salmonis infeksjoner fører derimot ikke til dannelsen av 

CPE og i enkelte tilfeller kan bakterien infisere og overleve inn i celler uten å danne CPE 

(34). Det er derimot lite kjent hvilke virulens faktorer bakterien benytter seg av under 
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infeksjon i celler, men nyere studier av P. salmonis har blant annet vist at membranvesikler 

(MV) kan spille en viktig rolle (15, 36).  

1.4.  Membranvesikler 

Membranvesikler (MV) er runde strukturer som dannes fra membranen til en rekke ulike 

bakterier gjennom hele vekstprosessen (15). MV-er har en gjennomsnittlig diameter på 50-

250 nm avhengig av bakteriestammen (42, 43). Membranvesikler inneholder en rekke 

bakterielle elementer som membranproteiner, DNA, RNA, lipopolysakkarider (LPS) og 

cytoplasmatiske proteiner (Fig 1.4.1) (44-46). MV har også blitt rapportert å inneholde viktige 

immunogene komponenter fra bakterier som for eksempel toksiner (47), chaperoner (44) og 

aktivte enzymer (48). Mekanismer for hvordan membranvesikler dannes og vesiklenes 

biologiske funksjoner er fortsatt ukjent, men bakteriell MV produksjon har blitt forbundet 

med en rekke egenskaper. MV-er har blant annet blitt rapportert og være involvert i 

leveringen av toksiner fra Enterotoksigene Escherichia coli (ETEC), som er årsaken til 

reisediaré. (49). MV-er har også en funksjon i bakteriell kommunikasjon, for eksempel hos 

Pseudomonas aeruginosa har quorum signaler mellom bakterieceller blir rapportert å bli 

transportert via membranvesikler (50). Videre er biofilmdannelse (51), og bakteriell 

overlevelse (52, 53) noen av egenskaper som har blitt forbundet med MV hos Gram-negative 

bakterier. MV fra patogene Gram-negativ bakterie som Helicobacter pylori har også blitt 

funnet i biopsiprøver fra en pasient (54). I tillegg har MV fra Neisseria meningitidis blitt 

funnet i cerebrospinalvæske prøve fra et spedbarn (55). Alt dette indikerer at MV sekresjon 

spiller en viktig rolle i bakterienes patogenese.  

MV sekresjonen har også blitt vist å være oppregulert under stress og ved endringer i miljøet 

(52). Disse endringene kan for eksempel være når bakterieinfeksjonen behandles med 

antibiotika, noe som har ført til at enkelte bakterier produserer mer MV (56). Dette har blitt 

observert hos blant annet P. aeruginosa som skiller ut mer MV etter behandling med 

gentamicin (56). Næringsfattig miljø, temperaturendringer og kjemisk eksponering har også 

blitt vist å påvirke sekresjonen av MV fra bakteriene (57-59). Patogene bakterier har generelt 

en tendens til å produsere mer MV sammenlignet med motparten som ikke er patogene (60, 

61). For eksempel hos Actinobacillus actinomycetemcomitans bakteriene, som er kjent for å 

være årsak til plakk på tenner, har det blitt funnet at stammer som er patogene produserer mer 

MV enn stammene som ikke er patogene (60).  
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Membranvesikler har også evnen til å stimulere immunrespons ved å aktivere produksjon av 

forskjellige cytokiner, og har derfor blitt undersøkt og brukt som vaksiner (62, 63). 

Stimulering eller modifisering av vertens immunrespons kan derimot også være en fordele for 

bakterielle patogener, (64) da en rekke patogene bakterier først må overvinne vertens 

medfødte immunforsvaret for å etablere en infeksjon (65). Da membranvesikler har 

immunogene egenskaper har de også blitt utforsket som potensielle vaksiner mot bakterielle 

infeksjoner. Et eksempel på dette er den MV-baserte vaksinen mot meningokokk serogruppe 

B, som har blitt brukt hos mennesker i Brazil, Cuba og Norge (63, 66). Det har også blitt 

rapportert at MV-basert vaksiner kan gi god beskyttelse hos marine arter, som mot 

francisellose i sebrafisk (67), og mot Flavobacterium psychrophilum i regnbueørret (68).  

 

 
Figur 1.4.1: Illustrasjon av membranvesikkel biogenes. Membranvesikler består av 
fosfolipider, LPS, en del ytre membranproteiner og periplasmisk proteiner. Proteiner som LT 
(rødt) som finnes i ytterst delen av membranen hos bakteriene, er forbundet med den ytre 
delen av vesikler. Proteiner og lipider fra indre delen av cellemembran og komponenter fra 
cytoplasma er utelukket fra membranvesikler. Lipopplysaccharid (LPS), Periplasmaet (Pp), 
ytre membran (OM), peptidoglycan (PG), indre membran (IM), cytosol (Cyt) (69).  
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2. Mål for oppgaven 

Målet med oppgaven har vært å undersøke membranvesikler isolert fra bakterien 

Piscirickettsia salmonis. P. salmonis har tidligere blitt dyrket på laboratoriet ved bruk av 

cellekulturer, agarplater og ulike flytende medier, men det er fortsatt mangel på kunnskap 

angående bakteriens vekst og patogenese. Studier som omhandler vekst av P. salmonis og 

hvordan dette påvirker bakterien er meget relevant i forhold til effektiv vaksineproduksjonen. 

Hovedmålet med denne masteroppgaven var derfor å: 

1. Studere flytende medium som er lett å fremstille og som resulterer i bedre vekst av P. 

salmonis enn nåværende tilgjengelige medieformuleringer. 

2. Undersøke effekten av P. salmonis på fiskecellelinjer. 

3. Isolere og karakterisere membranvesikler fra P. salmonis. 

4. Analysere immunresponsen hos fiskecellelinjene ved eksponering av isolerte MV.  
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3.	
  Materialer og metoder	
  

3.1.	
  Bakteriestamme og vekstforhold	
  

P. salmonis LF-89 (Stamme ATCC VR 1361) ble rutinemessig dyrket opp ved bruk av TSA-

hem plater (Tryptic Soy Broth 30 g/L, Agar 15 g/L, Glukose 5 g/L, NaCl 5 g/L, 10% L-

cystein, 2% Bovint hemoglobin og 2,5% Føtalt bovint serum) eller i flytende AUSTRAL-SRS 

medium (Tryptic Soy Broth 30 g/L, NaCl 15 g/L, L-cystein 1 g/L og 2,5% Føtalt bovint 

serum) ved 20 °C i en Innova 4230 New Brunswick Incubator Shaker (New Brunswick 

Scientific, Edison, NJ, USA) med forsiktig risting (100 rpm). For langtidslagring av P. 

salmonis ble bakterien frosset ned ved -80 °C i enten 10% autoklavert tørrmelk eller i 

AUSTRAL-SRS medium supplementer med 25% glyserol. 

 

3.2. Vekstkurver 

For å undersøke effekten av medium type og mengde på veksten til P. salmonis LF-89, ble 

bakterien dyrket i 50 mL Falcon-rør eller i erlenmeyerkolber tilsatt 5 og 10 mL flytende 

AUSTRAL-SRS eller EBFC medium (Eugon Broth 30,4 g/L, 2 mM FeCl3 og 1% 

Casaminosyre) (Fig 3.2.1). Kulturene ble inkubert ved 20 °C med forsiktig risting (100 rpm) i 

en Innova 4230 inkubator med shaker (New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA). Optisk 

tetthet (OD) ved 600 nm ble målt en gang daglig ved bruk av et spektrofotometer (Eppendorf 

AG, Hamburg, Tyskland). Ved målinger under OD600 = 2, ble OD målt en gang daglig, og ved 

målinger over OD600 = 2, ble OD målt to ganger daglig. Kontaminering ble sjekket daglig ved 

bruk av Gram-farging og utsåing på TSA-hem eller ECA plater (Eugon Broth 30,4 g/L, Agar 

15 g/L og 10% Bovint blod). 
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Figur 3.2.1: Inokulering av P. salmonis LF-89 til vekstkurver. Bakteriene ble dyrket i 5 
mL AUSTRAL-SRS i 3 dager til OD600 = 3. Deretter ble 250 µL inokulert i 5 mL EBFC og 
AUSTRAL-SRS, og 500 µL ble inokulert i 10 mL EBFC og AUSTRAL-SRS. OD600 ble målt 
hverdag i over en uke, n=3. 

 

3.3. MV isolering 

Membranvesikler ble isolert fra P. salmonis LF-89 på følgende måte: 

I. Dyrking av P. salmonis 
Bakteriene ble dyrket i 5 mL AUSTRAL-SRS tilsatt exosome-depleted FBS i tre 50 

mL Falcon-rør i en Innova 4230 inkubator med forsiktig risting (100 rpm) ved 20 °C. 

Etter 7 dager ble bakteriene Gram-farget for å sjekke for kontaminasjon og deretter 

overført til tre 500 mL erlenmeyerkolber med 150 mL medium. Prøvene ble inkubert 

ved 20 °C med forsiktig risting (100 rpm) i to uker og bakteriene Gram-farget for å 

sjekke for kontaminasjon før vesikkel isolering. 
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II. Fjerning av intakte bakterier 

Bakteriene ble overført til 50 mL Falcon-rør og spunnet ned i en Rotina 420 R 

sentrifuge ved 4143 RCF i 15 minutter. Supernatanten ble deretter fjernet fra røret og 

sterilfiltrert ved å benytte et 0,45 µm og 0,22 µm filter for fjerne resterende bakterier.  

 

III. MV-isolering fra kulturfiltratet 

Sterilfiltrert supernatant ble så sentrifugert ved 25900 rpm i 2 timer ved 4 °C i en 

Sorvall Discovery 100 ultrasentrifuge. Supernatanten ble fjernet og pelleten vasket 

med HEPES buffer (pH 6,7) ved sentrifugering i 30 minutter ved 25900 rpm. Bufferen 

ble fjernet og pelleten med membranvesiklene resuspendert før protein måling. 

Prøvene ble lagret ved -20 °C inntil videre bruk.  

 

IV. Måling av Protein 

Protein konsentrasjon av membranvesiklene ble målt i en UV/VIS Micro Volume 
Spectrophotometer (METTLER TOLEDO).  
 

 

3.4. Protein gel (SDS-PAGE) 

Det finnes flere ulike metoder for å se på proteinuttrykk, blant annet proteomikk, 

elektroforese, westernblotting og massespektrometri. I denne studie ble det valgt å bruke gel 

elektroforese. Den meste vanlige type elektroforese kalles natriumlaurylsulfat-polyakrylamid 

gel elektroforese (SDS-PAGE), da dette er en veletablert og utbredt metode for å 

sammenligne proteininnholdet i prøver (70). Metoden er både sensitiv og spesifikk, samt 

billig og rask å utføre, noe som er en fordel for effektiv undersøkelse av proteiner (70, 71). 

SDS-PAGE er en metode som brukes for å identifisere og bestemme størrelse av spesifikke 

proteiner. Metoden går ut på å bruke geler og buffere med SDS som bryter ned proteiner til 

peptidkjeder slik at proteiner denatureres og bli negativt ladet. SDS-PAGE baserer seg videre 

på å separere ladet molekyler som migrerer i et elektrisk felt, proteiner vil da separeres når de 

migrerer mot den positive elektrode med forskjellige hastigheter. Graden av migrasjonen 

bestemmes av proteins molekylvekt ved at små molekyler migrere raskere ned enn store 

molekyler (71). Det er derfor en effektiv metode, for analyse av proteiner i membranvesikler.  

For å evaluere proteininnholdet i vesiklene ble det laget fire ulike fortynninger (1/2, 1/3, 1/4 

og 1/5) av prøvene ved bruk av PBS (Se vedlegg A. Buffere og løsninger), og 20 µL av hver 
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fortynning ble deretter blandet med 20 µL PageBLue (Thermo Fisher Scientific) (Fig 3.4.1). 

Prøvene ble kokt i 5 minutter for å denaturere proteinene slik at de lettere kan vandre gjennom 

gelen. Elektroforesen ble gjort i et CriterionTM cell system (Bio-rad) der proteinene i vesiklene 

ble separert etter molekylstørrelse. Det ble brukt Mini-PROTEAN TGXTM Gels (Bio-rad) 

med 4-20% akrylamid, der mengden akrylamid økte fra 4% på toppen til 20% på bunnen av 

gelen. Gelen ble pakket ut, plassert forsiktig i CriterionTM cell system som ble fylte med 

running buffer (Se vedlegg A. Buffere og løsninger). Brønnene i gelen ble forsiktig vasket 

med samme buffer ved hjelp av en pipette. Deretter ble 20 µL av ladder (Precision Plus 

protein unstained standard) og prøvene tilsatt i hver sin brønn på gelen i CriterionTM cell 

system. Gelen ble kjørt ved 60 V i 15 minutter, etterfulgt av 100 V i 1 time til prøvene kom til 

enden av gelen. Gelen ble så flyttet til en beholder for Coomassie-Blue-farging (Se vedlegg 

A. Buffere og løsninger) etterfulgt av destaining buffer (Se vedlegg A. Buffere og løsninger). 

Gelen ble deretter renset med MQ-vann før den ble undersøkt og fotografert ved bruk av en 

Molecular Imager® Gel DocTM XR + (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA). 

