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Sammendrag

Det er velkjent at en rekke intracelluleere bakteiigkludert flere arter innen slekten
Francisella har evne til & oppholde seg og formere seg i imraliene. | dette studiet ble det
utfart smitteforsgkn vitro der det ved hjelp av spesifikke antistoffer blst\atFrancisella
philomiragia subsp.noatunensisoppholder seg i fagocyttiske celler av myeloid cgoph
tillegg til B-lymfocytter hos Atlantisk torskGadus morhud..). Dette kan veere en effektiv
strategi ved at bakterien unngar vertens humoraievérsmekanismer. Det er ogsa verdt a
merke seg at disse vertscellene er sentrale i @efadte immunforsvarets bekjempelse av
patogener. Tilstedeveerelse av bakterier i ngy&afianulocytter og B-lymfocytter indikerer
at disse cellene kan infiseres By philomiragia subsp.noatunensismen forekomsten av
smittede ngytrofile granulocytter og B-lymfocyttaar lav. Hgy forekomst av intracellulsere
bakterier i adherente leukocytter tyder pa at baktehar preferanse for andre celletyper.
Resultatene indikerte &. philomiragia subsp.noatunensisformerer seg intracelluleert i
adherente leukocytter, men flere studier bar gjéimed kunne stadfeste dette.

Smitteforsgkene ble utfart méd philomiragiasubsp.noatunensisom var sent i den
eksponentiell vekstfase, og en vekstkurve ble etdet for a fastsla tidspunkt for bakteriens
ulike vekstfaser. Prosedyre for phalloidinmerking adherente leukocyttpopulasjoner ble
utpravd, og merkingen var et godt egnet hjelpeniifiolea studere adherente leukocytters
kvalitet pa preparatene for a optimalisere dyrksfatholdene i branner. Phalloidin var ogséa
godt egnet til & merke leukocyttpopulasjoner est@itteforsgk for & pavise og lokalisere
intracelluleere bakterier i adherente leukocytted Vkiorescens- og konfokalmikroskopi.
Antiserumet mofrancisellasom ble brukt til & merke bakteriene i forsgkeaespesifikt og
reagerte med flere komponenter av antigenet i inoblott. Ved merking med antiserumet
kanin antiFrancisellaog fluorokrom-konjugert sekundaert antistoff kuribvekterien tydelig
observeres i preparatene. Pavisning av bakterigacilluleert og kartlegging av hvilke
leukocytter som smittes av bakterien kan bidragkt kunnskap av sykdomsforlgpet ved

francisellose i tillegg til & fremskaffe nyttig kaskap for bekjempelse av sykdommen.
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Introduksjon

1.0 Introduksjon

1.1Francisella philomiragiasubsp.noatunensis

Francisellose

Francisella philomiragia subsp. noatunensis er en gram-negativ fakultativ
intracelluleer bakterie som er etiologisk agensden systemiske sykdommen francisellose
hos Atlantisk torsk Gadus morhud..) (Nylund et al, 2006; Olseret al, 2006). |1 2004 ble
sykdommen for farste gang pavist fra syk torskpsisst med hgy dgdelighet i oppdrett i
Rogaland (Nyluncet al., 2006; Olseret al, 2006), og har siden da utviklet seg til & bli de
mest alvorlige sykdomsproblemet hos Atlantisk tarekpdrett. Det ble offisielt registrert 14
utbrudd i 2008, som er tilneermet en fordobling atak registrerte utbrudd fra 2007, da 8
utbrudd ble rapportert (Hellbers al, 2008). Sykdommen opptrer epidemisk i bade skifi
og oppdrettsfisk (Mikalsen, 2008; Mikalsen al, 2009), og fisk som overlever infeksjonen
blir trolig baerer av sykdommen (Karlsbagkal,, 2008). Sykdomsutbrudd forekommer langs
hele norskekysten, men hovedsakelig er Vestlanalelelst rammet, antakeligvis pa grunn av
hoye sjgtemperaturer i dette omradet (Otétral, 2008).

Infisert fisk kan kjennetegnes ved manglende atipebig har ofte mgarkfarget
pigmentering og redusert svgmmeatferd (Nylehdl, 2006). Karakteristisk for francisellose
er hovedsakelig indre kliniske tegn som fremgar sedere sykdomsforlgp, hvor svulne
organer med granulomer er vanlig, men ikke entydrgsykdommen (Nyluncet al, 2006;
Ottemet al, 2007a; Karlsbaklet al, 2008) (Figur 1). Histologisk er det vist at gnbomene
inneholder vertsceller som fibroblaster, fagocyttgmfocytter og fa eller ingen bakterier. |
terminalt stadium av sykdommen observeres utvikiingnekrose i granulomenes kjerne, som
da bestar av transparent veeske (Nyluat al, 2006). Andre Kkliniske tegn pa
bakteriesykdommen kan veere sar og knuter i huddantsk torsk er imidlertid kjent for a
utvikle granulomer, samt knuter og sar i hudergsipons til flere infeksigse agens. Viktige
differensialdiagnoser til francisellose er atypisirunkulose (Hellberget al, 2008),
mykobakterier og sopp (Mikalsext al, 2009).

Francisellose er i dag en begrensende faktor foklutgen av torskeoppdrett ettersom
det ikke eksisterer en effektiv vaksine mot sykda@nmog bakterien responderer dessuten

darlig pa antibiotikabehandling. Francisellose misekte utviklende kronisk sykdom, og hay
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dadelighet er uvanlig i anlegg som er infisert mgkidommen (Mikalsen, 2008). Utbrudd av
francisellose medfgrer imidlertid ofte store gkomka tap, hovedsakelig i form av
nedklassifisering pa slaktelinjen (Otternal.,2007a; Ottenet al, 2008).

Den fiskepatogené&rancisellabakterien er vidt geografisk utbredt, og represente
derfor ikke bare en trussel for norsk torskeoppdretflere land er det rapportert om
dadelighet som fglge av infeksjon mBdscirickettsialignende organismer (PLO) for flere
ikke-beslektede fiskearter, bade i ferskvann ogvaah. Flere av disse infeksjonene har i
ettertid blitt bekreftet & veere forarsaket Enancisella spp. (Mikalsen, 2008) (Se tabell 1).
Tilsynelatende eFrancisellasp. som er isolert fra Atlantisk torsk, noe ufikancisella sp.
som forarsaker sykdom i oppdrett i Asia, men allgist & tilhgreF. philomiragia(Mikalsen,
2008; Ottemet al, 2009).F. philomiragiasubsp noatunensidar ikke veert isolert fra andre
arter enn Atlantisk torsk og Atlantisk lakSglmo salaL..) (Mikalsen, 2008).

Tabell 1: Geografisk utbredelse av francisellose.

Vertsart Geografisk omrade | Saltvann/ferskvann| Referanse
Atlantisk torsk Nylundet al., 2006;
(Gadus morhud.) | Norge SV Olsenetal., 2006
Tilapia Hsiehet al., 2006;
(Oreochromis spp.)| Asia, Amerika FV Mauelet al, 2007

Three-line grunt
(Parapristipoma

trilineatum) Japan SV Fukudaet al., 2002
Hybrid striped bass

(Morone saxatilli3 | Amerika FV Ostlandet al., 2006
Grouper

(Epinephelus

melanostigmpa Taiwan FV Chenet al, 2000
Atlantisk laks

(Salmo salaL..) Chile FV Birkbecket al, 2007
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Figur 1: Makroskopiske kjennetegn pa francisellose i indgaoer hos Atlantisk torsld) Tydelige granulomer
i lever (L) og milt (M). Man kan ogséa skimte graomier i hodenyren (HNB) Sterkt affisert milt.
Foto: &. Brevik.

Utviklingen av vaksine mot francisellose vil veerektlg i bekjempelsen av
sykdommen. Ut fra erfaringer med sykdommene baktemyresyke (BKD) og rickettsiose
hos Atlantisk laks, er det vanskelig & utvikle anlgod vaksine mot fiskesykdommer
forarsaket av intracelluleere bakterier. Fremdelekumnskapen mangelfull nar det gjelder
immunsystemet til Atlantisk torsk, noe som inntildere setter en begrensning for
vaksineutviklingen. En vaksine mot francisellose kkerfor ikke forventes a veere klar med

det farste.
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Bakteriekarakteristika

Tabell 2: Taksonomi.

