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Sammanfattning

Fiskodling &r en snabbt vixande industri inom livsmedelssektorn och har en betydande roll for att
mota den globala efterfragan pa livsmedel. Trots dess potential sa kommer &ven akvakultur med
sina problem. Overanviindning av antibiotika inom fiskodling bidrar till utvecklingen av
antibiotikaresistens och dr ett véixande problem bade for djurhélsan och folkhélsan. Ett lovande
alternativ till antibiotika &r probiotika, som kan hdmma tillvéxten av patogena bakterier och stirka
fiskens immunforsvar. Denna studie syftar till att identifiera och odla potentiellt probiotiska
bakterier fran tarmmikrobiotan hos regnbédge, med sérskilt fokus pd mjolksyrabakterier (LAB) och
deras antagonistiska effekt mot kénda fiskpatogener. Totalt isolerades 28 bakterieisolat frén de
insamlade tarmproverna och dessa artbestimdes med MALDI-TOF MS, dir majoriteten
identifierades som Pediococcus acidilactici. Atta stammar av mjdlksyrabakterier testades mot fem
patogener: Vibrio campbelli BB120, Vibrio campbelli LMG, Yersinia ruckeri, Escherichia coli
och Enterotox E. coli (ETEC) genom inhibitionstester. Resultaten visade att flera LAB, sirskilt P.
acidilactici och L. plantarum uppvisade tydlig antagonistisk effekt mot bada stammarna av V.
campbelli, men inte gentemot E. coli, ETEC eller Y. ruckeri. Resultaten bekriftar studiens hypotes
och visar att LAB isolerad frén fiskens tarm kan ha probiotisk potential, vilket kan bidra till att
minska behovet av antibiotika inom akvakultur. Resultaten understryker dock éven att fortsatt
forskning krévs innan praktisk tillimpning.

Nyckelord: Fiskodling, fisk, probiotika, mjolksyrabakterier, patogener

Abstract

Aquaculture is a rapidly growing industry within the food sector and plays a significant role in
meeting global food demand. Despite its potential, aquaculture also presents challenges. The
overuse of antibiotics in fish farming contributes to the development of antibiotic resistance,
posing a growing threat to both animal and public health. A promising alternative to antibiotics is
the use of probiotics, which can inhibit the growth of pathogenic bacteria and enhance the fish’s
immune response. This study aimed to identify and cultivate potentially probiotic bacteria from
the intestinal microbiota of rainbow trout, with a particular focus on lactic acid bacteria (LAB) and
their antagonistic effects against known fish pathogens. A total of 14 bacterial isolates were
obtained from collected intestinal samples and identified using MALDI-TOF MS, with the
majority classified as Pediococcus acidilactici. Eight LAB strains were tested against five
pathogens: Vibrio campbelli BB120, Vibrio campbelli LMG, Yersinia ruckeri, Escherichia coli
and Enterotoxigenic E. coli (ETEC), through inhibition assays. The results showed that several
LAB, especially P. acidilactici and L. plantarum, exhibited clear antagonistic effects against V.
campbelli BB120 and V. campbelli LMG, but not against E. coli, ETEC or Y. ruckeri. These
findings support the study’s hypothesis and indicate that LAB isolated from fish intestines may
hold probiotic potential, which could help reduce antibiotic use in aquaculture. However further
research is required before practical implementation.

Keywords: Fishfarming, fish, probiotic, lactic acid bacteria, pathogens
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1. Introduktion

Akvakultur syftar till odling av fisk, skaldjur och vattenvéxter i inlandssjdar, hav
eller i recirkulerande vattenbrukssystem (RAS) och dr en av de snabbast viaxande
industrierna inom livsmedelssektorn (European Commission 2025). Akvakultur
genererar inte enbart hogkvalitativa livsmedel som ér rika pé protein, vitaminer &
mineraler, utan det har &ven en betydande roll i att minska global hunger, forbéttra
den nationella och globala ekonomin, samt socialt eftersom det erbjuder minga
arbetsmojligheter (FAO 2024).

Ar 2022 uppnidde den globala produktionen av vattenlevande djur 185
miljoner ton, vilket motsvarar en 4% 6kning fran 2020. For forsta gangen
oversteg dven méangden odlad fisk (51% av det totala) méngden fangad fisk (49%)
(FAO 2024). Den vixande konsumentefterfragan pa fisk har gjort att enbart
vildfdngad fisk inte ldngre racker till for att moéta behovet. Darfor dr héllbar
fiskodling avgdrande, inte bara for att tillgodose efterfrdgan, utan ocksa for att
minska den negativa inverkan fangstfiske har pa miljon (Jennings et al. 2016).

Trots att akvakultur genererar en hel del mojligheter sa kommer det ocksd med
utmaningar. Att odla fisk 1 hog téthet for att maximera produktionen resulterar i
délig vattenkvalitet, vilket i sin tur kan fordndra tarmens mikrobiella mangfald
hos fisken (Govindaraj et al. 2021). Govindaraj et al. (2021) menar att en
fordndrad tarmflora kan gora fisken mer mottaglig for patogener, vilket 6kar
risken for sjukdomsutbrott och kan leda till omfattande forluster. I samma studie
ndmns dven att behandling av patogener med hjélp av kemiska tillsatser eller
antibiotika kan leda till utveckling av ldkemedelsresistenta patogener. Trots att
antibiotika dr effektivt for att forbéttra fiskens 6verlevnad kan det samtidigt
fordndra tarmfloran och inducera resistenta bakterier, vilket kan fa oforutséigbara
langsiktiga konsekvenser for folkhdlsan (McEwen & Fedorka-Cray 2002).