 

Figur 3.4.1: Illustrasjon som viser fortynning av membranvesikler i PBS; fortynningen 1: 20 µL 
fortynnet med 20 µL PBS, 2: 20 µL fortynnet med 40 µL PBS, 3: 20 µL fortynnet med 60 µL PBS, 4: 20 
µL fortynnet med 80 µL PBS. 20 µL av hver fortynning ble blandet med 20 µL PageBlue.  
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  3.5. Elektronmikroskopering av membranvesikler  

De isolerte vesiklene ble analysert ved bruk av transmisjonselektronmikroskop (TEM) i 

samarbeid med elektronmikroskop avdelingen ved Institutt for Biovitenskap (IBV) ved UiO. 

Det ble brukt Kobberbelagte Formvar-kobbergridder (100 mesh, hexagonal) 

(Elektronmikroskop avdelingen, IBV, UiO). Griddene ble fiksert med prøve, sett på i et 

Philips CM200-transmisjonselektronmikroskop, og bildene ble innhentet ved hjelp av iTEM-

programvaren. Overingeniør Antje Hoenen fra elektronmikroskop avdelingen ved IBV, UiO 

håndterte mikroskopet og tok bildene av de isolerte MV-ene.  

Protokoll; Opparbeidelse av prøve før TEM  

1. Legg gridden på en dråpe dH2O, den siden av gridden som er opp skal ned på dråpen. 

2. Tørk gridden ved å dra den forsiktig sidelengs på en papir.  

3. Legg gridden på en dråpe MV i fem minutter. 

4. Vask gridden ved å dyppe den tre ganger i PBS.   

5. Legg gridden på en dråpe 1% glutaraldehyd (Sigma-Aldrich) i fire minutter. 

6. Vask gridden ved å dyppe den tre ganger i PBS. 

7. Vask gridden igjen ved å dyppe den to ganger i dH2O. 

8. Dypp gridden i en dråpe 4% Uranyl acetate (UA) (Sigma-Aldrich). UA negativt farger 

MV-en på gridden. 

9. Dypp gridden i en dråpe metylcellulose (Sigma-Aldrich) på is to ganger 

(9:1metylcelullose:4%UA). 

10. Legg gridden på en dråpe metylcellulose på is i 10 minutter (9:1metylcelullose:4%UA). 

11. Tørk av metylcellulosen, la gridden tørke i 10 minutter og legges i gridbox. 
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Figur 3.5.1: Skjematisk oversikt over MV prøve preparering før elektronmikroskopering. 

 

3.6.  Vekst av cellekulturer  

Cellelinjene RTS-11 og ZSSJ, som ble brukt i denne oppgaven, er donert av Lucy Lee og 

Niels Bols (University of Waterloo, Canada). RTS-11 er en monocytt/makrofag cellelinje fra 

regnbueørret (72), mens ZSSJ er cellelinje fra sebrafiskmilt (73). Cellelinjene ble dyrket i 

Leibovitz L-15 medium (Sigma), tilsatt 10% føtalt bovint serum (FBS) (Gibco), 10 µg/mL 

penicillin/streptomycin (Gibco) og 4 mM L-glutamin (LonzaTM BiowhittakerTM). Cellelinjene 

er adherente og ble dyrket på cellelabben i 25 mL og 250 mL flasker (BD Falcon TC-Treated 

25 mL and 250 mL Polystyrene Cell culture flasks), samt i seks-brønnsplater (Thermo 

scientific NunclonTMDelta surface). Cellene ble rutinemessig dyrket i 25 mL flasker, men 

splittet over til 250 mL flasker og i seks-brønnsplater ved behov. Det ble brukt 250 mL 

flasker for å dyrke cellene på cellelabben før infeksjonsstudier, mens seks-brønnsplatene ble 

benyttet ved selve infeksjonsforsøkene med P. salmonis. 

Cellene ble rutinemessig sjekket for kontinuerlig vekst og medium ble byttet minst en gang i 

uken. Når cellene var 70-80% konfluente, som regel etter 3-5 dager, ble de splittet over i nye 

flasker. Dette ble gjort ved å fjerne gammelt vekstmedium og vaske celleoverflaten forsiktig 
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med 10 mL PBS. Deretter ble det tilsatt 2 mL 0,05% trypsin-EDTA (GIBCO invitrogenTM) 

som løsnet cellene fra flaskeoverflaten. For at flest mulig celler skulle løsne fra celleflasken, 

fikk trypsinen virke i 1-2 minutter samtidig som flasken ble dunket forsiktig med håndleddet. 

Deretter ble celleflasken tilsatt 10 mL nytt vekstmedium som ble fordelt på fem nye flasker 

med cirka 2 mL fra den trypsinerte celleflasken, deretter ble flaskene tilsatt 18 mL medium. 

Dersom cellene skulle brukes til infeksjonsstudier, ble 1 mL celler fra den trypsinerte 

celleflasken tilsatt til hver brønn på seks-brønnsplate og 2 mL nytt vekstmedium ble tilsatt 

hver brønn. Flaskene samt seks-brønnsplater ble inkubert ved 20 °C i en Termaks-inkubator 

(Thermo Scientific). 

 

3.7. In vitro dose respons  

For å undersøke effekten av ulike konsentrasjoner med P. salmonis ble regnbueørret 

makrofag cellelinjen (TRS-11) og sebrafisk cellelinjen (ZSSJ) sådd ut på hver sin seks-

brønnsplate (Thermo Scientific) (Se 3.6) med vekstmedium (3 mL per brønn): Leibovitz L-15 

medium (Sigma), tilsatt 10% Føtalt bovint serum (FBS) (Gibco), 10 µg/mL 

penicillin/streptomycin (Gibco) og 4 mM L-glutamin (LonzaTM BiowhittakerTM). For 

infeksjon med P. salmonis ble det benyttet totalt seks plater: tre plater med RTS-11, og tre 

plater med ZSSJ (Se Fig 3.7.1). Cellene ble splittet over i platene og inkuberte ved 20 °C i 

Termaks-inkubator (Thermo Scientific) i 24 timer før infeksjon. Før infeksjonen, ble 

vekstmediet fjernet og hver brønn vasket med 1 mL PBS før det ble tilsatt nytt vekstmedium 

som ikke inneholdt penicillin/streptomycin (Se vedlegg A. Buffere og løsninger).  

 

Bakterier brukt til infeksjon ble dyrket i AUSTRAL-SRS flytende kulturer som ble 

sentrifugert ved 4143 rpm i 10 minutter. Bakteriepelleten ble så resuspendert i 

cellekulturmedium uten penicillin/streptomycin og OD600 ble deretter målt. Bakteriene ble så 

fortynnet slik at 500 µL løsningen hadde OD600: 3, 2, 1, 0.5, 0.25 og 0.1. Bakterieløsningene 

ble deretter tilsatt i et volum på 500 µL av hver OD600 til de ulike brønnene i den siste 

brønnen ble det tilsatt 500 µL av L-15 mediet (vekstmedium uten antibiotika, kontroll brønn) 

se Figur 3.7.1. For å undersøke effekten av ulik eksponeringstid med bakterien ble to av 

platene med celler (en med RTS-11 og en med ZSSJ) eksponert for P. salmonis i 2 timer, 

mens to av platene (en med RTS-11 og en med ZSSJ) ble eksponert for bakterien i 4 timer. 

Etter 2 og 4 timer med eksponering ble vekstmediet fjernet og hver brønn vasket med 1 mL 



18 
 

PBS før det ble tilsatt 3 mL vekstmedium uten antibiotika. For to av platene ble ikke 

bakterien fjernet for å undersøke effekten av kontinuerlig eksponering ovenfor P. salmonis. 

Alle seks platene ble forseglet ved bruk av parafilm og inkubert ved 20 °C i en Innova 4230 

inkubatoren. Platene hvor vekstmediet ikke ble byttet etter infeksjonen (Direkte), ble 

undersøkt ved bruk av lysmikroskop og bilder tatt daglig i cirka 7 dager. For de resterende 

platene hvor vekstmediet ble byttet, ble antistoff farging (Se 3.10) benyttet og bilder tatt ved 

bruk av Fluorescensmikroskop. (Se 3.11).  

 

Figur 3.7.1: Plater med RTS-11 eller ZSSJ cellelinjer i brønner som hadde blitt infisert med 
P. salmonis LF-89 med ulik OD600. Den siste brønnen på hver plate er celler som er bare 
tilsatt vekstmedium (kontroll).  

 

3.8. In vitro infeksjon av P. salmonis 

For å undersøke effekten av P. salmonis infeksjon over tid ble Regnbueørret makrofag 

cellelinjen (RTS-11) og sebrafisk cellelinjen (ZSSJ) sådd ut på hver sine seks-brønnsplater og 

500 µL av P. salmonis LF-89 OD600 = 2 ble tilsatt i de tre øverste brønnene på hver plate. De 
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andre tre brønnene var kontroll brønner som ble tilsatt kun vekstmedium (Fig 3.8.1). Det ble 

totalt laget 16 plater: 4 plater med RTS-11 og 4 plater med ZSSJ til antistoff farging, 4 plater 

med RTS-11 og 4 plater med ZSSJ til RNA isolering. Alle platene ble inkubert ved 20 °C i en 

Innova 4230 inkubator. Etter to timer ble platene fjernet fra inkubatoren og vekstmediet byttet 

i brønnene der det var tilsatt bakterier. Brønnene ble vasket med 1 mL PBS som beskrevet 

tidligere, hver brønn ble så tilsatt 3 mL vekstmedium uten antibiotika og inkubert på nytt ved 

20 °C i Innova 4230 inkubatoren. Platene ble tatt ut av inkubatoren dag 6, 9, 13 og 16 etter 

infeksjon for antistoff farging (Se 3.10) og RNA isolering (Se 3.12).  

 

 

Figur 3.8.1: Infeksjon av RTS-11 og ZSSJ med P. salmonis. Brønn 1A-3A på hver plate ble 
tilsatt P. salmonis med OD600 = 2, brønnene ble vasket etter to timer med PBS og nytt 
vekstmedium uten antibiotika ble tilsatt til hver brønn. Brønn 1B-3B er kontroll brønner uten 
P. salmonis tilstede.  

 

3.9. In vitro eksponering av P. salmonis membranvesikler på fiskecellelinjer	
  

For å undersøke potensiell bruk av membranvesikler for immunisering, ble vesiklene fra P. 

salmonis undersøkt ved bruk av cellelinjene RTS og ZSSJ som ble dyrket på plater som 

beskrevet tidlig. Totalt ble det satt opp 16 plater med celler: 6 plater RTS-11 og 6 plater ZSSJ 

til RNA isolering (Fig 3.9.1) samt 4 plater RTS-11/ZSSJ til antistoff farging (Fig 3.9.2). For 

RNA isolering ble to av de seks platene eksponert for 20 µg MV i 24 timer før infeksjon med 

P. salmonis, to platen ble tilsatt 20 µg MV samtidig som det ble tilsatt P. salmonis, på de to 

siste platene ble det kun tilsatt 20 µg MV (Fig 3.9.1). 



20 
 

 

Figur 3.9.1: Oppsett for plater brukt til RNA isolering for celler eksponert med MV. Hver 

brønn med enten RTS-11 eller ZSSJ celler ble tilsatt 20 µg MV: To plater ble tilsatt MV 24 

timer før infeksjon med P. salmonis, to plater ble tilsatt MV samme dagen som cellene ble 

infisert med bakterien, mens de to andre platene med celler ble kun tilsatt MV. Platene ble 

inkubert ved 20 °C og RNA ble isolert fra cellene på dag 6, 9, 13, og 16 etter infeksjon. 