Rike Bacteria

Fylum Proteobacteria

Klasse Gammaproteobacteria
Orden Thiotrichales

Familie Francisellaceae

Slekt Francisella

Art F. tularensis

F. tularensis subsp. tularensis

F. tularensis subsp. holarctica

F. tularensis subsp. mediasiatica
F. novicida

F. philomiragia

F. philomiragia subsp. philomiragia

F. philomiragia subsp. noatunensis

F. piscicida

| tidligere publiserte artikler har bakterientasasom bade egen art og som underart av
Francisella philomiragia og har derfor to navn; henholdsWsancisellapiscicida(Ottemet
al., 2007a) ogrrancisella philomiragiasubsp.noatunensigMikalsen et al, 2007). Begge
navneneefererer imidlertid til samme bakterie (Hellbergal,, 2008) Ottemet al., (2009)
har nylig publisert en artikkel hvor det fremgarFat piscicidaog F. philomiragia subsp.
noatunensiser identiske, ogFrancisella noatunensi®r foreslatt som navn pa bakterien.
Tabell 2 viser taksonomi akrancisella slik den fremstar i dag. | forbindelse med denne
masteroppgaven vil navnEtancisella philomiragiasubspnoatunensibli benyttet.

F. tularensisforarsaker sykdommen tularemia (harepest) hos dgdeg mennesker
(Sjostedt, 2006). P& bakgrunn av sykdommens zaskeotkarakter og alvorlighetsgrad, er
denne arten best studert innen slekinancisella Mye av det som er antatt fd¥.
philomiragia subsp.noatunensier derfor basert pa det som er kjent Bntularensis(Nano
& Elkins, 2006), og inntil nylig har studier &u tularensisveert kilde for mye av kunnskapen
vi har om torskesykdommen (Hellbeeg al, 2008). Medlemmer av slektdfrancisella er
rapportert a infisere makrofager, men kan tilsyreelde ogsa oppholde seg i en rekke andre

celletyper som endotelceller, fibroblaster, hepgtec og muskelceller (Keinet al, 2007).
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Intracellulzer replikasjon er ogsa beskrevet foreflerancisellaarter i pattedyr badm vitro
ogin vivo(Allen, 2003) Pa bakgrunn av histopatologiske undersgkelser regp®Nylundet
al., (2006) at malcellene fd¥. philomiragiasubsp.noatunensisyntes a veere fagocytter og
celler med fagocyttiske funksjoner (retikuloendiatiel system, RES).

Karakteristika a\F. philomiragiasubspnoatunensi®r velkjent og er beskrevet i flere
publikasjoner (Nyluncet al, 2006, Olseret al, 2006, Ottenet al, 2007a) som mikroaerofil,
aerob, ikke-motil, svakt katalase-positiv, oksidasgativ og indole-positiv. Bakterien kan
ikke hydrolysere gelatin og produserepSHi cystein-supplementert agar. Tilsetting av
aminosyren cystein i agar er vist & gke vekstenbakterien.F. philomiragia subsp.
noatunensisvokser ved 6-29 °@n vitro, men 20-22 °C er optimal temperatur for dyrknirg a
bakterien. Morfologisk kjennetegné&s philomiragiasubsp.noatunensised at den er sveert
polymorf, og rangerer fra coccoide til korte stav@tarrelsen varierer fra 0,5 um -1,5 pm i

diameter.

1.2 Torskens immunforsvar

Teleoster representerer den tidligste gruppen atelmater hvor immunsystemet
bestar av bade uspesifikt og spesifikt forsvan seh det sistenevnte trolig er mindre utviklet
i forhold til hgyere vertebrater (Warr, 1995). Betogsa vist at teleoster, inkludert Atlantisk
torsk, har leukocyttpopulasjoner som ligner dem sonfunnet for hgyere vertebrater, med
tilstedeveerelse av granulocytter, lymfocytter ognorwkleaere fagocytter (Rowlest al.,
1988). | forhold til Atlantisk laks og regnbuegrr@ncorhynchus mykisser kunnskapen
mangelfull med hensyn pa immunforsvaret hos Atsntiorsk. Interessen for torskens
immunsystem er imidlertid gkende og det drivesg dktiv forskning pa dette omradet.

Antistoffer kalles ogsa immunoglobulin (lg), ogeleoster produseres hovedsakelig
klasse IgM av typen tetramer (Pilstréghal, 2005). Det er vist at Ig hos Atlantisk torsk er
ulik Ig hos Atlantisk laks bade i organisering dguktur av IgM samt i organisering og
repertoar av Ig gener (Magnadottir, 1998). Det midiertid vanskelig & relatere disse
observasjonene til biologiske funksjoner (Solemt&rvik, 2006). IgD er ogsa karakterisert i
teleoster, og er ogsa funnet & ha noe ulik strukédlantisk torsk sammenlignet med IgD fra
andre undersgkte fiskearter (Stenvik & Jargens@@0R Atlantisk torsk har et hgyt innhold
av naturlige eller uspesifikke antistoffer i serusg,konsentrasjonen av IgM i plasma er vist &
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veere omtrent ti ganger sa hgy sammenlignet med (lakaelssoret al, 1991). Naturlige
antistoffer blir produsert i fraveer av antigenstieming, og er velkjent ogsa i fisk
(Magnadottir, 2006). Selv om betydningen av digsekéar (Whyte, 2007), er det foreslatt at
de naturlige antistoffene medvirker i torskens tidnsjeforsvar mot virus og bakterier
(Gonzalezet al, 1988; Sinyakowet al, 2002; Magnadottir, 2006), og gir trolig gyeblikige
og bred beskyttelse mot patogener (Boes, 2000).

Et annet aspekt av immunforsvaret hos Atlantsklt er at den sammenlignet med
andre kjente arter i oppdrett viser fraveerende &le gkning i niva av spesifikke antistoffer
etter en antigenstimulering (Magnadotir al, 2001; Schrgdeet al, 1992;Espelidet al.,
1991; Rgnnesetét al, 2007). Dette kan indikere at andre immunmekanisgnener aktuelle
i denne arten (Regnneseth al, 2007). De fleste undersgkte fiskearter produsgpesifikk
antistoffrespons som fglge av infeksjon eller imimsaring (Magnadottiet al, 2001). Flere
forsgk er utfert for & indusere humoral antisteffrens i torsk ved injeksjon eller
immersjonsvaksinering. Blant annet har injeksjorsd&t med drept&ibrio anguillarumog
Vibrio salmonicidavist fraveer i gkning av spesifikke antistoffer fpass av at torsken blir
beskyttet mot infeksjon (Schrgdet al, 1992; Espelicet al, 1991). | andre forsgk er det
imidlertid rapportert om gkning i antistoffresporesd eksponering for ulike patogener. Det er
vist at torsk kan produsere kraftigere spesifikkistoffrespons etter immunisering med
Aeromonas salmonicidsammenlignet med. anguillarum(Lund et al, 2006). Resultatene
indikerte dessuten at antistoffene i torsk varandttil a skille mellom LPS antigener fra
atypiske og typiske stammer Av salmonicidaSchrgdeet al, (2008) har nylig publisert en
artikkel som beskriver signifikante responser iafitisk torsk etter immunisering mead
anguillarum, A. salmonicidag Francisella sp. Ved immunisering med de to fgrstnevnte
bakteriene varierte den individuelle spesifikkepmassen fra fraveerende til hgy respons, mens
alle individene viste hgy spesifikk respons ved umisering medFrancisella sp. De
varierende resultatene med hensyn pa torskensadfiéspons kan trolig skyldes forskjeller i
fiskens alder, vekt, opphav, konsentrasjon og gypggen samt hvilken adjuvant som brukes
ved immunisering (Schrgdet al.,, 2008; Magnadottiet al, 1999). Magnadottiet al, (1999)
spekulerte i om de hgye nivaet av naturlige arffestd torsk kompenserte for den lave
spesifikke antistoffresponsen.

Rennesetfet al, (2007) har ved hjelp av flow cytometri analygemsentvis mengde
leukocytter i hodenyre (HNL), blod (PBL) og milt (fhos Atlantisk torsk. Resultatene viste
en hgy andel ngytrofile granulocytter i PBL, hvoogentvis andel ble anslatt a veere 84 %, i
forhold til 48 % i HNL og 18 % i ML. Andel ngytrdé granulocytter i PBL var dessuten over
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dobbel s& hgy sammenlignet med ngytrofile grantilecy PBL hos laks. Det hgyeste nivaet
av B-lymfocytter ble pavist i ML, der 73 % av leuttene var Ig-positive. HNL ble funnet a
inneholde 30 % B-lymfocytter, og det laveste nivaetB-lymfocytter ble observert for PBL,
med kun 13 %. Uavhengig av dette ble det i et afumepk vist at ved stimulering med kjente
immunostimulanter var responsen av torskemakrofageakere sammenlignet med
makrofager fra pattedyr og andre fiskearter, sorantisk laks (Steiroet al, 1998). Pa
bakgrunn av dette, samt pavisningen av den storagdee ngytrofile granulocytter i
torskeblod, er det indikasjoner pa at ngytrofil@amgiocytter spiller en sentral rolle ved
fagocytose. Det er videre vist at fagocytter i Atlak torsk aktiveres hurtigere og har hgyere
"respiratory burst” sammenlignet med Atlantisk lakg regnbuegrret (Nikoskelaine al,
2006), som indikerer at fagocytose er en sveerigvilgktor i immunforsvaret hos Atlantisk

torsk.