For att undvika dveranvindning av antibiotika eller andra tillsatser som kan
leda till resistensutveckling dr det viktigt att identifiera andra alternativa
16sningar. Probiotika har fatt mycket uppmérksamhet och lyfts som en lovande
alternativ metod for en mer héllbar produktion. Probiotika innehaller levande
mikroorganismer och &r bland annat avsedd for att bibehélla eller forbattra
tarmfloran. Probiotika kan dessutom ge flertalet hédlsofordelar som att frimja
matsmaltning, forbattra biotillgédnglighet av néringsdmnen, stdrka tarmbarridren,
syntetisera biomolekyler, avgifta toxiska foreningar, stirka immunforsvaret, samt
bidra till ett béttre forsvar mot patogena bakterier (Balcazar et al. 2006; Ridha &
Azad 2016).

En av de mest studerade kandidaterna till probiotika &r mjolksyrabakterier
(LAB). LAB ir vildigt lovande eftersom manga av stammarna har formagan att
bekdampa bakteriella patogener, svamp, och delvis virala patogener (Chizhayeva et
al. 2022). Det framgér dven att LAB kan bidra till att 6ka matsmaltningen,



paverka immunforsvaret, fraimja tillvéixt och reproduktion, bortsett fran skyddet
mot patogener (2022).

Hos friska fiskar kan probiotiska bakterier finnas naturligt forekommande som
en del av tarmfloran. Tidigare forskning har visat att mikrobiotan hos vilda
laxfiskar ofta naturligt innehéller olika typer av LAB. Detta tyder pé att det finns
potential att isolera probiotiska bakterier direkt frén friska fiskars tarmflora.

1.1 Mikrobiotan hos fisk

Mag- och tarmkanalens bakterieflora, &ven bendmnd mikrobiota, bestar av
mikroorganismer som hor till bakterier, svampar och alger (El-Saadony et al.
2021).

Mikrobiotan har stor betydelse for fiskens hélsa, dér fordndringar i tarmens
mikrobiella samanséttning kan paverka fenotypiska egenskaper, fiskens fitness
och immunmekanismer. Dessutom kan mikrobiotan 6ka produktionen av fettsyror
i muskelvdvnad, forbattra fiskens utveckling/tillvaxt, bidra till att skydda
tarmbarridren, forhindra tillvixt av opportunistiska patogener och modulera
fiskens immunsystem (Kanika et al. 2025). Kanika et al. (2025) forklarar dven att
om balansen i tarmfloran skulle rubbas kan detta leda till att skadliga bakterier
okar, vilket okar risken for sjukdomsutbrott.

Hur fiskens mikrobiota ser ut och vilka mikroorganismer som dominerar beror
pa flera olika faktorer. Kompositionen av mikrobiotan beror dels pa arten av fisk,
vattenkvaliteten under uppfodningen, genetik, fiskens utvecklingsstadium samt
fodertypen och fodrets ssammansittning av ndringsamnen (El-Saadony et al. 2021;
Luan et al. 2023). Mikrobiotan dr dven kdnslig for miljoforhéllanden, sdisom
vattentemperatur, syrenivd, salthalt och pH, sévil som olika livsstadier,
fodobeteenden och antropogen péaverkan (Kanika et al. 2025). Dessutom har man
sett att kompositionen av mikrobiotan varierar mellan vild och odlad fisk av
samma art, att arstiden och fiskens &lder paverkar, samt att for odlad fisk paverkar
valet av inhysningssystem vilka bakterier som dominerar (Wang et al. 2023;
Kanika et al. 2025).

Hos laxfiskar som atlantlax (Salmo salar) och regnbage (Oncorhynchus
mykiss) har man sett att tre fylum dominerade tarmfloran, dér Firmicutes forekom
med cirka 59%, Proteobacteria 26% och Actinobacteria med cirka 12% (Cao et al.
2024). Pa genusniva sag man dven att Mycoplasma dominerade, men man hittade
dven andra bakterier som Pseudomonas, Lactobacillus, Corynebacterium,
Weissella, Oceanobacillus, Staphylococcus, Enterococcus och Bacillus.

Forutom att arten av fisk har stor inverkan pa mikrobiotan sd har fodret stor
betydelse. Ringg et al. (2006) sag att torsk som utfodrats med fiskmjol hade mest
Brochothrix spp. och Carnobacterium spp i tarmfloran, medan torsk som
utfodrats med sojamjol hade mest Chryseobacterium spp., Carnobacterium spp.



samt Psychrobacter glacincola. Man har dessutom sett att vixtbaserat foder
gjorde att mikrobiotan hos regnbagslarver 6kade andelen av fylumet Firmicutes,
medan animaliebaserat foder (fiskmjol och fiskolja) ledde till att tarmfloran
dominerades av Proteobacteria istéllet (Ingerslev et al. 2014). Det dr alltsé véldigt
ménga faktorer som spelar roll i hur kompositionen av mikrobiotan kommer att se
ut.

1.2 Patogena bakterier i fiskodlingar

Fiskodlingsindustrin drabbas hért av sjukdomar, vilket orsakar enorma
ekonomiska forluster globalt. I synnerhet har bakteriesjukdomar blivit ett stort
hinder for akvakultur eftersom bakterier kan dverleva bra i vattenmiljder utan att
vara beroende av virddjuret (Pridgeon & Klesius 2012). Det finns flera olika
bakterier som klassas som patogena for fisk, bade Gram-positiva och Gram-
negativa. Exempel pd patogena Gram-positiva bakterier ér Streptococcus,
Lactococcus och Renibacterium. For de Gram-negativa dr de till exempel
Flavobacterium, Photobacterium, Francisella, Aeromonas, Pseudomonas,
Tenacibaculum, Vibrio, Edwardsiella, Piscirickettsia och Yersinia (Pridgeon &
Klesius 2012). Alla dessa bakterier kan leda till en rad olika sjukdomar, vilket
orsakar stora forluster for fiskodlaren (Pridgeon & Klesius 2012).