 

For celler til antistoffarging ble det tilsatt 20 µg MV til hver brønn (Fig 3.9.2). I de to første 

brønnene (1A-1B) ble det tilsatt 20 µg MV 24 timer før cellene skulle bli infisert med P. 

salmonis. De to brønnene i midten (2A-2B), ble det tilsatt 20 µg MV på samme dag som 

cellene ble infisert med P. salmonis, mens de to siste brønnene (3A-3B) ble det kun tilsatt 20 

µg MV (Fig 3.9.2). For plater brukt til både RNA isolering og antistoffarging, ble platene som 

var tilsatt bakterie inkubert i 2 timer. De ble deretter fjernet fra inkubatoren og mediet ble 

byttet ut med 3 ml nytt medium uten antibiotika for hver brønn. Platene ble inkubert videre 

ved 20 °C i Innova 4230 inkubator (Marshall Scientific) og prøver for RNA isolering og 

antistoffarging høstet 6, 9, 13 og 16 dager etter infeksjon, som tidligere beskrevet.  
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Figur 3.9.2: Oppsett for plater brukt til antistoff farging for celler eksponert med MV. Hver 

brønn med enten RTS-11 eller ZSSJ celler ble tilsatt 20 µg MV. Brønnene, 1A-1B ble tilsatt 

MV 24 timer før infeksjon med P. salmonis. 2A-2B ble tilsatt MV samme dagen som cellene 

ble infisert med bakterien, 3A-3B ble kun tilsatt MV. Platene ble inkubert ved 20 °C og 

cellene ble antistoff farget på dag 6, 9, 13, og 16 etter infeksjon. 

 

3.10 Immunhistokjemi	
  

Celler infisert med P. salmonis eller eksponert med MV, ble tatt ut av inkubatoren dag 6, 9, 

13 og 16 etter infeksjon. Vekstmedium ble fjernet og brønnene ble vasket to ganger hver med 

1 mL PBS, deretter ble cellene fikset ved bruk av 500 µL 2% paraformaldehyde (PFA) 

(Sigma-Aldrich) fortynnet med PBS i hver brønn for 15-20 minutter ved romtemperatur. PFA 

ble fjernet og brønnene vasket to ganger hver med 1 mL PBS. Cellene ble så permeabilisert i 

5-10 minutter med 0,1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich ) i PBS, etterfulgt av vasking med PBS 

i to omganger. Platen ble så pakket inn med aluminiumsfolie, og ikke-spesifikke 

bindingssteder blokkert med 5% geiteserum i PBS (blokking-buffer) i 1 time ved 

romtemperatur på en GFL 3005 orbital-shaker (DJB Labcare, Buckinghamshire, UK) med 

forsiktig risting rundt 40 rpm. I mellomtiden, ble primærantistoff (kanin-anti-P. salmonis, 
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donert fra Professor Duncan Colquhoun, Veterinærinstituttet) fortynnet med 5% geiteserum 

(1:200). Deretter ble blokkeringsløsningen i hver brønn erstattet med 1 mL fortynnet 

primærantistoff og inkubert i 2 timer ved romtemperatur på en GFL 3005 orbital-shaker med 

forsiktig risting. Primærantistoffet ble fjernet og brønnene vasket to ganger med 1 mL PBS-

0,1% Tween 20 (Thermo Fisher Scientific) i 3-5 minutter. Sekundærantistoff (Geit anti-kanin 

Alexa Fluor 594) ble deretter fortynnet i 5% geiteserum (1:500) og 1 mL av det fortynnede 

sekundærantistoffet ble tilsatt hver brønn og inkubert i 40 minutter ved romtemperatur i 

mørket på en GFL 3005 orbital-shaker med forsiktig risting. Sekundærantistoffet ble så 

fjernet fra prøvene og brønnene vasket to ganger med 1 mL PBS-0,1% Tween 20 i 3-5 

minutter. Til slutt ble cellene farget med DAPI (4ʹ′, 6-Diamidino-2-Phenylindole, 

Dihydrochloride) i PBS (1:1000) og inkubert ved romtemperatur i mørket i 3-5 minutter. 

DAPI ble deretter fjernet, hver brønn ble så vasket med 1 mL PBS og det ble tilsatt 500 µL 

PBS til hver brønn før prøvene ble analysert ved bruk av et fluorescensmikroskop (Se 3.11). 

 

3.11. Fluorescensmikroskopi	
  

Prøvene farget med antistoff ble analysert i et Nikon Eclipse TE300 fluorescensmikroskop 

(Nikon Instruments, NY, USA ). Prøvene ble sett på ved bruk av et Nikon Intensilight C-

HGFI (Nikon Instruments), og bilder ble tatt ved bruk av NIS-Elements BR 3.0 programvare 

(Nikon Instruments). Bildene ble videre analysert ved bruk av Image J. Fluorfor. På 

analysedagen ble det tatt 3 bilder av hver brønn; et normalt bilde, et bilde med DAPI og et 

bilde med antistoff farget P. salmonis, alle bildene ble tatt med 40x forstørring.  

 

3.12. RNA isolering	
  

For RNA isolering av RTS-11 og ZSSJ celler infisert med P. salmonis LF-89 eller eksponert 

med membranvesikler, som beskrevet tidligere, ble platene tatt ut av inkubatoren dag 6, 9, 13 

og 16 etter infeksjon. Medium ble fjernet fra cellene og overført til et 15 mL rør (medium fra 

hver brønn ble satt i hvert sitt separate rør), brønnene ble vasket hver med 1 mL PBS. Hver 

brønn ble så tilsatt 500 µL trypsin som virket i 1-2 minutter før det ble fjernet og overførte til 

15 mL rørene og brønnen vasket igjen med 1 mL PBS. 15 mL rørene ble deretter spunnet ned 

ved romtemperatur i 2 minutter ved maks hastighet (RCF 4143). Supernatanten ble så helt av 

mens pelleten ble resuspendert i 350 µL RLT buffer (RNeasy Mini Kit, QIAGEN). Prøvene 
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ble homogenisert ved å trekke de opp og ned 5 ganger gjennom en 0,3x13 mm kanyle med en 

1 mL sprøyte (BD). Den RNA-holdige supernatanten ble så blandet med 350 µL 70% etanol 

(Kemetyl, Vestby, Norge) og lastet på RNeasy Mini Spin-Kolonner (QIAGEN GmBH, 

Hilden, Tyskland) som ble spunnet ned ved 8 G i et minutt (Mikro200R).  

 

Prøvene ble videre behandlet i henhold til produsentens instruksjoner, inkludert en 15 

minutters DRNase behandling av prøvene på kolonne ved bruk av RNase free DNAse-sett 

(QIAGEN) (Se vedlegg B: Kit-protokoller). RNA ble til slutt fortynnet med 20 µL RNAse 

fritt vann (QIAGEN). Omvendt transkripsjonsreaksjon ble utført ved bruk av High Capacity 

RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems) (Se vedlegg B: Kit protokoller). Maksimalt 9 µl av 

RNA prøve ble brukt per reaksjon. Prøvene ble håndtert i henhold til produsentens 

instruksjoner; ved å inkubere reaksjonen i en GeneAmp PCR system 2700 PCR maskin ved 

37 °C i 1 time, stoppe reaksjonen ved oppvarming til 95 °C i 5 minutter og deretter å kjøle de 

ned til 4 °C før de ble oppbevart ved -20 °C for langtidslagring. 

 

3.13 RT-qPCR	
  

Samtlige av de isolerte cDNA prøvene ble analysert ved bruk av RT-qPCR med et bestemt 

sett av gener. Hoveddelen av primerne brukt for analyse av cDNA fra ZSSJ cellen var fra 

Qiagen, mens de resterende primerne er fra Lifte Technologies Inc, vist i tabell 3.13.1. 

Kvantitativ PCR ble utført i triplikater ved bruk av en Lightcycler® 480 (Roche, Basel, 

Sveits) qPCR-maskin (programvare: Lightcycler® 480 versjon 15.1.62). RT-qPCR-maskinen 

ble kjørt under følgende betingelser: denaturering ved 95 °C i 5 minutter, 45 amplifikasjon 

sykluser ved 95 °C i 10 sekunder, 30 sekunder ved 60 °C og 8 sekunder ved 72 °C. 

Syklusgrenseverdiene (Ct) ble analysert i Microsoft Excell 2010, i tillegg til analyse av 

smeltekurve for å verifisere enkelt amplifikasjonstopper. Forskjeller mellom de ulike 

gruppene ble ansett som statistiske signifikante hvis p<0,05 etter bruk av to uparet t-test, med 

ulik variasjon.  
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Tabell 3.13.1: Primere brukt i RT-qPCR forsøket. 

Gene name Gene 
symbol 

Forward primer Reverse primer 

ZSSJ 

eukaryotic translation 
elongation factor 1 alpha 
1, like 1 

eef1α11
1 

CTT CTC AGG CTG ACT GTG C CCG CTA GCA TTA CCC TCC 

zgc:158463 18s GCC TGC GGC TTA ATT TGA CT ACC ACC CAC AGA ATC GAG 
AAA 

interleukin 1, beta IL-1β QuantiTect Primer Assay Dr_il1b_1_SG 

chemokine (C-X-C motif) 
ligand 8a 

il8 QuantiTect Primer Assay Dr_il8_1_SG 

interleukin 10 il10 QuantiTect Primer Assay Dr_il10_1_SG 

interlukin 12a il12a QuantiTect Primer Assay Dr_il12a_1_SG 

tumor necrosis factor a tnfa QuantiTect Primer Assay Dr_tnfa_1_SG 

interferon, gamma 1-2 infg QuantiTect Primer Assay Dr_ifng1-2_1_SG 

RTS-11 

Elongation factor 1 alpha EF1a CACCACCGGCCATCTGATCTACAA TCAGCAGCCTCCTTCTCGAACT
TC 

18S RNA 18S TGTGCCGCTAGAGGTGAAATT GCAAATGCTTTCGCTTTCG 

interleukin 1, beta IL-1β CCCATCACCATGCGTCAC CTCCAACTCCAACACTATATG 

Interlukin 8 IL-8 AGCGGCAGATTCAAACTCAC GTTGTTGGCCAGCATCTTCT 

interleukin 10 IL-10 ACTCCGCACATCCTTCTCCACCA TCATGGCGGTGGGCAACACC 

interlukin 12 IL-12 ATCAAGCAGCCAGTATGGGACAGA TCCTGCAAGCTCACTGTCCTTC
AT 

tumor necrosis factor 
alpha 

TNFa TGCTGGCAATGCAAAAGTAG AGCCTGGCTGTAAACGAAGA 

interferon, gamma  IFNy AAGGGCTGTGATGTGTTTCTG TGTACTGAGCGGCATTACTCC 
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4. Resultater 

4.1. Vekst av P. salmonis i flytende kulturer 
 

Basert på optiske tetthet OD600 av inokulumet ble det laget vekstkurver for P. salmonis LF-89 

(Fig 4.1.1). Basert på OD målingene av P. salmonis dyrket i 5 og 10 mL AUSTRAL-SRS har 

bakterien en lag fase fra 0-24 timer. For 10 mL ASUTRAl-SRS har bakteriene en 

eksponentiell fase på 24-110 timer, mens i 5 mL er fasen på 24-90 timer. Den stasjonære 

fasen for 10 mL er fra 110-170 timer og for 5 mL fra 90-130 timer, før begge når dødsfasen. 

Den stasjonære fasen for 10 mL AUSTRAL-SRS starter ved OD600 = 6 og slutter rundt OD600 

=5, mens for 5 mL kulturene begynner den ved OD600 = 4,6 og slutter rundt OD600 = 4,4. P. 

salmonis LF-89 har begrenset eller ingen vekst i EBFC og ut i fra Fig 4.1.1 er vekstraten 

negativ. Bakteriene ble her først dyrket i AUSTRAL-SRS og deretter overført til EBFC, noe 

som kan være forklaringen til nedgangen i veksten ved EBFC mediumet. Totalt sett vokser P. 

salmonis bedre og raskere i AUSTRAL-SRS enn i EBFC.  

 

Figur 4.1.1: Sammenligning av vekstkurver mellom P. salmonis dyrket i AUSTRAL-SRS og 
EBFC vekstmediumet etter inokulering fra en startkultur dyrket i AUSTRAL-SRS medium. 
Bakteriene er dyrket i 5 og 10 mL av hver vekstmediet ved 20 °C og 100 rpm. (n=3). Vertikale 
linjer viser STD. 
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Den høyeste tettheten av P. salmonis i AUSTRAL-SRS ble målt allerede etter 3-4 dager og da 

var OD = 6 i 10 mL, og OD = 4,6 i 5 mL. Den høyeste tettheten av bakterien i EBCF ble målt 

til OD= 0,1 i 10 mL og OD= 0,09 i 5 mL etter 3 dager. Basert på resultatene, og i henhold til 

kriteriene beskrevet av McGann et al. (2010), som sier at et flytende medium må fremkalle 

rask bakterievekst med høy tetthet når målt ved optisk tetthet (OD) ved 600 nm samt fremme 

effektiv vekst av lav bakteriell inokulasjon (74), ble AUSTRAL-SRS mediet benyttet for 

videre studier av P. salmonis og bakteriens membranvesikler.  
 