1.3 Profesjonelle fagocytter i teleoster

Det medfadte immunforsvar karakteriseres som dieal®a farstelinjeforsvaret mot
invaderende organismer. Sammenlignet med hgyeréebvater utgjgr det medfadte
immunsystemet i teleoster en viktigere rolle fokjpenpelsen av patogener. Grunnen til dette
er blant annet at teleoster tilhgrer gruppen akiljmberme vertebrater der det spesifikke
forsvaret er mindre utviklet sammenlignet med heg&ende vertebrater, og blant annet er
syntesen av antistoffer begrenset ved lave tempera(Ellis, 2001; Gomez & Balcazar,
2008).

Leukocyttene som er involvert i det medfadte forsvigsk ligner i stor grad det man
finner hos pattedyr (Plouffet al, 2005). Selv om de fleste celletyper har fagosktti
kapasitet, er det vanlig & skille mellom to grupfsgocytter, henholdsvis profesjonelle og
uprofesjonelle fagocytter (let al, 2006; Frankenberet al, 2008). Uprofesjonelle fagocytter
omfatter blant annet celletyper som fibroblastpitedceller og eosinofile granulocytter. Disse
cellene har mindre kapasitet til & ta opp partildgersom de uttrykker et begrenset antall
reseptorer pa celleoverflaten (Rabinovitch, 1998)onocytter, makrofager, ngytrofile
granulocytter og B-lymfocytter er spesialisertelareimed hgy fagocyttisk kapasitet som
refereres til som profesjonelle fagocytter i fifkapinovitch, 1995; Frankenbeeg al, 2008).
Den fundamentale rollen til fagocyttene er a beggevekst og spredning av de invaderende

organismene (Neumaret al, 2001). De fagocyttiske cellene innehar verkersiigéet eller
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hukommelse (Esteban & Meseguer), og fungerer laestreen med proteineqg celler fra det
spesifikke forsvar (Beutler, 2004). Fagocytose matiganer initierer det medfgdte forsvar som
videre dirigerer det ervervede forsvar ved at netibrrester av antigenet presenteres av
fagocyttene til andre typer immunceller. Dette ipeher en systemisk immunrespons (Aderem
& Underhill, 1999; Frankenbergt al, 2008). Pa bakgrunn av dette kaller man gjerne de
profesjonelle fagocyttene for antigen-presenteraredler (APC) (Cuestat al, 2006).

De fagocyttiske cellene dannes hovedsakelig fransller i hodenyren, som er
hoved-hematopoietiske organ i teleoster. Ettertras@n cellene modnes vil de spres til ulike
omrader i fisken, og er oftest til stede i hodenyned, lever, milt, gjeller, atrium og i "gut-
associated” lymfoid vev (GALT). Makrofagene spillprst rolle i vev hvor det finnes rikelig
av disse cellene, mens ngytrofile granulocyttejautgn vesentlig rolle i blod (Esteban &
Meseguer, 2006). At fagocytose trolig er en svaktigr mekanisme i immunforsvaret hos
Atlantisk torsk er blant annet verifisert ved aharknte torskeceller fagocytterer latekskuler
(Kolstg, 2008).

Monocytter/makrofager

Makrofagene er store (15-18 pum) mononukleaere rcebssosiert med starst
fagocyttisk kapasitet i fisk (Rowlegt al., 1988; Neumanret al, 2001; Beutler, 2004;
Secombes, 1996; Esteban & Meseguer, 2006). Diggecy#tene finnes som monocytter i
blod og differensierer til makrofager i vev (Secarpl1996; Bogen & Munthe, 2002; Beutler,
2004). Selv om bade monocytter og makrofager ewodgterende, har hovedsakelig
makrofagene den viktigste beskyttende funksjontarsetm de fleste infeksjoner forekommer
i vev (Murphyet al, 2008). Neumanmet al, (2001) beskriver makrofagene som en sveert
heterogen cellepopulasjon hvor flere sub-populasj@n tilpasset ulike deler av kroppen og
har unike karakteristikker og funksjoner. Tilsteaglrelse av makrofager i gjeller, hud, epitel
og vev, tyder pa at de utgjgr en viktig rolle i Jegkpelsen av invaderende mikroorganismer i
teleoster (Dalmet al, 1997; Press & Evensen, 1999). Makrofagenes fonk#le egenskaper
omfatter blant annet kjemotaksi, fagocytose, drgpnedbrytning, samt presentasjon av
antigener (Secombes & Fletcher, 1992; Secombe$)18a rekke stimulanter kan aktivere
makrofagene og gjgre dem mer potent i elimineringemvaderende mikrober (Secombes,
1996; Sahoo, 2006). Det er ogsa vist at makrofagetang levetid i pattedyr (Murptst al,
2008).
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Makrofagene har flere reseptorer til stede pdeceérflaten som kan detektere
mikrobielle produkter (Secombes, 1996; Sahoo, 200Bkrofagene er dessuten viktig for a
fierne celleavfall og apoptotiske celler. For adagitere en apoptotisk celle ma reseptorer pa
makrofagenes membran gjenkjenne en ligand pa detatiske cellene som ikke finnes pa
friske celler (Aderem & Underhill, 1999). Det errdéslatt at ved fagocytose av apoptotiske
ngytrofiler vil makrofagene kunne erverve myelofsidase og nyttiggjgre seg denne.
Fagocytose av apoptotiske ngytrofile granulocydtpderes granuler kan derfor veere en mate
a overfgre mikrobiell aktivitet fra de ngytrofileagulocyttene til makrofagene. Pa denne
maten kan den baktericidale aktiviteten gke (Afoessal, 1998; Ellis, 1999). | falge Laskay
et al, (2008) vil aktiviteten av makrofagene generekeikoke ved opptak av apoptotiske

ngytrofile granulocytter.

Ngytrofile granulocytter

Ngytrofile granulocytter er viktige fagocytter iskens farstelinjeforsvar og har
kjemotaktisk og baktericidal aktivitet (Esteban & ebkéguer, 2006). De ngytrofile
granulocyttene skiller seg fra makrofagene vedeaedsma, 10-12 um (Ellis, 1977), og har
kromatin-tett og ofte lappedelt kjerne i tillegydmliggende granuler i cytoplasma (Esteban
& Meseguer, 2006; Kindet al, 2007; Laskayet al, 2008). P& bakgrunn av cellekjernens
morfologi kaller man gjerne de ngytrofile granultiepe for polymorfonuklezere leukocytter
(PMNL) (Murphy et al, 2008). Cellekjernens morfologi kan imidlertidrieme mellom ulike
fiskearter (Zinklet al, 1991). | pattedyr er det vist at sammenlignetl nmakrofagene har de
ngytrofile granulocyttene kort levetid (Rabinovitch995; Beutler, 2004; Murphet al,
2008).

De ngytrofile granulocyttene er de farste cellenen rekrutteres fra sirkulasjon og
lymfoid vev til infeksjonsstedet. Et forsgk utfemv Matsuyamaet al, (1999), viste at
rekrutteringen av ngytrofile granulocytter i kar@yprinus carpio)og havkarussRagrus
major) var delt i to faser hvor ngytrofile granulocytteled hgyest migrasjonsevne var de
farste cellene som kom frem til infeksjonsstedetddegrense spredningen av patogenene. |
en noe senere fase migrerte ngytrofile granulocytted stgrst kapasitet for fagocytose og
drap til infeksjonsstedet.