I fiskodlingar med hog fisktithet forsdmras létt vattenkvalitet, vilket kan gynna
opportunistiska patogener. Dessa patogena bakterier som till exempel Vibrio spp.
kan ta sig in i fisken genom tarmen, gilarna eller huden vilket i sin tur kan orsaka
problem (El-Saadony et al. 2021).

De bakterier som dr patogena for fisk kan delas in i inhemska och icke-
inhemska. De icke-inhemska bakterierna kontaminerar livsmiljon eller fisken pé
ett eller annat sétt, och exempel pa dessa patogener ar Staphylococcus aureus,
Clostridium botulinum, Salmonella, Listeria monocytogens och Escherichia coli
(Vanamala et al. 2022). [ samma artikel talar de om att de inhemska bakterierna
finns naturligt forekommande i fiskens miljo, exempel pa dessa dr Aeromonas och
Vibrio.

De flesta bakterier som orsakar problem och sjukdom inom fiskodling &r just
de opportunistiska bakterierna. Opportunistiska patogener &r mikroorganismer
som enbart orsakar sjukdom i varden nér den utsitts for stress, pafrestningar eller
har ett forsvagat immunforsvar (Boutin et al. 2013). Négra av de vanligaste
patogenerna hos fisk &r bakteriesliktena Aeromonas, Flavobacterium och Vibrio,
alla dessa dr opportunistiska bakterier (Derome et al. 2016). Om balansen mellan
de goda och de daliga bakterierna i tarmen rubbas kan ett tillstind som kallas
dysbios uppsta, vilket kan leda till att skadliga bakterier far faste och kan orsaka
sjukdom (Derome et al. 2016). Ofta kan man hitta dessa potentiellt
sjukdomsframkallande bakterier hos fisk som verkar helt frisk, men det r
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fortfarande oklart om dessa bakterier alltid &r ett latent steg i en sjukdomscykel
eller inte (Austin & Austin 2016; Derome et al. 2016). Men nir sddana bakterier
finns i den normala mikrobiotan hos fisken utan att orsaka sjukdom kallas de for
opportunistiska bakterier.

For att minska sjukdomsutbrotten ar det dérfor viktigt att forstd hur
mikrobiotan pdverkas, da detta potentiellt skulle kunna reducera méngden
sjukdomsutbrott och ddrmed mingden antibiotika som anvédnds inom
fiskodlingsindustrin.

1.3 Probiotika inom fiskodling

Probiotika definieras som levande mikroorganismer som vid intag frdmjar god
hélsa (Newaj-Fyzul & Austin 2015).

Nir probiotika ges till fisken via exempelvis foder samverkar de med fiskens
egna mikrobiota och producerar metaboliter som stirker fiskens immunforsvar,
matsmaéltning och hormonbalans (Chizhayeva et al. 2022). Det har dven visats att
probiotika kan ha himmande effekt pd patogena mikroorganismer och
immunreglerande effekt i fisken, samt forbattrar tarmens skyddsbarridrer som
forhindrar att skadliga &mnen som virus och bakterier trdnger in, samt stimulerar
tarmens rorlighet och tarmens utsondringsfunktioner.

Probiotiska mikroorganismer kan producera &mnen som hdmmar tillvixten av
patogena bakterier. Exempel pd sddana &mnen &r bakteriociner, lysozymer,
sideroforer, viteperoxid och proteaser (EI-Saadony et al. 2021). I samma studie
tas det dven upp att dessa nyttiga bakterier ocksa kan producera olika enzymer
som underléttar nedbrytningen av niaringsdmnen. Det gavs som exempel att
bakterier som Aeromonas spp., Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum,
Clostridium spp., Staphylococcus sp och Bacteroidceae producerar enzymet
amylas som kan bryta ner stirkelse, samt att B. subtilis, L. plantarum och
Staphylococcus sp. producerar proteas och cellulas som kan bryta ned protein
respektive cellulosa.

Probiotika har flera olika verkningsmekanismer for att bidra med skydd mot
patogener. Dels kan de konkurrera ut patogener genom att producera himmande
foreningar, genom konkurrens om néringsdmnen, kemikalier eller energi. De kan
ocksa bidra till matsméltningen, bidra till mikro- och makroniringsdmnen,
konkurrera om adhesionsstillen, alltsa ta upp plats pa tarmviggen sa de skadliga
mikroorganismerna inte far faste, forstarkning av virdens immunf6rsvar, och till
sist minskning av virulens genom manipulation av quorum sensing (El-Saadony et
al. 2021).

Inom humanmedicin &r probiotika i allménhet inriktat pd
mjolksyraproducerande bakterier, framfor allt Lactobacillus-arter. Men dven

11



andra mikroorganismer som exempelvis vissa jidstsvampar forekommer. Inom
vattenbruk tillfors probiotika antingen via fodret eller direkt i vattnet (Newaj-
Fyzul & Austin 2015). Flera bakteriesldkten har diskuterats som potentiella
probiotiska kandidater inom fiskodling, dédribland Aeromonas, Agarivorans,
Alteromonas, Enterobacter, Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Vibrio, Bacillus,
Clostridium, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus och
Streptomyces (Newaj-Fyzul & Austin 2015). [ samma artikel beskrivs dven flera
positiva effekter av att anvénda probiotika. Bland annat har probiotika kopplats
till forbattrad tillvéxt, effektivare foderomvandling, minskad méngd bakterier i
tarmen, 6kad motstandskraft mot sjukdomar, samt bidragit till minskad
anvindning av ldkemedel & antibiotika.