 

4.2.  Isolering og analyse av P. salmonis membranvesikler 
 

P. salmonis LF-89 membranvesikler har tidligere blitt observert på bakterieoverflaten i 

skanning elektronmikroskop, etter dyrking i EBFC og høsting med ultrasentrifugering (75, 

76). Produksjonen av vesikler ved dyrking av P. salmonis i AUSTRAL-SRS har derimot ikke 

blitt undersøkt tidligere. Vesiklene produserte av P. salmonis i AUSTRAL-SRS ble isolert 

ved bruk av standardprotokoller (Se 3.3) og hadde konsentrasjon på 5 mg/mL. Vesiklene ble 

analysert ved bruk av TEM for å undersøke størrelsen og morfologien (Fig 4.2.1). 

Membranvesiklene viste seg å være intakte sfæriske strukturer med en størrelse på rundt 25-

150 nm. Basert på TEM undersøkelser ble det også identifisert vesikler med både enkelt og 

dobbeltmembran.  
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Figur 4.2.1: TEM-bilde av MV isolert fra LF-89 dyrket i AUSTRAL-SRS, både vesikler med 
enkelt og dobbeltmembran er markert ved bruk av piler. 

 

Videre analyse av membranvesiklene ble utført ved bruk av SDS-PAGE, hvor proteiner av 

forskjellige størrelser fra MV-ene ble detektert ved bruk av Coomassie Blue-farging (Fig 

4.2.2). Det ble detektert en rekke bånd ved bruk av SDS-PAGE som indikerer at det er flere 

ulike proteiner tilstede i de isolert MV-ene. Flertallet av proteinene i de isolerte vesiklene 

hadde en molekylvekt mellom 15-50 kDa.  
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Figur 4.2.2: Analyse av proteininnholdet i LF-89 MV ved Coomassie Blue-farging etter 
separasjon med SDS-PAGE. L: Molekylvekt markør (Precision Plus protein unstained 
standard ladder), 1/2, 1/3, 1/4 og 1/5: fortynnet MV blandet med PageBLue. Tallene til 
venstre angir posisjonene til molekylvekt til proteinene i MV-ene (kDa). 

 

4.3.	
  In vitro dose respons av P. salmonis infeksjon i RTS-11 og ZSSJ 
 

Tidligere forskning har vist at P. salmonis kan infisere og overleve i en rekke forskjellige 

fiskecellelinjer, blant annet CHSE-214 (34, 35, 77, 78). Effekten av ulike 

bakteriekonsentrasjoner er derimot lite kjent, og dette ble derfor undersøkt ved bruk av 

cellelinjene RTS-11 og ZSSJ. Cellelinjen RTS-11 ble valgt da P. salmonis er kjent for å 

infisere makrofager og tidligere studier med RTS-11 har vist at cellelinjen støtter infeksjon av 

bakterien (79). Cellelinjen ZSSJ har ikke tidligere blitt studert for infeksjon av P. salmonis, 

men da bakterien har blitt rapportert å infisere sebrafisk var det av interesse å se om en 

lignende effekt kunne oppnås i en sebrafisk cellelinje (15). For å undersøke effekten av 

økende bakteriekonsentrasjon og eksponeringstid ble det benyttet 3 ulike eksponeringer; 

dirkete, 2 og 4 timer inkubasjon og 6 ulike konsentrasjoner av bakterien (OD600 3, 2, 1, 0.5, 

0.25 og 0.1). Ved direkte eksponering ble ikke bakteriene fjernet fra mediet mens ved kortere 

inkubasjon ble bakteriene fjernet etter henholdsvis 2 og 4 timer. 
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I RTS-11 kulturene utsatt for kontinuerligeksponering av P. salmonis (Direkte) ble det etter 3 

dager observert en økende celledød (Fig 4.3.1). Det ble også observert en dose-respons effekt 

i RTS-11 cellene da det ble observert mer celledød i brønner med høyere OD enn i brønner 

med lavere OD (Fig 4.3.1). For ZSSJ celler tok det 7 dager før det ble observert synlig 

celledød samtidig som det var økt celledød i brønner med høyere OD enn i brønner med 

lavere OD (Fig 4.3.2). Da kontinuerligeksponering av cellene med bakterien førte til celledød, 

var det ønskelig å undersøke effekten med kortere eksponering (2 og 4 timer), da det er 

ønskelig å ha infiserte men levende celler til RNA isolering.  

 

Figur 4.3.1: RTS-11 celler infiserte med LF-89. A: OD 3, B: OD 2, C: OD 1, D: OD 0,5, E: 
OD 0,25, F: Kontroll. Bilder er tatt 3 dager etter infeksjon. Vekstmediumet ble ikke byttet 
etter infeksjonen av cellene med LF-89. Etter 4-5 dager var nesten alle cellene døde. Graden 
av celledød økte ved høyere OD.  
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Figur 4.3.2: ZSSJ celler infiserte med LF-89. A: OD 3, B: OD 2, C: OD 1, D: OD 0,5, E: OD 
0,25, F: Kontroll. Bilder er tatt 7 dager etter infeksjon. Vekstmediumet ble ikke byttet etter 
infeksjonen. Cellene var døde etter 7 dager.  

 

For å undersøke effekten av kortere bakterieeksponering ble både RTS-11 og ZSSJ 

cellelinjene infisert med P. salmonis og vekstmediet ble byttet etter 2 og 4 timer som 

beskrevet tidligere og 6 dager etter infeksjon ble cellene antistoff farget. Cellene ble farget 

med DAPI (blå) mens P. salmonis LF-89 ble farget ved bruk av kanin-anti-P. salmonis og 

geit anti-kanin (rødt) (Fig 4.3.3-4.3.6). Ved 2 og 4 timer ble det observert omtrent lik mengde 

celler som var infisert med P. salmonis i både RTS-11 og ZSSJ, noe som gir en indikasjon på 

at den korte tidsforskjellen har lite å si på grad av infeksjon. Cellene overlevde derimot lengre 

enn ved direkte eksponering, noe som viser at fjerning av bakteriene etter 2 og 4 timer gir en 

endring i infeksjonsraten. Det ble også observert en økende grad av infeksjon ved høyere OD 

av bakterien, mens ingen bakterier ble detektert i kontroll prøvene. Det ble ikke observert 

noen klare forskjellen i resultatene mellom RTS-11 og ZSSJ cellene 6 dager etter infeksjon, 

men det ble derimot observert i løpet av forsøket at ZSSJ cellene holdt seg bedre med P. 

salmonis tilstede enn RTS-11. Observert celledød for RTS-11 var med andre ord høyere enn 

celledød for ZSSJ. I kontrollene til begge cellelinjene, var det høyere antall celler i forhold til 

celler infisert med P. samonis, noe som indikerer at celledøden er forårsaket av bakterien.  
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Figur 4.3.3: RTS-11 infisert med LF-89 der medium ble byttet 2 timer etter infeksjon. Cellene 
ble eksponert for ulik OD = 2, 1, 0.5, 0.25, i tillegg til en kontroll uten tilsatt bakterier. Celler 
er farget blått med DAPI, og P. salmonis farget rødt med kanin-anti-P. salmonis og geit anti-
kanin. Merge = Bilder av bakterier og celler lagt opp på hverandre. Bildene er tatt ved i en 
fluorescensmikroskop ved 40x forstørringen. 
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 Figur 4.3.4: RTS-11 infisert med LF-89 der medium ble byttet 4 timer etter infeksjon. Cellene 
ble eksponert for ulik OD = 2, 1, 0.5, 0.25, i tillegg til en kontroll uten tilsatt bakterier. Celler 
er farget blått med DAPI, og P. salmonis farget rødt med kanin-anti-P. salmonis og geit anti-
kanin. Merge = Bilder av bakterier og celler lagt opp på hverandre. Bildene er tatt ved i en 
fluorescensmikroskop ved 40x forstørringen. 
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Figur 4.3.5: ZSSJ infisert med LF-89 der medium ble byttet 2 timer etter infeksjon. Cellene 
ble eksponert for ulik OD = 2, 1, 0.5, 0.25, i tillegg til en kontroll uten tilsatt bakterier. Celler 
er farget blått med DAPI, og P. salmonis farget rødt med kanin-anti-P. salmonis og geit anti-
kanin. Merge = Bilder av bakterier og celler lagt opp på hverandre. Bildene er tatt ved i en 
fluorescensmikroskop ved 40x forstørringen. 
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Figur 4.3.6: ZSSJ infisert med LF-89 der medium ble byttet 4 timer etter infeksjon. Cellene 
ble eksponert for ulik OD = 2, 1, 0.5, 0.25, i tillegg til en kontroll uten tilsatt bakterier. Celler 
er farget blått med DAPI, og P. salmonis farget rødt med kanin-anti-P. salmonis og geit anti-
kanin. Merge = Bilder av bakterier og celler lagt opp på hverandre. Bildene er tatt ved i en 
fluorescensmikroskop ved 40x forstørringen. 
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4.4. Studier av P. salmonis i RTS-11 og ZSSJ celler over tid 
 

For å bedre kartlegge effekten av P. salmonis over tid i RTS-11 og ZSSJ cellelinjene ble det 

benyttet immunfluorescens mikroskopi ved fire ulike tidspunkter i løpet av infeksjonen. 

Cellene ble infisert med P. salmonis LF-89 og kontrollen ble kun tilsatt vekstmediet. På dag 

6, 9, 13, og 16 ble cellene antistoff farget og analysert i en fluorescensmikroskop. Cellene ble 

gjort fluorescerende blått med DAPI og bakteriene fluorescerende rødt ved bruk av kanin-

anti-P. salmonis og geit anti-kanin antistoffer. Det ble observert en økende mengde bakterier 

over tid i RTS-11 og ZSSJ cellene (Fig 4.4.1 og 4.4.2). Etterhvert som antall celler ble mindre 

ble det derimot observert en reduksjon i antall bakterier. Kontrollen var fri for bakterier 

gjennom hele eksperimentet og cellene delt seg som de skulle for både RTS-11 og ZSSJ. 

Paralleller av cellene i forskjellige brønner fra hver dag viste samme resultater; det ble blant 

annet vist at det tar litt tid for bakteriene å vokse inne i cellene og det var ikke før 3-4 dager 

etter infeksjonen at bakteriene hadde vokst i en grad som tillot deteksjon inne i RTS-11 og 

omtrent 5-7 dager for ZSSJ cellene. Analyse av RNA ble gjort parallelt med RNA prøver fra 

immuniseringsforsøket og resultatene er vist samlet i del 4.5, immunrespons.  
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Figur 4.4.1: RTS-11 infisert med LF-89 og medium byttet 2 timer etter infeksjon. Cellene ble 
eksponert for OD = 2 i tillegg til en kontroll uten tilsatt bakterier. Celler er antistoff farget 6, 
9, 13, og 16 dager etter infeksjon. Cellene er farget blått med DAPI, og P. salmonis farget 
rødt med kanin-anti-P. salmonis og geit anti-kanin. Merge = Bilder av bakterier og celler lagt 
opp på hverandre. Bildene er tatt ved i en fluorescensmikroskop ved 40x forstørringen (n=3). 
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Figur 4.4.2: ZSSJ infisert med LF-89 og medium byttet 2 timer etter infeksjon. Cellene ble 
eksponert for OD = 2 i tillegg til en kontroll uten tilsatt bakterier. Celler er antistoff farget 6, 
9, 13, og 16 dager etter infeksjon. Cellene er farget blått med DAPI, og P. salmonis farget 
rødt med kanin-anti-P. salmonis og geit anti-kanin. Merge = Bilder av bakterier og celler lagt 
opp på hverandre. Bildene er tatt ved i en fluorescensmikroskop ved 40x forstørringen (n=3). 



38 
 

4.5. Immunresponsanalyse av MV fra LF-89 hos cellelinjene RTS-11 og ZSSJ 
 

For å undersøke effekten av MV-er isolert fra P. salmonis dyrket i AUSTRAL-SRS medium 

ble det benyttet et in vitro assay med RTS-11 og ZSSJ celler både før og samtidig som P. 

salmonis infeksjon. Effekten av vesiklene på cellene ble analysert ved bruk av 

immunfluorescens mikroskopi og immunresponsen analysert ved bruk av RT-qPCR.  