Ngytrofile granulocytter har overflatereseptoremskomplementreseptorer og Fc-
reseptorer (Rabinovitch, 1995; Secombes, 1996;bBste& Meseguer, 2006). Selv om

fagocytose foregar pd samme mate som i makrofagearede ngytrofile granulocyttene
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baktericidale substanser og lytiske enzymer i priengazurofile) og sekundaere (spesifikke)
granuler i cytoplasma istedenfor i lysosomer (Neomnet al, 2001; Segal, 2005; Kinét al,

2007; Laskayet al, 2008). En viktig bestanddel i de primaere grameller myeloperoksidase
(MPO), som er sterkt baktericidal (Hamptat al, 1998), men sammenlignet med
makrofagene er den baktericidale aktiviteten oftekere for ngytrofile granulocytter, men
siden det er et stagrre antall av disse cellena@eito celletypene trolig bidra like mye til

eliminering av patogener (Secombes, 1996).

B-lymfocytter

Det er kjent at teleoster har B-lymfocytter somrpange omrader er lik dem man
finner i pattedyr (Milleret al, 1998). B-lymfocyttene utvikles fra stamceller saolannes i
hodenyren, og er sma celler (5-8 um) som har arkgme i forhold til cytoplasma (Rowley
et al, 1988). Det var lenge antatt at disse cellene h&dde evne til fagocytose i teleoster, da
B-lymfocytter fra pattedyr mangler egenskapen tithéopp store partikler ved fagocytose. |
2006 rapporterte Let al., at B-lymfocytter i regnbuegrret og andre tidligggtebrater hadde
hey fagocyttisk aktivitet, med pafglgende fagolysndannelse og intracellulaert drap. B-
lymfocyttene i teleoster kan derfor betegnes somfegjonelle fagocytter. Selv om B-
lymfocyttene karakteriseres som profesjonelle fgtjec ble det i fagocytoseforsgk med kuler
vist at disse cellene fagocytterte et lavere arkaler sammenlignet med monocytter og
granulocytter. Ved opsonisering med komplementr éj&1 gkte den fagocyttiske evnen til
B-lymfocyttene. Det synes derfor som at B-lymfoewt har en viktig rolle i bekjempelsen av
mikrober (Li et al, 2006). B-lymfocyttenes kapasitet til & delta & dnedfgdte
immunfunksjonene hos fisk, som i mennesker er lvesgitetil andre profesjonelle fagocytter,
reflekterer trolig det medfgdte immunsystemets fredende rolle i teleoster, der det
spesifikke immunsystemet er forholdsvis ufullstgnsammenlignet med pattedyr (Solem &
Stenvik, 2006).

Pa samme mate som i pattedyr er B-lymfocyttene agegdlvert i den spesifikke
immunresponsen hos teleoster. Spesifikke reseptreamlet i en spesiell posisjon pa B-
lymfocyttenes overflate, som gjar at cellene kaspomdere pa ett spesifikt epitop pa
antigener. Disse membranreseptorene kalles arftisttdr immunoglobuliner (Ig), og i
teleoster finnes hovedsakelig IgM (Pilstrom & Befgt 1996; Swain, 2006; Kindit al,
2007). Nar en naiv B-lymfocytt mgter pa et antifenfarste gang vil bindingen mellom det

membranbundne antistoffet og antigenet medfare ighudelledeling hvor cellene
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differensieres til plasmaceller og/eller hukommstsdler (Kindtet al, 2007). Plasmacellene
er hovedsakelig konsentrert i hodenyre og milt, ndéstribueres ogsa til andre deler av
organismen (Swain, 2006). Plasmacellene skilleiketig med antistoffer i lgpet av den korte
levetiden, men i motsetning til B-lymfocyttene mbargdisse membranbundet antistoff.
Hukommelsescellene har imidlertid lenger levetich ete naive cellene, og har antistoff
bundet til membranen (Kinet al, 2007).

1.4 Fagocytose

Fagocytose kan beskrives som en form for endocytwse relativt store partikler
(over 0,5 um) som mikroorganismer, celleavfall @gle vertsceller blir tatt opp og brutt ned i
endocyttiske vakuoler (Rabinovitch, 1995; Secomh886; Allen & Aderem, 1996; Aderem
& Underhill, 1999; Goldsbhyet al, 2003). Prosessen av fagocytose er vist for pyofelle
fagocytter som monocytter/makrofager, ngytrofilargiocytter (Secombes, 1996; Neumann
et al, 2001) og B-celler i fisk (Let al, 2006). Forsvarsmekanismen ved fagocytose bt far
beskrevet av Metchnikoff sa tidlig som i 1882 (Mwtikoff, 1968).

Fagocyttene tiltrekkes den invaderende mikrobéer elen infiserte vertscellen ved
kjemotaksi, som kan beskrives som direkte bevegelst infeksjonsstedet som falge av
utskilling av biologiske aktive molekyler fra denvaderende mikroben eller fra vertscellen
(Neumann et al, 2001; Rabinovitch, 1995; Esteban & Meseguer, 620CEttersom
granulocyttene er sveert mobile vil ngytrofile grimaytter dominere i den farste perioden ved
en infeksjon, etterfulgt av et gkt antall makrofagelatsuyamaet al, 1999; Allen, 2003;
Goldsbyet al, 2003; Urbaret al, 2006).

Fagocytosen startes ved adheranse mellom mikmisrgan og den fagocyttiske
cellen, som involverer hydrofobiske interaksjonigresukker/lektin interaksjoner (Secombes,
1996; Neumannet al, 2001; Ellis, 2006). Detektering av mikroorganesra farer til
sekresjon av pro-inflammatoriske cytokiner og alding av antimikrobielle substanser,
modning av fagocytter, fagocytose og nedbrytning amigener (Hornefet al, 2002).
Gjennom pattern recognition receptors (PRR) paoe#rflaten har fagocyttene utviklet seg
slik at de kan gjenkjenne konserverte ligander atogenene, sakalte pathogen associated
molecular patterns (PAMP), som ikke er tilsted@yére eukaryoter (Medzhitov & Janeway,
1997; Aderem & Underhill, 1999; Aderem, 2003; StufirEzekowitz, 2005; Akiraet al,
2006). PAMP inkluderer immunostimulanter som liplygakkarid (LPS) fra gram-negative
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bakterier, peptidoglykan, bakterie-flagellin og DNKgnstrene er felles for de fleste typer
patogene mikroorganismer (Ellis, 2001; Janeway &dkhgtov, 2002; Akiraet al, 2006;
Magnadottir, 2006) og er dessuten evolusjoneertilstabttersom de er viktige for
mikroorganismenes overlevelse. PRR er i tilleggjchlil stede i verten og kan gjenkjenne
patogener uavhengig av hvilket livsstadie patogermgiinner seg i (Akirat al, 2006). Toll-
like reseptorer (TLR) er en gruppe membranresepsme karakteriseres som hoved-PRR pa
fagocyttene, og er ogsa beskrevet for teleostern@foet al, 2002; lliev et al, 2005;
Magnadottir, 2006; Whyte, 2007). Prosessen hvor PiRRer tii PAMP er uspesifikk og
refereres til som opsonin-uavhengig fagocytoseK@fel, 1995).

Gjenkjenning av patogenene kan ogsa veere opsohiengig, som er vist & indusere
en mer effektiv fagocytose av antigener (Ofgkal, 1995; Aderem & Underhill., 1999;
Sahoo, 2006; Esteban & Meseguer, 2006; Kietdal, 2007). Opsonisering av bakteriene
hvor opsoniner som komplement eller immunoglobdéistes til mikobenes overflate, gker
adheransemellom partikkelen og komplement- eller antistofeptorene (Fc-reseptor) pa
APC. Dette innebeerer en mer spesifikk mekanismiagocytose. Hos bade pattedyr og fisk
er det vist at C3-komponenten av komplementsystemeklen mest aktive promotoren ved
fagocytose (Ellis, 1999; Goldsley al, 2003; Sahoo, 2006).