I en annan studie sdg man dven dér att tillsats av probiotika till fiskfodret, som
Lactococcus lactis, B. subtilis och Saccharomyces cereviasiae resulterade i en
viktokning, gav béttre dverlevnadsgrad samt forbattrade fisken hilsa (Abareethan
& Amsath 2015).

En av de mest studerade och lovande formen av probiotika tillhor Firmicutes
phylum, ndmligen LAB (El-Saadony et al. 2021). LAB kan vara grampositiva,
gomo- och heterofermentativa, eventuellt anaeroba och icke-sporbildande
mikroorganismer som &r relaterade till sldktena Lactobacillus, Streptococcus,
Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus, Vagococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Weissella, Carnobacterium och dven Tetragenococcus (Rine et al. 2019; Zheng et
al. 2020).

LAB anses vara sikert att konsumera bade for ménniskor och djur da de fatt
bade GRAS-status (generally recognized as safe) av den Amerikanska
livsmedelssidkerhetsmyndigheten FDA, samt QPS-status (qualified presumption of
safety) av den europeiska livsmedelssidkerhetsmyndigheten EFSA (EFSA Panel
on Biological Hazards 2021; Chizhayeva et al. 2022).

Att identifiera nya bakteriearter med probiotisk potential dr en viktig del i
utvecklingen av hallbara metoder for att motverka patogener som orsakar
sjukdom inom akvakultur. Bakterier som kan frimja fiskens hélsa och samtidigt
minska behovet av antibiotika &r av sérskilt intresse for en mer héllbar fiskodling.

1.4 Syfte

Syftet med studien ar att forsoka isolera och odla upp bakteriestammar fran
tarmmikrobiota hos laxfiskar, samt att utvdrdera potentiella probiotiska
egenskaper. Detta utvérderas i denna studie genom att studera inhiberande
effekter gentemot patogena bakterier for fisk.
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1.5 Fragestallning

De fragestéllningar som studien kommer besvara ir:
e Kan vi hos friska fiskar identifiera bakterier, framfor allt LAB, som
potentiellt skulle kunna fungera som probiotiska stammar att anvinda inom

fiskodling?
e Vilka LAB kan vi odla fram fran insamlat fiskmaterial/fisktarmar?
e Kan de bakterier som odlas fram konkurrera ut patogena bakterier?

1.6 Hypotes

Hypotesen ér att det forvéntas kunna hittas LAB frén fisken trackprov, och att
dessa kommer kunna ga att odla fram. Dessutom antas dessa bakterier ha en
probiotisk effekt som kan konkurrera ut patogena bakterier.
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2. Material och metod

2.1 Studiepopulation for isolering av bakterier

Trackproven kom fran 4 fiskar av arten regnbage som végde cirka 1 kg.
Trackproverna kom fran 4 olika kassodlingar med limnisk miljo, varav alla fanns 1
Viérmland. Fran samtliga odlingar forvarades trackproven i flytande kvéve direkt
efter att proverna samlats in.

2.2 Bakterieodling

Infor odling av bakterier forbereddes tva typer av agarplattor, de Man, Rogosa
and Sharpe agar (MRS) och Tryptic soy agar (TSA). For att kunna analysera
bakterieinnehallet i1 de olika trickproverna forbereddes agarplattor och provror
med olika spiddningar. 0,1 gram trickprov mixades tillsammans med 900 pl NaCl-
16sning och proverna homogeniserades med en vortexer och dérefter gjordes
tiopotensspiadningar ddr 100 pl fran varje spadning applicerades pa TSA och MRS
agarplattor. TSA-plattorna inkuberades aerobt i rumstemperatur medan MRS-
plattorna inkuberades i anaerob miljo. Bakteriekolonier som véxte pd de olika
odlingsmedierna identifierades till artniva med hjélp av Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time of flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS).
Mjukvaran for MALDI-TOF MS anvinder en databas som kan identifiera vilken
bakterie det dr. Nar ett oként bakterieisolat analyseras jamfors den med andra
bakterieprofiler i referensdatabasen. Systemet podngsitter dven den identifierade
bakterien, dér ett score-viarde mellan 0,000 och 1,699 indikerar att identifieringen
inte dr majligt, virde mellan 1,700 och 1,999 tyder pa en mojlig identifikation pa
slaktniva men inte sékert pa artniva, ett virde mellan 2,000 och 3,000 anses ge en
tillforlitlig identifiering bade pa slékt och artnivd (VetBact 2024a).

2.3 Bakteriestammar anvanda i studien

Totalt anvédndes prover frdn 13 bakteriearter: Pediococcus acidilactici (tva olika
stammar), Limosilactobacillus reuteri (tva olika stammar), Lactiplantibacillus
plantarum, Bifidobacterium adolescentis, Lactobacillus sdrimneri, Lactobacillus
mucosae, Escherichia coli, Enterotox E. coli (ETEC), Yersinia ruckeri och Vibrio
campbelli BB120 samt Vibrio campbelli LMG.
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2.4 Inhibitionstest

For att testa den potentiella antagonistiska effekten av olika bakteriestammar
utfordes ett inhibitionstest. Infor testerna odlades respektive bakteriestam i
odlingsmedier som gynnade tillvédxt av respektive art och vid optimal
tillvixttemperatur for bakterietypen. Alla LAB odlades i MRS buljong vid 37 °C,
V. campbelli BB120 och V. campbelli LMG i marine broth vid 28 °C, Y. ruckeri
odlades 1 nutrient broth med beef extract vid 22 °C, samt E. coli och ETEC
odlades 1 nutrient broth med beef extract vid 37 °C.