Immunfluorescens mikroskopi 

For studier av effekten til P. salmonis isolerte MV-er i RTS-11 og ZSSJ ble det benyttet 20 

µg MV i alle tilfeller og P. salmonis LF-89 OD = 2 i to timer. Mengden bakterier og tid 

benyttet er basert på dose respons forsøkene (Se 3.7). I en brønn med celler ble det tilsatt MV 

24 timer før infeksjonen, i den andre brønnen ble det tilsatt MV på samme tidspunkt som 

cellene ble infisert med P. salmonis, og i den siste brønnen ble det kun tilsatt MV. Cellene ble 

antistoff farget 6, 9, 13 og 16 dager etter infeksjon. For RTS-11 cellene eksponert med MV 24 

timer før og samtidig som infeksjon med P. salmonis var det et lavt antall bakterier og celler 

etter 6 dager. Mens for cellene tilsatt MV ble ingen bakterier detektert, cellene delte seg bra 

og antall celler var høyt. For ZSSJ cellene hvor MV var tilsatt 24 timer før og samtidig med 

infeksjon var det derimot mange bakterier i brønnen. Ved dag 9, var det betydelig reduksjon i 

antall RTS-11 celler for både cellene eksponert med MV-er i 24 timer og for cellene 

eksponert med MV-er samme dag som infeksjon. Bakteriene ble observert å danne 

aggregeringer rundt de få cellene som var igjen, dette førte til et sterkt utslag av fluorescens 

signal (Fig 4.5.1 og 4.5.2). For cellene kun tilsatt MV ble det ikke sett noen endringer i antall 

celler ved dag 9. For ZSSJ cellene var det ingen tydelig forskjell mellom dag 6 og 9. 

Forskjellen ble derimot observert ved dag 13, da det var en tydelig reduksjon i antall celler i 

brønnen tilsatt kun MV, det var også reduksjon i celler eksponert med MV 24 timer før 

infeksjon og i celler eksponert med MV ved infeksjon. For RTS-11 var det nesten ingen celler 

igjen ved dag 13 og antall bakterier var blitt tydelig redusert. Det samme ble observert for 

celler tilsatt MV. Dette tyder på at P. salmonis infiserer RTS-11 og ZSSJ i større grad med 

MV tilstede. Ved dag 16 ble cellene undersøkt ved bruk av lysmikroskop uten antistoff 

farging, det ble da observert celler som fløt rundt i mediet, noe som indikerer at de har mistet 

evnen til å adherer til overflater. Da cellene ikke lenger festet seg til flaskeoverflaten ble det 

bestemt å ikke gjennomføre antistoff farging, da dette ville føre til at cellene ble vasket bort 

og det ikke lenger var mulig å gjennomføre fluorescens mikroskopering.  
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Figur 4.5.1: RTS-11 celler eksponert for 20 µg MV både alene og ved infeksjon med P. 
salmonis. MV-ene ble tilsatt cellene før eller samtidig med infeksjonen av bakterier med OD 
= 2 i 2 timer. Cellene er antistoff farget 6, 9, og 13 dager etter infeksjon.  
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Figur 4.4.2: ZSSJ celler eksponert for 20 µg MV både alene og ved infeksjon med P. 
salmonis. MV-ene ble tilsatt cellene før eller samtidig med infeksjonen av bakterier med OD 
= 2 i 2 timer. Cellene er antistoff farget 6, 9, og 13 dager etter infeksjon. 
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Immungenrespons  

Immunresponsen til cellene (RTS-11 og ZSSJ) infisert med P. salmonis eller eksponert med 

MV, både alene og i kombinasjon, ble undersøkt ved RT-qPCR. Cellene ble dyrket og infisert 

med P. salmonis som beskrevet tidligere og RNA ble isolert fra cellene. Det ble kjørt 

kvantitativ RT-PCR-reaksjoner for 8 ulike gener for RTS-11 og ZSSJ (Se Tabell: 3.13.1). 

Først ble immunresponsen analysert for cellelinjene (RTS-11 og ZSSJ) infisert med P. 

salmonis, og deretter for cellene eksponert med MV.  

Ved analyse av immungenresponsen ble hovedverdiene i gentranskripsjonsnivåene observert i 

RTS-11, mens transkripsjonsnivået generelt var lavere i ZSSJ for de undersøkte genene. Det 

var derimot flere gener som ble oppregulert i ZSSJ enn i RTS-11. Interleukin 8 (IL8) var blant 

annet oppregulert i både RTS-11 og ZSSJ, men med et signifikant høyere transkripsjonsnivå i 

RTS-11 eksponert for MV. Transkripsjonsnivået av IL8 var også signifikant høy i RTS-11 

som hadde blitt eksponert for MV 24 timer før infeksjon, og i RTS-11 infisert med LF-89 ved 

dag 9 etter infeksjon (Fig 4.5.1). I ZSSJ ble bare en mindre, men signifikant oppregulering av 

IL8 observert ved dag 6 og 9 i cellene som ble eksponert med MV samme dagen som de ble 

infisert med P. salmonis. RTS-11 cellene hadde en signifikant oppregulering av interleukin 

1beta (il-1β) når de var eksponert for MV-er ved dag 9. Det samme var tilfellet med cellene 

eksponert for MV-er samme dagen som de ble infisert med P. salmonis etter 16 dager. 

Derimot ble det observert en svak men ikke signifikant oppregulering av il-1β i ZSSJ på alle 

tidspunkter. Transkripsjonsnivået av tnfα ble observert i begge cellelinjene på alle 

tidspunktene, med høyere signifikant oppregulering i RTS-11 celler eksponert for MV og 

infisert samtidig ved dag 13. For ZSSJ ble en signifikant oppregulering av tnfα detektert ved 

dag 9 og 16 i celler eksponert for MV 24 timer før infeksjon og i celler eksponert for MV-er 

og infisert med P. salmonis samme dag. I tillegg ble interferon gamma 1-2 (infγ) oppregulert i 

mindre grad i ZSSJ, med litt høyere transkripsjonsnivået ved dag 13 i celler eksponert for 

MV. Interleukin 12 alpha (il12α) transkripsjonsnivået i ZSSJ var generelt lavt ved dag 6 og 9, 

men økte ved dag 13 i ZSSJ cellene eksponert for MV og infisert på samme tidspunktet, samt 

ved dag 16 i cellene som hadde blitt eksponert for MV.  
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 Figur 4.5.1: Transskripsjon av immungener i RTS-11 celler eksponert for membranvesikler 
og infisert med P. salmonis LF-89 analysert ved RT-qPCR. RNA ble isolert ved 6, 9, 13, og 16 
dager etter eksponering av celler med 20 µg MV og infisert i 2 timer med LF-89 OD = 2, 
*=P< 0,05, signifikant oppregulert i forhold til kontroll, n=3. Vertikale linjer viser STD. 
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Figur 4.5.2: Transskripsjon av immungener i ZSSJ celler eksponert for membranvesikler og 

infisert med P. salmonis LF-89 analysert ved RT-qPCR. RNA ble isolert ved 6, 9, 13, og 16 

dager etter eksponering av celler med 20 µg MV og infisert i 2 timer med LF-89 OD = 2, 

*=P< 0,05, signifikant oppregulert i forhold til kontroll, n=3. Vertikale linjer viser STD. 
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5. Diskusjon 

5.1. Vekstkurver  
 

P. salmonis LF-89 brukt i denne studien hadde et lignende vekstmønster i 5 og 10 mL 

AUSTRAL-SRS, mens i EBFC hadde bakterien et annerledes vekstmønster. Når bakterien 

hadde nådde maksimal OD600 for inokulering, ble kulturen fortynnet til OD600 = 0,15 og 

inokulert i 5 og 10 mL vekstmediet for å vokse (Fig 3.2.1). Dette følges av såkalt lag fase, der 

vekstraten er lik null siden bakteriene trenger tid for å syntetisere næringsstoffene og 

akkumulere metabolitter som er essensielle for vekst og celledeling (80, 81). På grunn av 

formen på vekstkurvene er det vanskelig å bestemme helt nøyaktig slutten av lag fasen, men 

det har blitt påvist av Augustin et al. (200) at varigheten av lag fasen for Listeria 

monocytogens er sterkt avhengig av størrelsen på inokulum (82). Med andre ord, større 

inokulum fører til reduksjon i varighet av lag fasen. Basert på Fig 4.1.1 har LF-89 dyrket i 5 

mL AUSTRAL-SRS kortere lag fasen enn når bakteriene er dyrket i 10 mL, dette viser at LF-

89 vokser raskere i 5 mL enn i 10 mL ved starten. Det har blitt funnet at bakterier 

kommuniserer med hverandre ved å skille ut kjemisk signaler for å vokse (83, 84). Blant 

annet skiller bakterier ut quorum signaler for å kommunisere med andre bakterier i nærheten 

slik at alle bakteriene kan endre sine egenskaper samtidig (84, 85). Bakterier i 10 mL har et 

større volum enn i 5 mL, dette kan ha påvirket veksten fordi signalene da vil bruke lengre tid 

på å nå andre bakterier, noe som kan resultere i redusert vekst i lag fasen. 

 

Den gjennomsnittlige lag fasen for P. salmonis dyrket i 5 og 10 mL AUSTRAL-SRS ble 

observert å være fra 0-24 timer med OD600 = 1,18 i 5 mL og OD600 = 0,8 i 10 mL. Det ble 

observert gjennom hele studie at P. salmonis hadde en tendens å vokse langsommere ved lag 

fasen når den ble dyrket i et stort volum i forhold til et lite volum av AUSTRAL-SRS. Dette 

kan skyldes at P. salmons LF-89 foretrekker en kort avstand mellom individuelle bakterier for 

effektiv signalisering. I et stort volum hvor den bakterielle tettheten er lav, er bakteriene langt 

vekk fra hverandre og dette kan derfor føre til dårlig kommunikasjon og dermed en langsom 

vekst i lagfasen. Lagfasen følges så av raskt bakteriell vekst kalt eksponensiell fase og ved 

eksponensiell fasen er veksthastighet for bakteriene konstant (81). For P. salmonis LF-89 

varer denne fasen omtrent fra 24-110 og 24-90 timer for henholdsvis 10 og 5 mL AUSTRAL-

SRS. Det er ved denne fasen det ble registrert høyest tetthet av P. salmonis LF-89, OD600 = 6 

og 4,6 for P. salmonis dyrket i 10 og 5 mL AUSTRAL-SRS. Når noen av essensielle 
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næringsstoffene er brukt opp i vekstmediet, for eksempel jern og cystein som er essensielle 

for P. salmonis (36), blir vekstraten null og den metabolske aktiviteten til bakteriene blir 

redusert, dette fører til at bakteriene går inn i stasjonære fase (81, 86). Faktorer som fører til 

stasjonære fasen kan være; akkumulering av giftige metabolske produkter, reduksjon av 

næringsstoffene og endringer i pH (81). Denne fasen skjer etter cirka 110-170 og 90-130 

timer for 10 og 5 mL AUSTRAL-SRS. Til slutt går bakteriene inn i dødsfasen med en 

negative vekstrate, etter omtrent 170 og 150 timer var P. salmonis i 10 og 5 mL AUSTRAL-

SRS i denne fasen. I noen studier gjort tidligere, har LF-89 blitt dyrket i flytende medie 

lignende mediet brukt i denne oppgaven. Eksempler på dette er i Yañez et al. (2012), hvor det 

har blitt rapportert en OD600 = 1,8 av P. salmonis LF-89 dyrket i AUSTRAL-SRS tilsatt 

triptone soy broth, L-cystein og FBS (31). I tillegg har Henriquez et al. (2013), rapportert en 

OD600 = 1,95 etter 48 timer i et blod og serumfritt vekstmedium (30). I disse studiene er det 

registret en lav tettheten av LF-89 og dette viser at AUSTRAL-SRS brukt i denne oppgaven 

har gitt en bedre tetthet av LF-89 i flytende mediet i forhold til andre tilgjengelige studier. Det 

finnes derimot medier som gir høyere vekst av P. salmonis (OD600 opp til 6), men da disse er 

utviklet av farmasøytiske selskaper er de blitt patentert og mediesammensetninger er derfor 

ikke offentlig tilgjengelig (87). 

Når P. salmonis LF-89 ble dyrket i EBFC ble det observert en redusert vekst med veldig lav 

tetthet i forhold til AUSTRAL-SRS. Dette kan forklares ut i fra to teorier; bakterien (LF-89) 

er veldig sensitiv når den bytter mediet, eller bakterien trenger større inokulum når den bytter 

miljøet/mediet. Som beskrevet av Monod et al. (1949), er mange organismer ekstremt 

følsomme for plutselige endringer i sammensetningen av mediet (81). Dette kan være tilfelle 

for P. salmonis, da bakterien først ble dyrket i AUSTRAL-SRS og deretter overført til EBCF. 