Som falge av adheranse mellom en fagocyttisk aglantigen vil opptak av antigen
vanligvis forega ved at den fagocytterende cellgider ut en eller to pseudopodier som
omslutter partikkelen (Secombes, 1996). Mekanisfoeropptak er sveert heterogen, og er
relatert til reseptortype, partikkelen som skal oagteres, samt reorganisering og
polymerisering av aktin (Aderem, 2003). Like etpptak vil fagosomet bevege seg nedover
i cellen og smelte sammen med lysosom eller gramlileat det dannes et fagolysosom. Ved
elektronmikroskopi er det vist at fagocytter i tedeer har mer enn ett fagosom i cytoplasma
og flere av disse fusjonerer til et stort fagosomdnilere ulike partikler (Neumanet al,
2001). Fagocyttenes lysosomer og granuler innehploeente antimikrobielle molekyler som
frigis til fagolysosomet sammen med andre degraxdkrenzymer, og farer til nedbrytning og
uskadeliggjgring av antigenet. Dette kan skje vetgre oksygen-uavhengige eller oksygen-
avhengige drapsmekanismer. Drapsresponsen tilgbeytiske cellene gker ved stimulering
med cytokiner (Secombes, 1996; Neumagtnal, 2001). Etter nedbrytning elimineres
antigenfragmentene ved eksocytose eller presenpgreselleoverflaten (Bogen & Munthe
2002; Neumanret al, 2001; Aderem, 2003; Stuart & Ezekowitz, 2003isER006; Esteban

& Meseguer, 2006). Prosessen av fagocytose er ligtur 2.
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Antigenpresentasjonen foregar ved at fagocyttsRE fremviser fragmenter av det
nedbrutte antigenet i assosiasjon med MHC molelgden gjenkjennes av T-cellereseptoren
(TCR) pa& T-celler (Goldshyet al, 2003; Esteban & Meseguer, 2006). | tillegg til
antigenpresentasjon kan infiserte makrofager okj#ié sit interleukin-1 (IL-1), som aktiverer
CD4'-lymfocyttene. Kryss-kommunikasjonen mellom APC BgR resulterer i stimulering
av bade T-celler og APC som begge bidrar til akingeav videre immunrespons (Kerksiek
& Pamer, 1999; Pieters, 2001; Goldsiiyal, 2003; Esteban & Meseguer, 2006). P& bakgrunn
av at fagocytose er sentral i aktiveringen av Bédmorale og cellemedierte immunresponser,
kan den sies a vaere en bro mellom det spesifikkaspgsifikke immunsystemet (Dalned
al., 1997; Press & Evensen, 1999; Beutler, 2004).

Fagocytose og drapsmekanismene pavirkes av badgesies og endogene faktorer,
som stress, omgivelsesforhold, cytokiner og pateg@dardieet al, 1994; Secombes, 1996).
Det bgr ogsad nevnes at fagocytose er en vanlig mska som brukes av intracellulzere
patogener for a invadere vertscellen (Lanzavecch®96; Aderem & Underhill, 1999).
Mange infeksjoner er derfor et direkte resultapatogenenes tilpasninger til et intracelluleert
liv (Neumannet al, 2001).

‘ Bakterie

Antigen
presentasjon

Fagosom A

Fagocytt

Fagolysosom \

Nedbrutt
bakterie

“A Eliminering

Figur 2: Prosess av fagocytose.
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1.5 Immunrespons mot intracelluleere bakterier

Fiskens uspesifikke forsvarssystem mot bakteriduderer blant annet produksjonen
av et bredt spekter antimikrobielle substanseryakhg av komplementsystemet, frigiving
av cytokiner og akutt-fase proteiner, inflammaspanfagocytose. Imidlertid har evolusjonen
bidratt til at en rekke bakterier innehar strated@ & unnga disse forsvarsmekanismene.
(Ellis, 2001). Flere bakterier har evne til & oploleoog reprodusere seg i immuncellene
(Splitteret al, 1996; Esteban & Meseguer, 2006).

Intracelluleere bakterier blir beskyttet mot de wwsfikke og spesifikke humorale
forsvarsmekanismene som ekstracellulezere bakterianligvis utsettes for. Andre
immunresponser ma derfor igangsettes for & eliraii@racelluleere bakterier (Splittet al,
1996; Kindtet al, 2007). | pattedyr avhenger forsvar mot intradedre infeksjoner av
samspill mellom det uspesifikke og det spesifikkesvar, og en spesifikk T-cellerespons er
ngdvendig for & kontrollere infeksjoner forarsaketintracelluleere bakterier (Nauciel, 1999;
Bogen & Munthe, 2002; Stenmagk al., 2003; Esteban & Meseguer, 2006). Sannsynligvis e
dette ogsa tilfellet i teleoster. Ettersom det @nniet gener for TCR hos teleoster er det
grunnlag for a tro at teleoster ogsa har T-celben £n del av det spesifikke forsvarssystemet
(Nakanishiet al, 2002; Fischeet al, 2006). Sykdomskontroll mot intracelluleere baldegr
avhengig av at APC presenterer antigen til T-cellddette vil videre resultere i en kaskade
av hendelser tidlig i infeksjonen. Dersom de irgtldaere bakteriene befinner seg inne i
vertens fagosomer, vil antigenpresentasjonen foregaMHC klasse Il (Figur 3B). Ved
stimulering av antigen i assosiasjon med MHC kldks#ler av signaliserende substanser fra
infiserte APC, vil CD4-lymfocyttene aktiveres til & sekrere cytokinerkafe makrofag-
aktiverende faktorer (MAF) (Bogen & Munthe, 2002 Wnannet al, 2001; Goldsbyet al.,
2003; Ellis, 2006). Aktiverte makrofager uttrykkstigrre mengde MHC klasse 1l molekyler
pa overflaten som farer til effektiv stimulering &D4'-lymfocyttene (Secombes, 1996;
Goldsby et al, 2003). Tilbakekoblingsslgyfen mellom fagocytteng T-lymfocyttene er
funksjonell ettersom aktiverte makrofager mer dffek kan bryte ned og eliminere
intracelluleere bakterier sammenlignet med ikkevakte makrofager. Aktiverte makrofager
giennomgar morfologiske endringer og kjennetegned at de blir starre og far flere
lysosomer. Lysosomene inneholder dessuten stgmgadee oksygenradikaler og cytotoksiske
enzymer (Bogen & Munthe, 2002). De aktiverte makgeie skiller ogsa ut mange pro-
inflammatoriske mediatorer, som for eksempel P.-1L-1f rekrutterer blant annet andre
fagocytter til infeksjonsstedet (Secombes, 1996ld&ay et al, 2003; Gomez & Balcazar,
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2008). Ved aktivering av MAF vil monocytter stimrds til & differensiere til makrofager
(Bogen & Munthe, 2002).

MAF omfatter tumor nekrose faktor alpha (TNJeg interferon gamma (IFN), hvor
sistnevnte er vist a vaere den mest potente aktaatav makrofager (Ellis, 1999; Bogen &
Munthe, 2002; Goldsby et al., 2003; Raupach & Kafm 2001; Lindgreret al, 2004;
Ellis, 2006). IFNy kan tilsynelatende ogsa pavirke funksjoner i nafijer granulocytter og
gker granulocyttenes antimikrobielle effekt padléntracelluleere patogener (Lasketyal,
2008). TNFe er ogsa viktig i kontrollen av intracellulzere bedginfeksjoner (Secombes,
1996; Raupach & Kaufmann, 2001), og utegver biokmis funksjoner som
makrofagaktivering, ngytrofilmigrasjon, fagocytosg lymfocytt proliferering (Qinet al,
2001). | pattedyr sekreres TNFfra monocytter, makrofager, ngytrofile granuloeyttT-
celler og NKK-celler etter stimulering med LPS (Wy2007), og regulerer blant annet
celluleer aktivering, proliferering og apoptose (Gan& Balzacar, 2008). Gener fra TNFog
IFN-y er identifisert og beskrevet fra flere fiskearigg, det er ytterligere indikasjoner pa at
disse er analog til dem som er funnet i pattedioufe et al, 2005; Swain & Sahoo, 2006;
Fischeret al., 2006)

CD8'-lymfocytter gjenkjenner antigene peptider assosiered MHC klasse |
molekyler, hvor de fleste peptidene stammer fragusom-nedbrutte proteiner i vertscellens
cytoplasma (Kerksiek & Pamer, 1999; Clematsal, 2004; Esteban & Meseguer, 2006)
(Figur 3A). CD8-lymfocyttene kan drepe den infiserte verten ogvaer bidra til & redusere
replikasjonen av de intracelluleere bakteriene {plet al, 1996; Esteban & Meseguer,
2006). | mange tilfeller samarbeider de to T-cgpene i forsvaret mot intracelluleere
bakterieinfeksjoner (Kerksiek & Pamer, 1999).