Totalt anvéndes 10 plattor med marine agar och 15 plattor med nutrient agar
med beef extract. Fem av marine agar-plattorna inokulerades med 100 pl av V.
campbelli BB120 och fem med V. campbelli LMG. For nutrient agar-plattorna
inokulerades fem plattor vardera med Yersinia ruckeri, E. coli och ETEC. Dessa
spreds sedan ut dver agarplattornas yta med en steril cellspridare. De bakterier
som inokulerades bendmns som malbakterier, det vill sdga de bakterier vars
tillviaxt undersoks for eventuell hdmning orsakad av testbakterierna.

Efter plattorna torkat applicerades 5 pl av varje testbakterie pa de olika
plattorna. Totalt testades dtta bakteriestammar: tva olika stammar av P.
acidilactici (prov 1 och 2), tvé olika stammar av L. reuteri (prov 3 och 4), L.
plantarum (prov 5), B. adolescentis (prov 6), L. sdrimneri (prov 7) och L.
mucosae (prov 8).

Varje agarplatta delades in 1 tvd zoner, dér tva olika testbakterier applicerades
pa var sin sida av plattan. For varje malbakterie anvéndes fyra plattor med
testbakterierna (tva testbakterier per platta) (se Figur 1). Pa den femte plattan for
LMG, Y. ruckeri och V. campbelli applicerades istéllet E. coli och ETEC pa
samma sétt som de atta testbakterierna. For den femte E. coli plattan applicerades
istéllet ETEC och Y. ruckeri och for den femte plattan ETEC applicerades E. coli
och Y. ruckeri.

Darefter inkuberades alla plattor vid temperaturer som motsvarade respektive
bakteriestams optimala tillvéxtforhallande. Samtliga plattor inkuberades i 28 °C,
med undantag for de fem plattorna med Y. ruckeri, som inkuberades i 22 °C.
Resultatet ldstes av genom att mita diameter pa inhibitionszonerna (se Figur 2).
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[Malbakterie X]
I— [Platta 1] — [Testbakterie 1] + [Testbakterie 2]
I— [Platta 2] — [Testbakterie 3] + [Testbakterie 4]
I— [Platta 3] — [Testbakterie 5] + [Testbakterie 6]

L— [Platta 4] — [Testbakterie 7] + [Testbakterie 8]

Figur 1. Schematisk oversikt av testuppligget.

Figur 2. Bilden visar en schematisk skiss av en agarplatta med inhibitionszoner,
d=inhibitionszonsdiameter.
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3. Resultat

3.1 lIsolering och identifiering av bakterier

Efter cirka 72 timmar observerades bakteriekolonier frin tre av fyra tarmprover pa
MRS-plattor. Kolonimorfologin sag likartad ut for de olika kolonierna, men
storleken varierade. Bakterietillvdxt observerades dven pa enbart en enstaka TSA-
platta. For att identifiera vilka bakterier som fanns pa plattorna togs kolonier ut
fran bdde MRS- och TSA-plattor, en agarplatta per trackprov valdes ut for vidare
analys. Totalt undersoktes och artbestimdes 14 bakterieisolat med hjélp av
MALDI-TOF MS. De bakteriearter som identifierades var P. acidilactici,
Pseudomonas gessardii, Pseudomonas koreensis och Stenotrophomonas
rhizophila. Av 14 bakterieisolat visades 12 av dess tillhora P. acidilactici som
hade ett score vdrde mellan 1.76 och 2.31. For resterande fyra isolat foreslogs P.
gessardii med ett score virde pa 1.85, P. koreensis med 1.82 och S. rhizophila
med ett viarde mellan 1.88 och 1.89.

3.2 Antagonistisk effekt mot patogener

Resultaten for inhibitionstestet mot de patogena bakterierna V. campbelli, Y.
ruckeri, E. coli och ETEC presenteras samlat i tabellen (Tabell 1). Flera av de
testade bakterierna visade antagonistisk effekt, men effekten varierade mellan de
olika patogenerna.

Mot V. campbelli BB120 uppvisade bada stammarna av P. acidilactici, bdda
stammarna av L. reuteri, L. plantarum, L. sdrimneri och L. mucosae tydliga
inhibitionszoner, med diametrar i spannet 0,3 cm - 0,9 cm. Aven mot V. campbelli
LMG noterades tydliga inhibitionszoner frdn bada stammarna av P. acidilactici,
bada stammarna av L. reuteri, L. plantarum och L. sdrimneri med ett spann
mellan 0,5 cm — 0,8 cm. Vid test mot Y. ruckeri, E. coli respektive ETEC
observerades ingen inhiberande effekt fran ndgon av testbakterierna. I flera fall
noterades i stéllet tillvixt eller ingen tillvéxt/paverkan alls.
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Tabell 1. Sammanstdillning av resultat fran agarplattor med olika patogener (V.

campbelli BB120, V. campbelli LMG, Y. ruckeri, E. coli och ETEC). Virdena

representerar medelvirden av tvd olika replikat for zondiameter (cm). De enskilda
mdtvdrdena redovisas inom hakparanteser. En inhibitionszon (I) avser en klar
transparent cirkel utan nagon bakteriell tillvixt runt den testade bakterien, vilket
indikerar en himmande effekt pd patogenen. Tillvixt (T) avser forekomst av en diffus-
icke transparent cirkel pa agarplattan, vilket antyder att bakterier tillvuxit utan att
hdmma patogenen. Ingen tillvixt innebdr totalt avsaknad av bakteriell tillvixt/aktivitet pa
plattan. Ingen tillvixt* avser variation ddr en av testbakterierna fatt tillvéixt och den

andra ingen tillvixt.