Det har i tillegg blitt påvist av Kathryn et al. (2005) at valget av mediet har stor påvirkning på 

bakterieveksten, i studiet ble forskjellige jordbakterier dyrket i forskjellige medier med 

forskjellige sammensetning, og det ble observert vekst i noen medier mens i andre ble det 

observert dårlig vekst av samme type bakterie (88). Dette viser hvor viktig valget av mediet er 

for optimal bakterievekst. Det har også blitt gjort studier som viser at enkelte bakterier trenger 

et stor inokulumvolum for å gi vekst. Blant annet hos Francisella tularensis som er en Gram-

negative fakultativ intracellulær bakterie har det blitt vist at bakterien ikke vokser til en høy 

optisk tetthet fra et inokulum lavere enn 105 celler per mL (89). Det kan derfor hende at en 

større inokulum av LF-89 i EBFC kunne ha hjulpet med å øke veksten og tettheten av 

bakteriene, men dette ble ikke undersøkt i dette arbeidet. 
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5.2. Isolering og analyse av MV fra P. salmonis  
 
Membranvesikler fra P. salmonis ble isolert ved bruk av ultrasentrifugering og vesiklene 

analysert ved bruk av SDS-PAGE og TEM. Ultrasentrifugering har tidligere blitt benyttet for 

isolering av MV fra en rekke bakterier, blant annet ved isoleringen av MV fra Escherichia 

coli (90) og Francisella novicida (91), og anses som en standard prosedyre for 

vesikkelisolering. For å verifisere isoleringen av intakte strukturer ble vesiklene analysert ved 

TEM, som viste at P. salmonis blant annet skilte ut vesikler med både enkelt og 

dobbeltmembran, noe som også tidligere er blitt beskrevet av Tandberg et.al. (2016) (75). 

Vesiklene ble vist å ha en størrelse mellom 25-150 nm, som samstemmer bra med tidligere 

studier av blant annet Oliver et al. (2016) hvor vesikkel fra LF-89 ble vist å ligge rundt 25-

145 nm (36). Dette stemmer også godt overens med den forventede størrelsen av MV fra 

andre Gram-negative bakterier som er rundt 20-300 nm (52, 92, 93). Proteininnholdet i 

vesiklene ble videre analysert ved bruk av SDS-PAGE hvor det ble påvist en rekke ulike 

proteinbånd. Tandberg et al. (2016) har tidligere vist at rundt 60% av MV proteiner isolert fra 

LF-89 var cytoplasmatiske proteiner (75). 

I tillegg har det blitt rapportert av Oliver et al. (2016) at MV fra P. salmonis LF-89 inneholder 

chaperoniner slik som Hsp60, Hsp70, Hsp90 og flere andre uklassifiserte proteiner som er 

involvert i bakteriell konjugering slik som TrBI, TrbI, TrbE, CagE og VirB, proteiner som er 

involvert i jernopptak som bakterioferritin og virulensfaktor ytre membran protein A (OmpA) 

(36). I denne studien viste SDS-PAGE at flertallet av proteinene i MV-ene fra P. salmonis 

LF-89 hadde en molekylvekt mellom 15-50 kDa. MV-ene isolerte i denne studien hadde også 

en proteinkonsentrasjon på 5 mg/mL. I Berger et al. (2014) sin studie, ble det rapportert en 

protein konsentrasjon på 4 mg/mL fra P. salmonis 5896 dyrket i EBFC (76). Metoden for 

isoleringen av MV-ene og måling av protein var nesten identiske i begge tilfeller, men 

vekstmediet var forskjellig. Mediesammensetningen og tilgjengeligheten av næringsstoffer 

har generelt blitt rapportert å påvirke sekresjonen av membranvesikler fra bakterier (42). 

Vasilyeva et al. (2009) har blant annet vist at forskjellige medier påvirker protein innholdet i 

MV, der to lysobacter sp. stammer XL1 og XL2 ble dyrket i mediet 1 og 2. I mediet 1 ble 

ingen protein detektert i MV-ene, mens i mediet 2 ble det detektert en proteinkonsentrasjon på 

1,2 mg/mL og 0,02 mg/mL for XLI og XL2 (94). Det er derfor mulig at 

mediesammensetningen kan påvirke proteininnholdet i P. salmonis membranvesiklene og det 
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bør derfor utføres ytterligere studier av MV produksjon under forskjellige 

dyrkningsbetingelser. 

 

5.3. Dose respons av P. salmonis infeksjon i RTS-11 og ZSSJ celler  
 
Direkte  

Det ble observert lik dose respons i begge cellelinjene (RTS-11 og ZSSJ), basert på intensitet 

av celledøden. Celler utsatt for høy konsentrasjon av bakteriene ble observert å ha en høyere 

celledød enn celler utsatt for lavere bakteriekonsentrasjoner. Etter en ukens tid var nesten alle 

RTS-11 cellene døde, mens for ZSSJ tok det litt over en uke før celledød ble observert. 

Celledøden ble observert ved økende debris, at cellene hadde stoppet å proliferere, løsnet fra 

platen og transformert seg til ikke-adherente celler som fløt rundt i mediet. Resultatene 

indikerer derfor at P. salmonis i høyere doser fører til utvikling av cytopatisk effekt (CPE) i 

RTS-11 og ZSSJ som igjen fører til apoptose. Cytopatisk effekt er endringer i cellemorfologi 

forårsaket av for eksempel en patogen infeksjon, disse endringene inkluderer avrunding, 

krymping eller fusjon av infiserte celler eller at infisert celler mister evne til å feste seg (36, 

95, 96). Cytopatisk effekt har tidligere blitt rapportert å være karakteristisk for celler infisert 

med P. salmonis (2, 97-99). Induksjon av apoptose i fagocytter, hovedsakelig i makrofager, er 

en viktig mekanisme for de fleste patogene bakterier for å etablere en infeksjon hos vertene 

sine (100-102). De fleste bakterielle patogener produserer lipoproteiner som stimulerer den 

medfødte immunresponsen, og det har blitt funnet at lipoproteinene kan indusere apoptose i 

monocyttceller gjennom Toll-lignede reseptorer (100). Rojas et al. (2010) har blant annet 

rapportert at P. salmonis LF-89 induserer apoptose i RTS-11 under tidlig, mellomliggende og 

sen faser av infeksjonen. Det ble også vist at infiserte celler hadde en signifikant økning av 

kaspase-3 og når cellene ble da behandlet med en kaspase hemmer ble det observert reduksjon 

av apoptose (79). I litteraturen finnes det derimot ingen data om in vitro infeksjon av ZSSJ 

med P. salmonis og denne studien er dermed den første der ZSSJ har blitt infisert med P. 

salmonis in vitro. Ut fra resultatene viser det seg at det kan være mulig for ZSSJ cellene å bli 

infisert med P. salmonis.  
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2 og 4 timer  
 
Etter å ha observert at direkte eksponering med bakteriene førte til store mengder celledød, 

ble det bestemt å undersøke effekten hvis en fjernet bakteriene etter 2 og 4 timer. Dette var 

relevant da det er ønskelig å ha levende celler for RNA isolering for å kartlegge 

immunrespons av cellene under infeksjon. Cellene ble vasket etter 2 og 4 timer da dette er 

nok tid for P. salmonis til å feste, samt dele seg inne i cellene (37, 39, 77). Resultatene i denne 

oppgaven samsvarer i stor grad med data publisert av Rojas et al. (2009) som viser at P. 

salmonis er i stand til å infisere, overleve og dele seg inne i RTS-11 celler (34). Det ble også 

vist i denne oppgaven at P. salmonis kan infisere og overleve inne i ZSSJ og RTS-11 uten å 

fremkalle den karakteristiske cytopatiske effekten som er observert ved infeksjon av P. 

salmonis i andre cellelinjer (97-99). Resultatene kan dermed indikere at CPE er avhengig av 

en bestemt bakterie konsentrasjon, da det ble observert CPE ved direkte eksponering av P. 

salmonis i ZSSJ og RTS-11, men ikke ved mediumbytte etter 2 og 4 timer. Ved mediumbytte 

vil bakterier som ikke har infisert cellene bli fjernet og dette kan føre til en redusert 

bakteriekonsentrasjon i forhold til direkte eksponering og dermed gi redusert CPE. Kun et lite 

antall fritt flytende celler ble observert i mediet 6 dager etter infeksjon, og dette kan være 

indikasjon på at cellene lever og deler seg. Det kan også indikere at cellene ble infisert og 

mistet evnen til å feste seg til platen. Basert på resultatene i denne oppgaven kan P. salmonis 

infisere og overleve inne i ZSSJ og RTS-11 cellene. Overlevelsen og spredningen av P. 

salmonis inne i makrofager kan bidra til etablering av piscirickettsiose (34). Ut fra resultatene 

som indikerer at P. salmonis kan infisere og overleve inne i ZSSJ som er sebrafisk cellelinjer 

(73), indikerer dette at sebrafisk kan også utvikle piscirickettsiose. Disse resultatene 

understøtter Tandberg et al. (2017) sin arbeid hvor en voksen sebrafisk modell ble infisert 

med P. salmonis (15).  

 
 

5.4. Infeksjonsstudier av P. salmonis over tid  
 
Det ble bestemt å eksponere celler med bakterier i to timer for videre forsøk da det ikke var 

noen klar variasjon mellom cellene som ble eksponert for P. salmonis i 2 eller 4 timer. Det 

var omtrent like mange celler som overlevde ved begge eksponeringstidene. Resultatene 

indikerer at P. salmonis kan infisere, overleve og replikere i RTS-11 og ZSS cellelinjene i opp 

til 16 dager uten å fremkalle alvorlige celledød. Interessant nok ble det ikke observert CPE 
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som ved direkte eksponering, noe som er beskrevet å være typisk for P. salmonis infeksjon i 

andre cellelinjer (2, 25, 99). Det har derimot blitt vist av Rojas et al. (2009) at P. salmonis 

LF-89 kan overleve og replikere seg i RTS-11, uten å forårsake CPE ved opp til 15 dager etter 

infeksjonen (34). I en annen studie av Almendras et al. (1997) ble forskjellige cellelinjer 

infisert med P. salomins, blant annet CHSE-214 (Chinook salmon embryo), EPC (epithelioma 

papulosum ciprini) og BB (Ictalurus nebulosus). CPE ble observert i CHSE-214 og EPC 6-20 

dager etter infeksjon, i kontrast ble CPE først observert i BB (Ictalurus nebulosus) cellelinjen 

45-78 dager etter infeksjon (99). Den forsinkede starten på CPE i BB cellelinjen i forhold til 

CHSE-214 og EPC cellelinjene tyder på at BB ikke er ideelle vert for P. salmonis, og dette er 

ikke tilfellet for RTS-11. Når det gjelder ZSSJ cellene, tok det lenger tid før synlig celledød 

ble observert enn det gjord for RTS-11. Dette indikerer at det er en forskjell i responsen hos 

ZSSJ og RTS-11 ved infeksjonsstudier av P. salmonis. Dette er derimot forventet da RTS-11 

cellene er fra regnbueørret som, i motsetning til ZZSJ cellene fra sebrafisk, er en naturlig vert 

for P. salmonis. RTS-11 cellelinjen er videre en makrofagcellelinje, mens ZSSJ er en 

epitelcellelinje, og da bakterien primært infiserer makrofager vil det være naturlig at RTS-11 

cellene oppnår en høyere infeksjonsrate enn ZSSJ (34, 79). Resultatene fra ZSSJ cellene 

indikerer derimot at P. salmonis har evnen til å infisere ulike celler fra ulike fiskearter i tillegg 

til celler fra bakterien naturlige vert.  

 

5.5. Effekt av MV fra P. salmonis LF-89 på cellelinjene ZSSJ og RTS-11  
 

Antistoff farging 

Hypotesen før forsøket var at MV skulle beskytte celler mot infeksjon ved at mindre eller 

ingen celledød skulle bli observert hos celler eksponert med P. salmonis, samtidig som ingen 

celledød skulle bli observert hos celler eksponert for MV uten infeksjon med bakterien. 

Bakgrunn for dette var fra tidligere studier som har vist at immunisering med MV fra Gram-

negative bakterier hos ulike dyr kan beskytte mot bestemte sykdommer. Det har blant annet 

blitt rapportert at MV fra Francisella noatunensis kan føre til en reduksjon i utvikling av 

francisellose i sebrafisk (67). I Norge og Cuba har vaksiner bestående av MV fra Neisseria 

meningitidis blitt brukt for immunisering av mennesker mot meningokokk gruppe B, noe som 

har gitt en god effekt (63, 103). Disse studiene viser at MV fra Gram-negative bakterier kan gi 

en beskyttende effekt mot enkelte infeksjoner. Det motsatte ble derimot observert i denne 
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oppgaven, hvor økende antall celledød ble observert i både RTS-11 og ZSSJ eksponert med 

MV-er før eller samtidig som infeksjon med P. salmonis. Resultatene viste også at den 

cytopatiske effekten av P. salmonis i RTS-11 samt ZSSJ ble forsterket med MV tilstede. 