Antistoffenes rolle i forsvaret mot intracellulagpatogener har veert kontroversiell.
Det har generelt veert antatt at antistoffene etigik beskyttelsen mot ekstracelluleere
patogener, mens cellemediert beskyttelse er viktgsvaret mot intracelluleere patogener.
Flere studier har nylig rapportert at antistoffgis@ er aktive i bekjempelsen av infeksjoner

forarsaket av intracelluleere patogener (Kirimang@set al, 2008).
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TCR

Endacyterie
antigener

Figur 3: Antigenpresentasjord) Nedbryting av mikrobielle proteiner til peptidewértscellens cytosol.
Prosessen foregar ved hjelp av proteosomer. Pegtittansporteres til endoplasmatisk retikulum (BR)
en TAP (transporter associated with antigen praegssog bindes til MHC 1. Det resulterende
peptidkomplekset presenteres pa celleoverflatem@R p& CD8-cellene. T-celle responsen kan fare fil
destruksjon av vertscelleB) Mikrobielle produkter blir brutt ned i vesikler qeeptidene bindes til MHC II.
P& celleoverflaten gjenkjennes peptidkompleksen€@# -celler som farer til en spesifikk immunrespons.
Figuren er modifisert fra Halling-Browet al, (2008).
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Immunrespons motFrancisella

Immunresponsen matrancisella har trolig mye til felles med immunresponsen mot
andre intracelluleere patogener (Elkies al, 2007). Immunresponsen méirancisella
philomiragia subsp. noatunensis lite studert, og de fleste studiene som ert gjérslekten
Francisella har hovedsakelig fokusert pa ulike underarterFavularensis Det eksisterer
derfor begrenset kunnskap dim philomiragia Da flere fellestrekk er kjent fd¥. tularensis
og F. philomiragia subsp. noatunensgm blant annet den intracelluleere tilstedevaemebs)
trolig celletypene som affiseres, kan immunrespons®t F. tularensisbidra til & gke
kunnskapen ved infeksjon mdd philomiragia subsp. noatunensikttersom bakterien er
godt tilpasset intracelluleert habitat er vertersposs moFrancisellasannsynligvis avhengig
av T-cellemediert immmunitgiClemenset al, 2004; Lindgreret al, 2004). Immunresponsen
mot F. tularensiser mye undersgkt, men flere lignende forsgk sorerwsarierende og
motstridende resultater antyder at immunresponsenFmancisella fremdeles ikke er helt
forstatt.

En viktig faktor for spredningen aW. tularensiser at bakterien har mulighet til a
infisere og formere seg i makrofager far de bryteog infiserer nye makrofager (Elkies
al., 2003; Sjgstedet al, 2006). Forsgk har antydet at aktivering av miager er sentral i
kontroll av infeksjonen (Elkingt al, 2007), og ved stimulering med MAF kan makrofagen
delvis beskytte seg mot bakterienes strategi. Detteforklares ved at den pafglgende gkte
baktericidale aktiviteten begrenser bakterieregidaen (Loegringet al, 2006). Det er
imidlertid uklart om oksygen-avhengig og oksygenhengig mekanisme virker baktericidal
eller bakteriostatisk pa bakterien (Foresthhl, 2007). | fglge Santiet al, (2006) har det
aldri veert beskrevet at intracelluleere bakterier kamere seg i aktiverte makrofager.

Det fremgar fra flere forsgk at cytokinene TMFeg IFN+ bidrar til effekten av
intracelluleert drap og kontroll ovéirancisellainfeksjonen (Cowley & Elkins, 2003; Elkins
et al, 2007; Forestaét al, 2007; Krocoveet al., 2008). | en oversiktsartikkel av Sjostedt
(2006) ble det rapportert at IFNikke kunne forhindre, men medfarte likeveFattularensis
i mindre grad var i stand til & unnslippe fra fagwostil cytoplasma i humane makrofager.
Imidlertid var denne prosessen blokkert Fortularensis subsp. novicid@r IFN« var tilsatt.
Et forsgk av Parsat al, (2008) viste at~rancisella nedregulerer IFN- responsen ved
infeksjon. Nano & Elkins (2006) rapporterte &t tularensis har LPS som mangler
immunomodulerende aktiviteter, som blant annetwdénmng av TNFe- produksjonen.

Resultater fra smitteforsgk utfgrt av Loegrieigal, (2006) indikerte at avkom &v.

tularensissom hadde brutt ut fra makrofager aktiverte immyatemet pa en annen mate enn
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bakterier som ikke hadde replikert intracelluleefbrkant. | den forbindelse ble det blant
annet observert en hemming av makrofagenes pramuksj de inflammatoriske cytokinene
som skal fgre til baktericidal aktivitet, og dett@ sannsynligvis forarsaket av en endring pa
bakterienes overflate. Videre vil dette kunne meslfat infeksjonen kan forlgpe uten at
vertens antibakterielle funksjoner blir aktivert.

Flere intracelluleere bakterier, inkludétt tularensis kan overleve og formere seg i
ngytrofile granulocytter (Laskast al, 2008). | et forsgk utfagrt av McCaffrey & Alle@Q06)
fremgikk det af~. tularensis subsp. holarctidavS som var opsonisert ble hurtig fagocyttert,
men ikke eliminert av humane ngytrofile granuloegtiDet ble videre funnet at "respiratory
burst” ikke ble igangsatt ved fagocytose av LVSyngret en forlgpig ukjent mekanisme der
ansamlinger av NADPH oksidase i fagosomet ble faitet. Videre unnslapp bakterien fra
granulocyttenes vakuole til cytoplasma. | kontitéstiette viste imidlertid resultatene fra et
forsgk av Sjostedet al, (1994) at ngytrofile granulocytter kan veereigkiti forsvaret mot
infeksjon avF. tularensisi mus, da disse cellene begrenset veksten avrikte

Et forsgk av Stenmardt al, (2003) indikerte at spesifikke antistoffer muhgekunne
bidra i beskyttelsen mot stammer By tularensissubsp holarctica Dette ble vist ved a
injisere immunserum til smittede mus som manglégrBfocytter. Resultatene viste injisering
av immunserum reduserte konsentrasjonen av baktsaenmenlignet med kontrollen.
Forestalet al, (2007) viste at normale mus som ble gitt enetabinfeksjon a\F. tularensis
LVS var overraskende sterkt resistent mot letal Liwfg@ksjon som ble gitt kun 2-3 dager
senere. Mekanismen bak resistensen kunne muligens lymfocyttavhengig (Foreskt al.,
2007). Andre forsgk har imidlertid antydet at B-kpayttene ikke kunne bidra til
intramakrofag LVS infeksjon (Bosio & Elkins, 2001)en artikkel av Elkin®t al, (2003) ble
blant annet viktigheten av det medfgdte forsvar eeBrancisellainfeksjon beskrevet. Dette
ble demonstrert i lymfocytt-manglende mus, hvorethr overlevde i 3-4 uker far infeksjonen
ga dadelig virkning. | falge Elkinst al, (2003), kan det synes som at spesifikke antestof
mot Francisellaer fordelaktig i noen situasjoner, seerlig ved ekgpimg for lave doser av
bakterien. Ved hgyere doser er trolig effekten atstoffer liten sammenlignet med T-celle
funksjoner. | likhet med de fleste andre intradefite patogener vil sannsynligvis
langtidsimmunitet moErancisellainfeksjoner veere avhengig av T-celler (Elketsal, 2003;
Elkins et al, 2007). Generelt vil en naturlig infeksjon &rancisella medfgre sterkere
immunitet mot sekundeere infeksjoner (Elketsal, 2007)

| flere tilfeller er det en koeksistens mellom #skog bakterien som medfarer at

fisken gar inn i et beererstadium. Dette er ogsatkjer F. philomiragia subsp. noatunensis
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Dersom fisken utsettes for en stressor vil dettenkugi alvorlige konsekvenser med
sykdomsutbrudd og dgdelighet som resultat. Imidlegir beererstatusen et signal om at det
medfgdte forsvar er i stand til & gi en viss gradeskyttelse (Ellis, 2001). Francisellose og
andre infeksjonssykdommer forarsaket av intracatal bakterier kjennetegnes ofte ved

granulomer, som er vertens forsgk pa a innkapstepaet (Graysost al, 2002).

1.6 Strategier for intracellulzer overlevelse i immuceller

Til tross for at fagocytose er en effektiv forssrmekanisme har hgyt suksessfulle
patogener utviklet ulike strategier for a infisdiagocytter (Finlay & McFadden, 2006:
Esteban & Meseguer, 2006; Paetaal, 2008), og kan utnytte immuncellene som vert for
replikasjon (Neumanet al, 2001). Suksessen er avhengig av at patogenenevha til &
motstd, ngytralisere eller omdanne vertens forsvekanismer (Hornefet al, 2002).
Komplement og antistoffer kan ikke trenge gjennaglieecnembranen og den intracelluleere
lokaliseringen beskytter derfor mot vertens hunwifarsvarsmekanismer. Disse forholdene
vil ha betydning for sykdommens forlgp og manifegia. | dag kjenner vi bare til noen fa
intracelluleere bakterier som kan overleve og foersg i immuncellene (McCarthet al,
2008). Det ble tidlig rapportert a. philomiragia subsp. noatunensisppholder seg
intracelluleert i torskemakrofager (Nylundt al, 2006), og i likhet med flere andre
intracellulzere bakterier kan den muligens ogséa évenseg i immuncellene.