Testbakterie V. V. Y. ruckeri | E. coli ETEC
campbelli | campbelli
BB120 LMG
Zon (cm) | Zon (cm) Zon (cm) | Zon(cm) | Zon (cm)
P. acidilactici 0,9 () 0,8 (I) 0,8 (T) Ingen Ingen
(stam 1) [0,9; 0,8] | [0,8;0,7] [0,8;0,8] | tillvaxt* tillvaxt
[1,5; 0]
P. acidilactici | 0,8 (I) 0,6 (I) 0,7 (T) 1,3 (T) Ingen
(stam 2) [0,8;0,7] |[0,6;0,6] [0,7;0,7] [[1,5;1,0] | tillvaxt
L. reuteri 0,3 (I) 0,6 (I) Ingen 1,0 (T) Ingen
(stam 1) [0,3;0,3] | [0,6; 0,6] tillvaxt [1,1;0,8] | tillvaxt
L. reuteri 0,4 (I) 0,7 (I) Ingen 0,8 (T) Ingen
(stam 2) [0,4;0,3] | [0,7;0,6] tillvaxt* [0,9,0,7] | tillvaxt
[1.2; 0]
L. plantarum 0,5 (I) 0,5 (I) 0,8 (T) 0,6 (T) Ingen
[0,5; 0,5] |[0,5,0,5] [0,8;0,8] |[0,6;0,6] | tillvixt
B. adolescentis | 0,5 (T) 0,7 (T) Ingen 0,7 (T) Ingen
[0,5;0,5] |[0,7;0,7] tillvaxt [0,7;0,7] | tillvaxt
L. sdarimneri 0,6 (I) 0,6 (I) 1,2 (T) Ingen Ingen
[0,6; 0,6] | [0,6; 0,6] [1,2; 1,1] | tillvéxt tillvaxt
L. mucosae 0,5 (I) 0,5 (T) 1,0 (T) Ingen Ingen
[0,5;0,5] |[0.5,0,5] [1,0;0,9] | tillvaxt tillvaxt
E. coli 0,8 (T) Ingen Ingen — 0,2 (T)
[1,0; 0,6] | tillvaxt tillvaxt* [0,2; 0,2]
[1,0; 0]
ETEC 0,9 (T) Ingen Ingen 1,2 (T) -
[0,9; 0,8] | tillvaxt tillvaxt [1,5; 0,9]
Y. ruckeri — — — 1,4 (T) 0,6 (T)
[1,5; 1,2] ][0,6;0,6]
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4. Diskussion

Syftet med denna studie var att undersdka om potentiella probiotiska bakterier, 1
synnerhet LAB, kan isoleras fran trickprov samt att utvirdera deras
antagonistiska effekt mot ndgra utvalda patogena bakterier. Resultaten visade att
en Overvigande majoritet av de bakterieisolaten som isolerades fran tarmen fran
regnbagslax tillhorde bakteriearten P. acidilactici, vilket ar en LAB som ir kénd
for sina probiotiska egenskaper och anvénds bland annat i fiskfoder och inom
livsmedelsindustrin. /n vitro-tester har visat att vissa stammar av Pediococcus
spp. som till exempel P. acidilactici har forméga att motsta de tuffa forhéllandena
1 mag-tarmkanalen (Holland et al. 2011). Detta gor den intressant eftersom en
probiotisk bakterie méste kunna dverleva passagen genom matsméltningssystemet
for att na tarmen och dir kunna utdva sin gynnsamma effekt.

Att P. acidilactici vuxit fram 1 sddan hog grad beror med hogst sannolikhet pa
att fiskodlingarna dér trackproverna dr samlade ifran har utfodrat med foder som
innehéller BACTOCELL®. Detta &r en probiotisk fodertillsats som innehéller
specifikt P. acidilactici och dr den enda godkénda probiotikan av den Europeiska
unionen for anvindning pa vattenlevande arter (Lallemand 2017). En mdjlig
forklaring till varfor P. acidilactici inte aterfanns i ett av proverna kan vara att just
den anldggningen inte anvinde foder med detta probiotiska tillskott.

For att fa ndgot att jimfora med och dérigenom stérka tolkningen av resultatet i
inhibitionstestet valdes dven ndgra andra LAB att inkluderas i testet. Dessa LAB
hade isolerats tidigare, men inte fran fisk. Resultaten fran inhibitionstestet visade
att flera av testbakterierna uppvisade antagonistisk effekt mot specifika patogener.
P. acidilactici, L. reuteri, L. plantarum och L. sdrimneri hade antagonistisk effekt
mot bada V. campbelli-stammarna. Dessutom visade dven L. mucosae en
antagonistisk effekt mot V. campbelli BB120. Inhibitionszonerna for dessa
varierade 1 diameter mellan 0,3 cm — 0,9 c¢m, vilket indikerar att dessa LAB har
direkt himmande effekt pé tillvixten av dessa patogena bakterier. Storleken pé
inhibitionszonen kan indikera skillnader i den inhibitoriska effekten. Exempelvis
uppvisade en av stammarna av P. acidilactici en zon pa 0,9 cm, medan vissa
andra bakterier som L. reuteri uppvisade en zon pa 0,3 cm. Denna variation i
zonstorlek tyder pa att vissa LAB-stammar kan vara mer effektiva én andra 1 att
hdmma tillvixten av en viss patogen.