Cellene mistet evnen til å feste seg, noe som er et av tegnene for cytopatisk effekt forårsaket 

av P. salmonis (97, 98). Tilsvarende resultater har blitt beskrevet av Oliver et al. (2016) hvor 

P. salmonis LF-89 membranvesikler induserte morfologiske endringer i CHSE-214 celler 

(36). I tillegg har Rojas et al. (2013) rapportert at P. salmonis supernatanter har en cytopatisk 

effekt i CHSE-214 og ASK celler som følge av bakteriell toksin produksjon (104). Det har 

også blitt påvist i flere studier at membranvesikler fra Gram-negative patogene kan inneholde 

toksiner som kan skade celler (15, 93). Pierson et al. (2011) har blant annet rapportert at 

membranvesikler fra Francisella novicida kan spille en rolle i F. novicida sin evne til å 

indusere celledød (44). Resultatene som ble observert i denne oppgaven indikerer derfor at P. 

salmonis sine membranvesikler kan være involvert i levering av toksiner og spille en rolle i 

bakteriens patogenese.  

 

Immungenrespons ved eksponering for P. salmonis LF-89 membranvesikler 

Basert på RT-qPCR av immunresponsen in RTS-11 og ZSSJ infisert med P. salmonis eller 

eksponert med MV-er ble en rekke immunrelaterte gener vist å være oppregulert. Tidligere 

studier har vist at P. salmonis er i stand til å overleve i forskjellige fiskecellelinjer, inkludert 

immunceller som makrofager (34, 78). I denne studien har det blitt observert at P. salmonis 

mest sannsynlig kan infisere og overleve inne i RTS-11 som er makrofag cellelinje fra 

regnbueørret (72) og ZSSJ som er cellelinje fra sebrafiskmilt (73). Det er antatt at P. salmonis 

kan overleve inne i celler ved at bakterien endrer cellesignalering som blant annet 

cytokinsekresjon eller inaktiverer immunforsvaret hos vertene sine. Den selektive 

modifiseringen av vertscytokiner er med på å hemme den beskyttende antimikrobielle 

funksjonen hos celler. En hypotese er at P. salmonis har virulensmekanismer som effektivt 

endrer vertsresponsen til å skape et optimalt miljø for bakterien (77).  

I pattedyr produseres cytokiner av infisert celler, og de er viktige regulatorer av 

immunsystemet, cytokinene fungerer blant annet som signaler som regulerer kapasiteten til 

fagocytter for å destruere invaderende patogener. Cytokinsekresjon regulerer også 

migrasjonen av antigenpresenterende celler (APC), som dendrittiske celler og makrofager, til 

lymfeknuter der de initiere den adaptive immunresponsen. (105-108). I dette studiet ble 
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genekspresjon av en rekke cytokiner (Se Tabell 3.13.1) undersøkt i cellelinjene RTS-11 og 

ZSSJ infisert med P. salmonis eller eksponert med MV, både alene og i kombinasjonen med 

bakterier. Analyse av immungenrespons viste en økning i ekspresjon av il8 i både RTS-11 og 

ZSSJ, men ekspresjonen av il8 var høyere i RTS-11 enn i ZSSJ, med høyest 

transkripsjonsnivået ved dag 9 i RTS-11 celler eksponert med MV. Mens i ZSSJ ble det 

observert oppregulering av il8 ved dag 6, 9 og 16. IL8 produseres av celler involvert i det 

medfødte immunforsvaret og makrofager skiller blant annet ut IL8 når de oppdager antigener, 

noe som stimulerer samt rekrutterer andre immunceller til stedet for å bekjempe infeksjonen 

(109). Basert på resultatene presentert i denne oppgaven kan LF-89 mest sannsynlig infisere 

og overleve i cellene RTS-11 og ZSSJ, dette indikeres ved blant annet oppreguleringen av il8, 

da il8 er en tidlig markør for bakteriell infeksjon (109). I RTS-11 ble det kun detektert en økt 

genekspresjon av il8 9 etter infeksjon. I ZSSJ ble det derimot detektert en økt ekspresjon av 

il8 på nesten alle tidspunkter undersøkt.   

Interleukin 1beta ble sett oppregulert i RTS-11 ved alle tidspunkter, mens i ZSSJ ble det 

observert en veldig svak og ikke signifikant oppregulering av il-1β på alle tidspunkter. 

Interleukin 1beta er en av de sterkeste proinflammatoriske cytokinene og oppreguleres blant 

annet sammen med IL18 gjennom aktiveringen av inflammasomer og Nod-lignende 

reseptorer (NLR) (110). Interleukin 1 beta utøver sin beskyttende effekt mot infeksjon ved 

rask rekruttering av cytokiner, kjemokiner, og nøytrofiler til inflammatoriske steder hvor den  

stimulerer den adaptive immunsystemet som Th17- responsen (110). I en studie av Martin et 

al. (2007) ble det vist at il-1β er involvert i stimulering av gener som påvirker den 

inflammatoriske responsen i RTS-11 celler (111). I en annen studie av Tandberg et al. (2017) 

ble det observert oppregulering av il-1β i sebrafisk immuniserte med MV mot P. salmonis 

(15). Dette gir en indikasjon på at oppreguleringen av il-1β observerte i denne oppgaven kan 

ha vært for å beskytte cellene (RTS-11 og ZSSJ) mot P. salmonis, da det har blitt vist at il-1β 

beskytter celler mot bakterielle infeksjoner (110). En lignende oppregulering ble også 

observert for tnfα i begge cellelinjer. I RTS-11 ble ekspresjon av tnfα observert ved dag 9, 13 

og 16, med høyest oppreguleringen i celler eksponert med MV og infisert samtidig ved dag 

13. Mens i ZSSJ ble det observert oppreguleringen på alle tidspunktene, med høyeste 

oppreguleringen i celler eksponert for MV før infeksjon ved dag 16. TNFα er en kraftig 

proinflammatorisk cytokin uttrykt av aktiverte makrofager og lymfocytter. Sekresjonen 

fremkaller en rekke ulike cellulære responser som kan variere fra apoptose til ekspresjon av 
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gener involvert i både tidlig og ervervet immunrespons (112). I fisk som regnbueørret og 

gullfisk fører utskillelse av α til økt makrofagaktivitet, fagocytose og 

nitrogenoksydproduksjon (113). I pattedyr har det blitt vist at tnfα utskilles fra makrofager, 

monocytter og nøytrofiler etter stimulering med blant annet LPS. Generelt har tnfα 

ekspresjonsstudier, spesielt de som er utført in vitro, vist at ekspresjon og regulering av tnfα i 

fisk ligner det som observeres hos pattedyr (114). I denne oppgaven ble det observerte at tnfα 

ble oppregulert i celler eksponert for MV, noe som kan føre til økt makrofagaktivitet og 

dermed en reduksjon av bakteriell infeksjon i celler (15). I tillegg ble interferon gamma 1-2 

(infγ) oppregulert i mindre grad i ZSSJ, med litt høyere transkripsjonsnivået ved dag 13 i 

celler eksponert for MV. Interleukin 12 alpha (il12α) transkripsjonsnivået i ZSSJ var generelt 

svakt ved dag 6 og 9, men økte ved dag 13 i ZSSJ cellene eksponert for MV og infisert på 

samme tidspunktet, samt ved dag 16 i cellene eksponert med MV. Interferon gamma (infγ) er 

et cytokin som er viktig i det medfødte og ervervede immunforsvaret for bekjempelsen av 

virus samt enkelte bakterielle infeksjoner, da den er en viktig stimulator av makrofag aktivitet 

gjennom indusert MHC-2 ekspresjon (115, 116). I det medfødte immunforsvaret produseres 

infγ av naturlige dreperceller (NK) stimulerte av IL12 eller IL18 som utskiltes av makrofager 

og antigenpresenterende celler infiserte med intracellulære patogener. Interferon gamma er 

den viktigste stimulator av makrofager for økt fagocytose av både bakterielle og virale 

patogener (116). Infγ har også blitt identifisert i fisk (116, 117), som i atlantisk torsk hvor den 

blant annet har en potensiell antibakteriell og antiviral rolle (117). Interleukin 12 har blitt 

identifisert i fisk hvor den skilles ut av dendrittiske celler, nøytrofiler og makrofager. 

Interleukin 12 er også involvert i differensieringen av naive T-celler til Th1-celler og 

stimulerer blant annet til økt produksjonen av infγ og tnfα fra T-celler og NK celler (114, 118, 

119). I et studie av Pandit et al. (2015) ble det blant annet vist at en høy oppregulering av il12 

har en beskyttende effekt i gresskarpe mot intracellulær Aeromonas hydrophila infeksjon 

(120).  

I denne oppgaven ble det generelt observert at flere immunrelaterte gener ble oppregulert etter 

eksponering av celler med membranvesikler. Dette gir en indikasjon at MV-er kan indusere 

en immunologisk respons og derfor være en interessant kandidat for immunisering mot P. 

salmonis. Det er derimot et behov for ytterligere studier for å evaluere immunisering 

potensialet for MV-er og deres virkningsmekanisme. 
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6. Konklusjon 
 

Hovedkonklusjonene som kan trekkes fra denne oppgaven er:  

o AUSTRAL-SRS mediet gir god vekst av P. salmonis LF-89 sammenlignet med EBFC 

mediet, dette kan være avhengig av mediet brukt for startkulturen.  

 

o P. salmonis LF-89 infiserer RTS-11 og ZSSJ cellelinjene og forårsaker en dødelighet 

som er dose avhengig. Intracellulær lokalisering av LF-89 i RTS-11 og ZSSJ ble 

bekreftet ved immunhistokjemi og fluorescensmikroskopering. 

 

o P. salmonis produserer MV-er under kultivering i AUSTRAL-SRS og de isolerte MV 

var runde med en størrelse på 25-150 nm og pakket med proteiner av forskjellige 

størrelser. I tillegg hadde MV enkelt og dobbelt membraner som ligner på tidligere 

publisert data. 

 

o Celler eksponert med membranvesikler samtidig som infisert med LF-89 fører til økt 

infeksjonsrate av bakterien. Membranvesikler i seg selv forårsaker også dødelighet i 

RTS-11 og ZSSJ cellelinjene ved en konsentrasjon på 20 µg.  

 

o Både membranvesikler fra P. salmonis LF-89 og bakterien oppregulerer en rekke 

immunrelaterte gener i RTS-11 og ZSSJ cellelinjene.  
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7. Fremtidige perspektiver 
 

1. Videre studier av veksten til LF-89 i EBFC for å kartlegge i hvilken grad veksten er 

påvirket av tidligere kultivering i AUSTRAL-SRS. Eventuelt gjør omvendte forsøk 

ved å dyrke LF-89 i EBFC mediet først også til AUSTRAL-SRS og undersøk i hvilke 

grad dette påvirker bakterien. Siden AUSTRAL-SRS gir god vekst av P. salmonis LF-

89, det hadde vært fint å dyrke andre stammer av P. salmonis i dette mediet for å finne 

ut om mediet kan støtt vekst av disse stammene på lik linje som LF-89. Samtidig 

dyrke andre stammer av P. salmonis i EBCF mediet for å finne ut om de vokser bedre 

eller like dårlig som LF-89 når dyrket i EBFC.  

 

2. Isolere og sammenligne vesikler isolert fra LF-89 dyrket i EBFC og AUSTRAL-SRS, 

samt deres proteininnhold.  

 

3. Undersøke dose responsen av MV-er dyrket i både EBFC og AUSTRAL-SRS på 

fiskecellelinjer samt hvilke effekter ulike doser kan ha med tanke på immunisering. 

 

4. Eksponere celler med MV-er dyrket i AUSTRAL-SRS ved ulike tidspunkt før 

infeksjon for å kartlegge hvor lang tid det trengs før MV-en eventuelt kan ha 

beskyttende effekt. Om MV-er dyrket fra AUSTRAL-SRS gir beskyttende effekt i 

celler kan en prøve å immunisere sebrafisk med OM-ene.  

 

5. I denne studien ble det observert at MV-er fra LF-89 i seg selv gir dødelighet i RTS-

11 og ZSSJ cellelinjer, og videre studier hadde vært av interesse for å kartlegge 

mekanismen bak disse resultatene.  
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Vedlegg	
  

A. Buffere og løsninger  
Vekstmedier til P. salmonis 

Austral  
Tryptic Soy Broth  30 g/l 
NaCL              15 g/l 
L-cysteine             1 g/l 
Destillert vann     ad 1000 ml, juster pH til 6.9-7.2 og autoklaver 
 
Når løsningen har kjølt seg ned, tilsett 25 ml FBS per liter 
 
Eugon Brother (EBFC)  
Eugon Broth      30,4 g 

Destillert vann     ad 1000 ml 

Kokes i 1 min. 

Autoklaveres 

2 mM FeCl3 

1% Casaminosyre ( CAAS) 

FeCl3 og CAAS tilsettes ikke direkte til flask med medium, men tilsettes til medium ved 
inokulering. 
  