Mekanismene for opptak i cellene og for overlevelagerer mellom ulike bakterier
(Splitter et al, 1996). Neumanet al, (2001) beskrev tre hovedstrategier for intradedk

overlevelse av bakterier i fagocyttene som er ftétm$igur 4.
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Figur 4: Hovedstrategier for intracellulaer overlevelse i iomoeller. A) Blokkering av sammensmeltning
mellom lysosom og fagosonB) Unnslipping til vertcellens cytoplasma fer daneelsav fagolysosomC)
Overlevelse i fagolysosomet. K= kjerne; B= baktetie lysosom; FL= fagolysosom. Figuren er hentet og

modifisert fra Neumanagt al, 2001.

Blokkering av sammensmeltningen av lysosom og fagosr en strategi som hemmer
senkningen av pH i fagosomet som er ngdvendigntoacellulzert drap (Figur 4A) (Esteban
& Meseguer, 2006). Dette medfarer konsekvenser rfedbrytingen av bakterien og
pafglgende kobling med MHC Il komplekset som ertrsgi aktiveringen av immunsystemet
(Pieters, 2000). En rekke patogener kan utnytieroes$ cytoskjelett ved infeksjon (Figur 4B).
Cytoskjelettet er et dynamisk nettverk i cellensoplasma som bestar av mikrotubuler og
aktinfilamenter. Mange intracelluleere bakterier kemmslippe fra fagosom til cytoplasma far
det dannes et fagolysosom og vil trolig unnga aiktiobielt forsvar (Dramsi & Cossart,
1998;0 Riordan & Portnoy, 2002; Cascadewall, 2008). &dilant annet vist &. tularensis
benytter en lignende form for strategi ved infeks{€lemenset al, 2004; Lindgreret al,
2004). Bakteriene som har tilgang til cytoplasmathiaynelatende spesialiserte mekanismer
for & bryte ut av fagosomet. Muligens er ogsa tiadelluleere omgivelsene sveert naeringsrik
for de bakteriene som har tilpasset seg overlevelsgtoplasma (Cascadewall, 2008).
Generelt blir det antatt at alle bakterier somtiigang til vertens cytoplasma, ogséa har evne
til & formere seg i disse omgivelsene (Goebel & IK000).

Intracelluleere bakterier som eksisterer inne i $agoet er resistent mot eller kan
pavirke vertscellens drapsmekanismer (Figur 4CR{@dan og Portnoy, 2002; Cascadewall,

2008). Noen bakterier er tilsynelatende avhengiguavpH i fagosomet for & kunne formere
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seg. En polysakkarid kapsel kan ogsa hindre nedibytved a gi beskyttelse mot de sure
omgivelsene i fagolysosomet (Esteban & MeseguedgR0Bakterier som overlever inne i

fagosomet kan imidlertid fa redusert tilgang paeasglle naeringsstoffer. Pa bakgrunn av
dette er det viktig at patogenet kan indusere nodtkb veier slik at de kan overleve

intracelluleert (Ernset al, 1999).

Laskay et al, (2008) har publisert en artikkel over intrackbu overlevelse i
ngytrofile granulocytter, hvor det fremgar at flém&racelluleere bakterier ikke bare overlever,
men kan ogsa formere seg i de ngytrofile cellermnrBenlignet med makrofager har
ngytrofile granulocytter kort levetid, og i den liordelse er spontan apoptose en essensiell
mekanisme for & opprettholde homeostase (Bogen &tivy 2002; McCaffrey & Allen,
2006; Laskayet al, 2008.; Frankenbergt al, 2008). Noen intracelluleere bakterier har
imidlertid evne til & kontrollere celledgd og farger de ngytrofile granulocyttenes
overlevelse (McCaffrey & Allen, 2006). Det er ogsdst at apoptotiske ngytrofile
granulocytter fagocytteres av makrofager hvorvddetta bakterier overfgres fra de ngytrofile
granulocyttene til makrofagene. Opptak av apoptetiseller vil hemme eller ikke indusere
antimikrobielle mekanismer i makrofagene, og ba&ter vil dermed kunne overleve og
reprodusere seq i disse cellene. Det er mulig atadrofile cellene bare er en midlertidig
vert og at makrofagene er sluttvert (Laskayl, 2008).

En oversiktsartikkel av Finlay & McFadden (2006) landler sakalte anti-immune
strategier, som er bakterielle forsvarsstratedisse er gjengitt i Tabell 3. Slike strategier
inkluderer blant annet mekanismer for hemming a+ipflammatoriske cytokiner, induksjon
av immunsupressive  cytokiner, induksjon av apoptossgy svekkelse av

antigenpresententasjon.
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Tabell 3: Bakteriers anti-immune strategier, og eksemplefagforer som bidrar til disse strategiene. Tabellen

er gjengitt fra Finlay & McFadden (2006),

og er moedifisert.

Bakteriers anti-immune strategier:

Eksempler:

Sekrering av modulatorer eller toksiner

Modulering av patogen-overflaten

Unngaelse av immunsystemets
forsvarsmekanismer

Antigen hypervariabilitet

Omdanning eller drap av celler/fagocytte

Blokkering av ervervet immunitet

Hemming av komplement

Hemming av cytokin/interferon/kjemokin
produksjon

Modulering av apoptose/"autophagy"

Pavirking av TLR

Blokkering av antimikrobielle molekyler

Blokkering av indre celluleere veier

Flere toksiner, proteaser

Kapsel, ytre membran proteiner, adhesiner og imessi
Lipid A fra LPS p& gram-negative bakterier

Unnga fagolysosomdannelse, hindre fagocytose
Variasjon mellom bakteriestammer, variere overfiatekturer
2lUnnga fagolysosomdannelse, blokkere inflammatonisker,
replikere i immunceller

Blokkere antigenpresentasjonen

Proteaser som degraderer komplement

Blokkere inflammatoriske veier, sekrere degradeegmabteaser

Hindre apoptose, pavirke apoptotiske signalveier
Binde til TLR for & dempe inflammasjon, pavirke Tt a
minke gjenkjennelse av antigenet

Sekrere degraderende proteaser, hindre innsettipg@ider pa
celleoverflaten

Pavirke ubiquitin veier

Livssyklusen til Francisella

Livssyklusen tilF. philomiragia subsp. noatunenses forlgpig ukjent, men kan muligens

ligne det som er antatt for livssyklusen HEl tularensis som er fremstilt i Figur 5.

Fagocytosen initieres ved at bakt

erien fester seigander pa celleoverflaten. Ved hjelp av

elektronmikroskopi er det blant annet vistFattularensisblir tatt opp i humane makrofager

ved sakalt "looping fagocytose” (Clemens & Horwi2f07). Etter at bakterien er fagocyttert

blokkeres dannelsen av fagolysosomet. Bakteriengygdlvis fra fagosom til cytosol ved a
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bryte ned den fagosomale membranen ved en foreldgpemt mekanisme (Last al, 2001;
Golovliov et al, 2003; Santiet al, 2006). Nedbrytningen starter etter 2-4 timergdegkan ta
8-12 timer for alle bakteriene er fritt i cytoplasnbette er ulikt andre intracelluleere bakterier
som unnslipper til cytoplasma bare minutter etdgobomdannelsen (Sangéital, 2006). Nar
tilstrekkelig antall bakterier er tatt opp, hemmidsynelatende den pro-inflammatoriske
responsen som inkluderer utskilling av cytokineésdt, 2006). Bakterien formerer seg i
cytoplasma og vil til slutt indusere programmertletizd (apoptose) som fglge av liten
naeringstilgang. De frigitte bakteriene vil infisemnliggende celler som da blir nye
vertsceller forF. tularensis | ikke-aktiverte celler vilF. tularensisformere seg effektivt
intracelluleert i 24-48 timer. | folge Lat al, (2001) starter ikke bakteriereplikasjonen for 6-
12 timer etter invasjonen. Bakteriens livssykluandre celletyper enn makrofager, er uklar
(McCaffrey & Allen, 2006).