Dessa resultat dr delvis forvintade dé flera studier har visat att LAB har flera
olika verkningsmekanismer och kan producera bakteriociner, lysozymer,
sideroforer, proteaser, acetylaldehyd och viteperoxider, vilket kan hdmma
tillvixten av Vibrio-bakterier (Nguyen Thi Truc et al. 2019; El-Saadony et al.
2021). Darfor ar det logiskt att majoriteten av testbakterierna kunde hdmma bada
V. campbelli-stammarna, men inte nédvéndigtvis E. coli, ETEC och Y. ruckeri pa
samma sitt. Trots att enbart P. acidilactici gick att odla fram frin trackproven i
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denna studie sd stodjer fortfarande resultaten hypotesen om att LAB fran fiskens
mag-tarmkanal har en probiotisk effekt som kan konkurrera ut patogena bakterier.

For en del testbakterier uppvisades dven tillvéixt, det vill sdga en diffus icke-
transparent cirkel pé agarplattan. Varfor detta forekom &r oklart, men det skulle
kunna bero pé att testbakterierna hade formaga att vixa pa samma odlingsmedium
som patogenen. Detta gor det darfor svart att bedoma om nagon inhibitionszon
uppstod. For att battre kunna undersoka den antagonistiska effekten for de
testbakterier som uppvisade tillvixt hade man exempelvis kunnat anvénda ett
odlingsmedium som testbakterierna inte kan véxa p4, eller alternativt anvinda
supernatant for att se om dessa producerar nagon metabolit med himmande
effekt.

Att E. coli och ETEC inte inhiberades skulle kunna betyda att dessa patogener
har storre motstandskraft mot de LAB som testades, eller att de testade LAB
saknade specifika verkningsmekanismer fOr att ge en antagonistisk effekt. Det r
dven mojligt att det skulle krévas en annan milj6, metod eller koncentration for att
effekten skulle bli mirkbar. Andra studier har nimligen sett att vissa LAB har en
inhiberande effekt mot olika stammar av E. coli. Bakterierna L. plantarum och P.
acidilactici lyftes som de med bést antagonistisk effekt mot E. coli (Rodriguez-
Palacios et al. 2009). Daremot kunde man i samma studie dven se att i vissa fall
stimulerades tillvixten av E. coli vid tillsats av LAB. Detta skulle kunna forklara
en del av resultaten i denna studie, men orsaken till varfor vissa LAB har en
stimulerande effekt pé olika stammar av E. coli och ETEC ér fortfarande oklar
och behover fortsatt undersokas (Rodriguez-Palacios et al. 2009).

Aven L. reuteri har i tidigare studier visat producera reuterin, vilket ir en substans
som har en antagonistisk effekt mot ETEC (Cleusix et al. 2007).

For Y. ruckeri finns det begrinsad forskning om hur olika LAB interagerar med
patogenen. I en studie sdg man dock att LAB som L. plantarum, Lactobaillus
fermentum och Lactobacillus brevis hade en antagonistisk effekt mot Y. ruckeri
(Feckaninova et al. 2019). En annan studie lyfte specifikt tre LAB tillhdrande
sldktet Enterococcus (E. thailandicus, E. durans och en obestamd Enterococcus
sp.) som visats ha inhiberande effekt mot Y. ruckeri (Amin et al. 2023), men
déremot inget om de LAB som testades i denna studie. D& det inte finns s manga
studier som gjort liknande forsok krévs det fortsatt forskning for att se hur olika
LAB paverkar Y. ruckeri.

Négot som &r intressant dr dven att mellan stammar inom samma art,
exempelvis for de tva olika P. acidilactici-stammarna s& fanns det variation
mellan storleken pd inhibitionszonerna. Detta skulle kunna betyda att de
probiotiska/antagonistiska effekterna inte bara dr art-specifika utan dven stam-
specifika. Men variationen i zonstorleken skulle d&ven kunna vara en effekt av
metodiken som anvéndes.
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En potentiell svaghet med studien &r att diskdiffusionsmetoden inte anvéndes 1
inhibitionstestet. Denna metod brukar i regel annars genomforas for att testa
antimikrobiell aktivitet/resistens. I denna metod anvénds filterlappar som ar
impregnerade med en bestimd koncentration av det amne eller den
mikroorganism som ska undersokas (VetBact 2024b). Att anvdnda denna metod
hade troligtvis gett mer vilavgransade och jamnt formade zoner, eftersom det
troligen hade varit hogre koncentration av bakterier i filterlapparna. Detta hade
underldttat en mer exakt métning av inhibitionszonens diameter. Den metoden
som anvéndes i denna studie under inhibitionstestet gar fortare och ar léttare att
genomfora, men tenderar att ge mindre tydliga och ojimnt formade
inhibitionszoner. Om ytterligare tid hade funnits eller om testet hade gjorts om
hade man kunnat testa bdda metoderna och sedan gjort en jimforande analys for
att stirka resultatets tillforlitlighet. Om mer tid och resurser hade funnits hade
man dven kunnat testa fler LAB mot fler patogener for att fi en tydligare bild av
deras fulla antimikrobiella potential. Det dr dock viktigt att notera att antagonism
mot patogener bara dr en av flera egenskaper som kan vara relevanta for en
potentiell probiotisk bakterie. Andra egenskaper sdsom férmaga att paverka
mukosabarridren, modulera immunfunktion eller att konkurrera om niringdmnen
och adhesionsstéllen kan ocksa spela roll for dess funktion och ldmplighet som
probiotika.