Eugon Chocolate Agar (ECA-skål) 
Etter Eugon Broth har kokt i 1 minutt tilsettes 15 gram agar per liter. Rett etter autoklavering 
tilsettes 10% (100 ml/l) kublod til flasken med Eugon agar, dette utføres i LAF-benk.  

 
 

TSA-Hem Agar (SRS-skål) 
Tryptic Soy Broth 30 g/L 
Agar   15 g/L 
Glukose   5 g/L 
NaCL   5 g/L 
Autoklaveres 
5 ml L-cystein 10% (1 g L-cystein løst i 10 ml dH2O) 
50 ml Hemoglobin 2% (1 g løst i 50 ml dH2O) 
50 ml FBS 
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Cellekulturmedium til dyrking av RTS 11 og ZSSJ  

Vekstmedium med Antibiotika 

L-15 Medium (Leibovitz): 500 ml 

FBS:     50 ml (10%) 

Pen/strep:     50 ml 

L-Glutamine:   10 ml 

Blandes godt. Dette brukes til å dyrke Celler på cellelabben. 

 

Vekstmedium uten antibiotika 

L-15 Medium (Leibovitz): 500 ml 

FBS:      50 ml (10%) 

L-Glutamine:   10 ml 

Blandes godt. Dette brukes til å dyrke celler som er infisert med P. salmonis på 

bakterielabben. 

 

 PBS (Phosphate Buffered Saline) 

Natriumklorid (NaCl):    8 g 

Kaliumklorid (KCl):               0,2 g 

Di-natriumhydrogenfosfat (Na2HPO2):  1,44 g 

Kalium-di-hydrogenfosfat (KH2PO4):  0,14 g 

Løses i MQ-vann:               800 ml 

Juster pH med hydrogenklorid (HCl) til             7,4 

Autoklaveres 

 

 

M HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazine-N9-ethanesulfonic acid), pH 6,8 (1L) 

HEPES:     238,3 g 

MQ-vann:               800 ml 

MQ-vann:                  Ad 1000 ml 

Juster pH til:              6,8 
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Tabell 3.3.1: Staining buffer (Coomassie Blue) 

Percentage 200 ml 

Methanol 45% 90 ml 

Acetic Acid 0,9% 1800 µl 

Blilliant Blue R 0,1% 0,1 g 

MQ-water 54% 108 ml 

 

Tabell 3.3.2: Destaining buffer 

Percentage 500 ml 

Methanol 30% 150 ml 

Acetic Acid 10% 50 ml 

MQ-water 60% 300 ml 

 

Running buffer 

BuphTM Tris-HEPES-SDS: 200 mM  

dH2O:    1 liter 

(Blandes godt) 

 

B. Kit protocols: 

v RNeasy Mini Kit: Purification of Total RNA from Animal Tissues 
1-3. Disruption and homogenization of animal tissue 

4. Centrifuge the lysate for 3 min at full speed. Carefully remove the supernatant by pipetting, 

and transfer it to a new microcentrifuge tube (not supplied). Use only this supernatant (lysate) 

in subsequent steps. In some preparations, very small amounts of insoluble material will be 

present after the 3 min centrifugation, making the pellet invisible. 

5. Add 1 volume of 70% ethanol to the cleared lysate, and mix immediately by pipetting. Do 

not centrifuge. Proceed immediately to step 6. 

Note: The volume of lysate may be less than 350 µl or 600 µl due to loss during 

homogenization and centrifugation in steps 3 and 4. 

Note: Precipitates may be visible after addition of ethanol. This does not affect the procedure. 

6. Transfer up to 700 µl of the sample, including any precipitate that may have formed, to an 



68 
 

RNeasy spin column placed in a 2 ml collection tube (supplied). Close the lid gently, and 

centrifuge for 15 s at ≥8000 x g (≥10,000 rpm). Discard the flow-through. 

Reuse the collection tube in step 7. 

If the sample volume exceeds 700 µl, centrifuge successive aliquots in the same RNeasy spin 

column. Discard the flow-through after each centrifugation. 

Optional: If performing optional on-column DNase digestion (see “Eliminating genomic 

DNA contamination”, page 21), follow steps D1–D4 (page 67) after performing this step. D1. 

Add 350 µl Buffer RW1 to the RNeasy spin column. Close the lid gently, and centrifuge for 

15 s at ≥8000 x g (≥10,000 rpm) to wash the spin column membrane. 

Discard the flow-through. 

Reuse the collection tube in step D4. 

D2. Add 10 µl DNase I stock solution (see above) to 70 µl Buffer RDD. Mix by gently 

inverting the tube, and centrifuge briefly to collect residual liquid from the sides of the tube. 

Buffer RDD is supplied with the RNase-Free DNase Set. 

Note: DNase I is especially sensitive to physical denaturation. Mixing should only be carried 

out by gently inverting the tube. Do not vortex. 

D3. Add the DNase I incubation mix (80 µl) directly to the RNeasy spin column membrane, 

and place on the benchtop (20–30°C) for 15 min. 

Note: Be sure to add the DNase I incubation mix directly to the RNeasy spin column 

membrane. DNase digestion will be incomplete if part of the mix sticks to the walls or the O- 

ring of the spin column. 

D4. Add 350 µl Buffer RW1 to the RNeasy spin column. Close the lid gently, and centrifuge 

for 15 s at ≥8000 x g (≥10,000 rpm). Discard the flow-through. 

Continue with the first Buffer RPE wash step in the relevant protocol. 

Note: In most of the protocols, the immediately following Buffer RW1 wash step is skipped 

(as indicated in the protocol). Continue with the first Buffer RPE wash step. 

8. Add 500 µl Buffer RPE to the RNeasy spin column. Close the lid gently, and centrifuge for 

15 s at ≥8000 x g (≥10,000 rpm) to wash the spin column membrane. 

Discard the flow-through. 

Reuse the collection tube in step 9. 

Note: Buffer RPE is supplied as a concentrate. Ensure that ethanol is added to Buffer RPE 

before use. 

9. Add 500 µl Buffer RPE to the RNeasy spin column. Close the lid gently, and centrifuge for 
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2min at ≥8000 x g (≥10,000 rpm) to wash the spin column membrane. 

The long centrifugation dries the spin column membrane, ensuring that no ethanol is carried 

over during RNA elution. Residual ethanol may interfere with downstream reactions. 

Note: After centrifugation, carefully remove the RNeasy spin column from the collection tube 

so that the column does not contact the flow-through. Otherwise, carryover of ethanol will 

occur. 

10. Optional: Place the RNeasy spin column in a new 2 ml collection tube (supplied), and 

discard the old collection tube with the flow-through. Close the lid gently, and centrifuge at 

full speed for 1 min. 

Perform this step to eliminate any possible carryover of Buffer RPE, or if residual flow- 

through remains on the outside of the RNeasy spin column after step 9. 

11. Place the RNeasy spin column in a new 1.5 ml collection tube (supplied). Add 30–50 µl 

RNase-free water directly to the spin column membrane. Close the lid gently, and centrifuge 

for 1 min at ≥8000 x g (≥10,000 rpm) to elute the RNA. 

 

v ︎  High Capacity RNA-to-cDNA kit 

1. Use up to 2 µg of total RNA per 20 µl reaction. 2. Allow the kit components to thaw on ice 

3. Prepare the RT reaction mix on ice: 

 
4. Aliquot 20 µL of RT reaction mix into each well, or tube. 

5. Seal the plates or tubes 

6. Briefly centrifuge the plate or tubes to spin down the contents and to eliminate air bubbles. 

7. Place the plate or tubes on ice until you are ready to load the thermal cycler or Applied 

Biosystems Real-Time PCR system. 

8. Incubate the reaction at 37 °C for 1 hour, stop the reaction by heating to 95 °C for 5 

minutes and cool at 4 °C. 

9. Long-term storage at -15 to -25 °C 
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C.Andre resultater 

 

Figur 1: Sammenligning av vekstkurver mellom P. salmonis dyrket i AUSTRAL-SRS og EBFC 

vekstmediumet etter inokulering fra en startkultur dyrket i AUSTRAL-SRS medium. 

Bakteriene er dyrket i 5 og 10 mL av hver vekstmediet ved 20 °C og 100 rpm. 
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Figur 2: RTS-11 infisert med LF-89 og medium byttet 2 timer etter infeksjon. Cellene ble eksponert for OD = 2 i 
tillegg til en kontroll uten tilsatt bakterier. Celler er antistoff farget 6.dag etter infeksjon. Cellene er farget blått 
med DAPI, og P. salmonis farget rødt med kanin-anti-P. salmonis og geit anti-kanin. Merge = Bilder av 
bakterier og celler lagt opp på hverandre. Bildene er tatt ved i en fluorescensmikroskop ved 40x forstørringen 
(n=3). 

 

 

Figur 3: RTS-11 infisert med LF-89 og medium byttet 2 timer etter infeksjon. Cellene ble eksponert for OD = 2 i 
tillegg til en kontroll uten tilsatt bakterier. Celler er antistoff farget 9. dag etter infeksjon Cellene er farget blått 
med DAPI, og P. salmonis farget rødt med kanin-anti-P. salmonis og geit anti-kanin. Merge = Bilder av 
bakterier og celler lagt opp på hverandre. Bildene er tatt ved i en fluorescensmikroskop ved 40x forstørringen 
(n=3). 
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Figur 4: RTS-11 infisert med LF-89 og medium byttet 2 timer etter infeksjon. Cellene ble eksponert for OD = 2 i 
tillegg til en kontroll uten tilsatt bakterier. Celler er antistoff farget 13.dag etter infeksjon. Cellene er farget blått 
med DAPI, og P. salmonis farget rødt med kanin-anti-P. salmonis og geit anti-kanin. Merge = Bilder av 
bakterier og celler lagt opp på hverandre. Bildene er tatt ved i en fluorescensmikroskop ved 40x forstørringen 
(n=3). 

 

 

Figur 5: RTS-11 infisert med LF-89 og medium byttet 2 timer etter infeksjon. Cellene ble eksponert for OD = 2 i 
tillegg til en kontroll uten tilsatt bakterier. Celler er antistoff farget 16.dager etter infeksjon. Cellene er farget 
blått med DAPI, og P. salmonis farget rødt med kanin-anti-P. salmonis og geit anti-kanin. Merge = Bilder av 
bakterier og celler lagt opp på hverandre. Bildene er tatt ved i en fluorescensmikroskop ved 40x forstørringen 
(n=3). 
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Figur 6: ZSSJ infisert med LF-89 og medium byttet 2 timer etter infeksjon. Cellene ble eksponert for OD = 2 i 
tillegg til en kontroll uten tilsatt bakterier. Celler er antistoff farget 6.dag etter infeksjon. Cellene er farget blått 
med DAPI, og P. salmonis farget rødt med kanin-anti-P. salmonis og geit anti-kanin. Merge = Bilder av 
bakterier og celler lagt opp på hverandre. Bildene er tatt ved i en fluorescensmikroskop ved 40x forstørringen 
(n=3). 

 

 

Figur 7: ZSSJ infisert med LF-89 og medium byttet 2 timer etter infeksjon. Cellene ble eksponert for OD = 2 i 
tillegg til en kontroll uten tilsatt bakterier. Celler er antistoff farget 9.dag etter infeksjon. Cellene er farget blått 
med DAPI, og P. salmonis farget rødt med kanin-anti-P. salmonis og geit anti-kanin. Merge = Bilder av 
bakterier og celler lagt opp på hverandre. Bildene er tatt ved i en fluorescensmikroskop ved 40x forstørringen 
(n=3). 
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Figur 8: ZSSJ infisert med LF-89 og medium byttet 2 timer etter infeksjon. Cellene ble eksponert for OD = 2 i 
tillegg til en kontroll uten tilsatt bakterier. Celler er antistoff farget 13.dag etter infeksjon. Cellene er farget blått 
med DAPI, og P. salmonis farget rødt med kanin-anti-P. salmonis og geit anti-kanin. Merge = Bilder av 
bakterier og celler lagt opp på hverandre. Bildene er tatt ved i en fluorescensmikroskop ved 40x forstørringen 
(n=3). 

 

 

Figur 9: ZSSJ infisert med LF-89 og medium byttet 2 timer etter infeksjon. Cellene ble eksponert for OD = 2 i 
tillegg til en kontroll uten tilsatt bakterier. Celler er antistoff farget 16.dag etter infeksjon. Cellene er farget blått 
med DAPI, og P. salmonis farget rødt med kanin-anti-P. salmonis og geit anti-kanin. Merge = Bilder av 
bakterier og celler lagt opp på hverandre. Bildene er tatt ved i en fluorescensmikroskop ved 40x forstørringen 
(n=3). 
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Figur 10: P. salmonis LF-89 ble Gram-farget for å sjekke for kontaminasjon. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