Trots vissa begridnsningar visar studien pad mojligheten att identifiera LAB hos
friska fiskar med potentiell probiotisk potential. Sarskilt P. acidilactici, men dven
L. plantarum, L. sdrimneri, L. mucosae och L. reuteri verkar som lovande
kandidater for framtida tillimpning utifran de tester som gjordes. Att dessa hade
en antagonistisk effekt mot den vilkénda fiskpatogenen V. campbelli ér sdrskilt
relevant d& sjukdomen vibrios orsakar stora problem inom fiskodlingsindustrin.
For att resultaten ska kunna tillimpas 1 praktiken kriavs dock fortsatt forskning.

4.1 Slutsats

I studien av identifikation och odling av potentiellt probiotiska bakterier hos
regnbége isolerades P. acidilactici frén tarmprover och testades vidare for
antimikrobiell aktivitet. I inhibitionstestet framkom att flera LAB som P.
acidilactici, L. plantarum, L. sdrimneri, L. mucosae och L. reuteri visade
antagonistisk effekt mot fiskpatogenen V. campbelli BB120 och V. campbelli
LMG. Resultaten indikerar att LAB fran friska fiskar har potential som probiotika,
vilket dr av betydelse inom akvakultur for att bekdmpa sjukdomar och minska
antibiotikaanvédndningen. Daremot visade ingen av de LAB stammarna som
utvirderades ingen antagonistisk effekt mot Y. ruckeri, E. coli eller ETEC. Detta
skulle delvis kunna forklaras av metodologiska begridnsningar i forsdksupplagget,
men det belyser ocksa behovet att mer forskning behdvs inom omradet for att
forsta deras fulla antimikrobiella potential.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Fiskodling &r en av vérldens mest snabbvixande livsmedelsindustrier och har en
viktig roll i att méta den 6kande globala efterfragan pd mat for att minska global
hunger. Men fiskodlingsindustrin star for stora utmaningar, och en av dessa ér
overanviandning av antibiotika for att motverka eller férebygga sjukdom hos fisk.
Overanviindning av antibiotika att bidrar till utveckling av antibiotikaresistens,
vilket &r ett allvarligt problem bade for djurhélsa och folkhélsan. Som alternativ
till antibiotika s& vécker probiotika allt storre intresse. Probiotika bestar av
levande mikroorganismer som vid intag kan framja béttre hélsa genom att bland
annat starka immunforsvaret och motverka tillvdxten av sjukdomsframkallande
bakterier. Inom fiskodling skulle probiotika dirmed kunna bidra till friskare fiskar
och samtidigt minska behovet av antibiotikabehandling.

I denna studie undersoktes om tarmbakterier fran fisken regnbége, vilket dr en
vanlig art som odlas i Sverige, kan ha probiotisk potential. Detta undersoktes dé
tidigare studier identifierat att vissa mjolksyrabakterier, vilka ofta anvands i
probiotika forekommer naturligt i laxfiskars tarmflora. Bakterier isolerades fran
tarmprov/trickprov som insamlats fran fyra olika anldggningar i Varmland. Totalt
isolerades 14 bakterieisolat, varav majoriteten visade sig tillhora bakteriearten
Pediococcus acidilactici, vilket dr en mjolksyrabakterie. I studien utvarderades
dven om den isolerade P. acidilactici-stammen, samt sju andra mjolksyrabakterier
uppvisade antagonistiska effekter mot fem olika patogena bakterier: Vibrio
campbelli LMG, Vibrio campbelli BB120, Yersinia ruckeri, Escherichia coli och
Enterotox E. coli (ETEC). Resultaten visade att flera av mjolksyrabakterierna,
sarskilt P. acidilactici och L. plantarum, kunde hdmma tillvixten av patogener
som V. campbelli och LMG. Diremot visade ingen mjolksyrabakterie ndgon
hiammande effekt mot E. coli, ETEC eller Y. ruckeri. Studien indikerar att fiskens
naturliga tarmflora kan innehdlla bakterier med probiotisk effekt, men i detta fall
rorde det sig sannolikt om bakterier som tillforts via fodersupplement, vilket dénda
pekar pa mojligheter att framja en mer héllbar fiskodling med minskad
antibiotikaanvdndning. Men for att kunna tillimpa resultaten i praktiken s& behovs
det mer forskning inom omradet.
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Tack

Jag vill rikta ett stort tack till min handledare Johan Dicksved for en vardefull
handledning och stdd under hela arbetets gang. Ett sdrskilt tack dven for hjdlpen
och engagemanget under labbarbetet.
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Publicering och arkivering

Godkénda sjilvstindiga arbeten (examensarbeten) vid SLU kan publiceras
elektroniskt. Som student dger du upphovsritten till ditt arbete och behdver i
sadana fall godkénna publiceringen. I samband med att du godkdnner publicering
kommer SLU &ven att behandla dina personuppgifter (namn) for att gora arbetet
sokbart pa internet. Du kan nérsomhelst dterkalla ditt godkdnnande genom att
kontakta biblioteket.

Aven om du viljer att inte publicera arbetet eller iterkallar ditt godkéinnande s&
kommer det arkiveras digitalt enligt arkivlagstiftningen.

Du hittar lankar till SLU:s publiceringsavtal och SLU:s behandling av
personuppgifter och dina rittigheter pa den hér sidan:
e https://libanswers.slu.se/sv/faq/228316.

JA, jag, Matilda Hallman har ldst och godkdnner avtalet for publicering samt
den personuppgiftsbehandling som sker i samband med detta

[1 NEJ, jag/vi ger inte min/var tillatelse till att publicera fulltexten av
foreliggande arbete. Arbetet laddas dock upp for arkivering och metadata och
sammanfattning blir synliga och sdkbara.
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