@pptak avF. f[jll'af’ensjg) Fagosomal Bakterie replikasjon
unnslipping etterfulgt av apoptose
\ o

monocytt . N
@ -
Ingen .

i Groinﬂammatorisk)
Proinflammatorisk e e
respons

Figur 5: Tentativ modell for livssyklusen ti. tularensisi makrofager.Figuren er fra Sjgstedt, (2006), og er

noe modifisert.
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1.7 Hensikten med studiet

Hensikten med studiet er & undersgke opptakF@ncisella philomiragiasubsp.
noatunensis immuncellene hos Atlantisk torsk vitro. Det er gnskelig & verifisere hvilke
immunceller som inneholder bakterien etter smits#&, og a lokalisere bakteriene
intracelluleert i torskeleukocyttene ved hjelp awoflescens- og konfokalmikroskop.
Bakteriene skal merkes med antiserum fra kanin. &ofda et godt visuelt bilde av
cellestrukturen skal phalloidinmerking utprgves.dMauk av denne merkemetoden vil det
trolig bli enklere a lokalisere intracelluleere betdier i leukocyttene. | tillegg skal leukocyttene
merkes med monoklonale antistoffer for a identifisem bakterien oppholder seg i spesifikke
subpopulasjoner.

Lite er kjent omF. philomiragiasubsp.noatunensi®g bakteriens virulensmekanismer
og interaksjoner med torskens immunceller. Om msHigl infiserte immunceller undersgkes
i elektronmikroskop for & studere eventuelt op@akoakterien i cellene. Da flere arter innen
slektenFrancisellaer rapportert & formere seg intracelluleert erodsé gnskelig & undersgke
om F. philomiragiasubsp.noatunensisar evne til intracellulzer replikasjon i immunesié.
Dersom bakterien har en slik evne kan dette gi &ovenser for sykdommens forlgp og
manifestasjon, og det er derfor viktig & forstdoganesen ved francisellose. Generelt er
kunnskapen om torskens immunsystem mangelfull. édrebforstdelse av hvordan torskens
immunforsvar reagerer ved smitte & philomiragia subsp.noatunensiskan derfor ha

betydning for utviklingen av vaksiner mot franclesk.
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2.0 Material & metode

2.1 Fisk

Torskeyngel (5-15 gram) fra Sagafijord Sea Farm AS Siord ble levert til
Industrilaboratoriets (ILAB) vatlaboratorier ved ¥teknologisenteret i Bergen (HIB),
27.03.08. Fisken ble holdt i kar ved 8°C og 24 tsrieontinuerlig lys (LD 24:0), og ble foret
med et kommersielt tarrfor fra Skretting som varlgaet pa marin fisk. Gjennomsnittsvekten
av fisken som ble brukt i dette studiet var 278429 (gjennomsnitt + SD, N=42).

2.2 Isolering av leukocytter

Isolering av torskeleukocytter ble basert pa erbleth metode for isolering av
lakseleukocytter, beskrevet av Petterseal, (1995, 2000), og innebeerer sentrifugering over
percollgradient. Metoden er modifisert for torsk.

Fisken ble avlivet ved slag mot hodet, og 70®lod ble tappet fr&/ena caudaliog
gyeblikkelig overfart til vakutainerrgr med hepanfidere ble blodet fortynnet til 5 ml i L-15
medium (se appendiks).

Hodenyrevev ble dissekert ut og overfort til vakugargr med 2 ml L-15 medium.
Gjennomsnittelig vekt av hodenyrevev som ble bt 0,3 + 0,1 g (N=52). For a fa en
suspensjon av hodenyreleukocytter, ble vevet prdesgktig gjiennom et Falcon 100 pm
nylonfilter (Becton Dickinson) ved hjelp av to baygasteurpipetter og 2,5 ml L-15 medium
som ble tilsatt i porsjoner pa 50 Prgver av blod og hodenyre ble oppbevart pjesrpm
hele prosedyren.

| bunnen av sentrifugergr ble det tilsatt 3 ml B#A@sning med tetthet 1,070 g/ml (se
appendiks). Ved hjelp av pasteurpipette ble det demne forsiktig lagt pa 2,5 ml Percoll-
lgsning med tetthet 1,050 g/ml (se appendiks). @gfinede cellesuspensjonene fra blod og
hodenyre ble lagt gverst pa gradientene og segérifued 400xg i 40 minutter ved 4 °C
(Beckman Coulter Allegra X-15R sentrifuge). Ettensifugering kunne leukocyttfraksjonen
observeres som et band mellom de to lagene i graiesamt i 1,070 g/ml laget.

Leukocyttfraksjonen ble tatt ut med en pasteurpgpetlg overfart til nye sentrifugerar.
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Leukocyttene ble vasket ved at rgrene ble fylt apgd L-15 medium og sentrifugert ved
200xg i 10 minutter ved 4 °C. Etter sentrifugerlrlg supernatanten fjernet og leukocyttene
resuspendert i minimum 0,5 ml L-15 medium, avhengig starrelsen pa cellepelleten.
Leukocyttene ble talt i CASY (se under), og celiekentrasjonen ble justert til 1x10

celler/ml ved & fortynne med L-15 medium.

Telling og kvalitetsundersgkelse av isolerte leukgtter

Ved alle forsgk ble cellekonsentrasjonen beregedthjelp av CASY Cell counter +
Analyser system Modell TT (Innovatis AG). CASY et kombinert celleteller- og
celleanalyse instrument som gir hurtige og presisginger, og er et viktig verktgy for
kvalitative og kvantitative vurderinger av leukdeyt i suspensjon. Instrumentet angir
cellekonsentrasjon og stgrrelsesspredning i tilléggnformasjon om levende celler/ml,
celleavfall/ml og aggregeringsfaktor.

Malinger ble gjort ved & fortynne 10@ leukocyttsuspensjon i 10 ml sterilfiltrert
Casy’ton, som er en elektrolytt utviklet szerlig for @eftormal, og som ivaretar og stabiliserer
cellene gijennom malingenkeeukocyttsuspensjonene ble fortynnet i L-15 tilkemsentrasjon
p& 1x10 celler/ml (konsentrasjon brukt i alle forsgk), pdunnlag av den beregnede
cellekonsentrasjonen i CASY. Malinger av reprederdgaprgver fra hodenyreleukocytter
(HNL) er vist i Figur 6 og fra perifere blodleukadtsr (PBL) er vist i Figur 7.
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leukocytter, torsk, 16.02.09 Measurement 3 of 10
120 + I
100 +
80 1+
2]
€
3
o 60+
(5]
40 1
20 +
0 —I| I: | AsApp—a : : - :
0 ] 10 15 20 25 30 35 40
Diameter (microns)
CASY®™excell 2.2 TT-SerialNo. TT-Setup Date Time
TT-2GA-1335 TORSKTORS 16.02.09 14:24
File leukocytter, torsk, 16.02.09
Comment Measurement 3
HNL 3
User/Signature
Capillary 150 pm |Conc. Range Ck Volume/ml 7, 797E+07 fl
Size Scale 40 ym |Counts 3495
Left Norm.Cursor 3,00 pm |Counts = 40 pm 2,604E+02
Right Norm.Cursor 40,00 ym |Aggregation Corr. Auto Mean Volume 2,571E+02 fl
Left Eval.Cursor 4,80 ym |Aggregation Factor 1,208 Peak Volume 2,128E+02 fl
Right Eval.Cursor 40,00 pm |Viable Cells/ml 3,664E+05 Mean Diameter 7,40 pm
Sample Volume 3 x 400 pl  |Total Cells/ml 3,803E+05 Peak Diameter 7.41 pm
Dilution 1,000E+02 % Viability 96.33 %
% Calculation % Viability Cell Debris/ml

Figur 6. CASY® Cell Counter utskrift fra representativ méaling iaelerte HNL. Grafen viser at to distinkte
cellestarrelser (ca. 6 pm og 8 um) er dominerendekiocyttsuspensjon. Cellerester vises til venfstrelen gra
stiplete linjen. Omradet mellom heltrukken og gtiplet linje viser dade celler, og til hgyre foerdheltrukne

linjen vises levende celler.
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leukocytter, torsk, 16.02.09 Measurement 6 of 10
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CASY®™excell 2.2 TT-SerialNo. TT-Setup Date Time
TT-2GA-1335 TORSKTORS 16.02.09 14:31
File leukocytter, torsk, 16.02.09
Comment Measurement 6
PBL 1
User/Signature
Capillary 150 ym |Conc. Range QK Volume/ml 1,328E+08 fl
Size Scale 40 um [Counts 8789
Left Norm.Cursor 3,00 ym [Counts > 40 ym 1,736E+02
Right Norm.Cursor 40.00 pm |Aggregation Corr. Auto Mean Volume 1,740E+02 1l
Left Eval.Cursor 4,80 um |Aggregation Factor 2,236 Peak Volume 7,782E+01 1l
Right Eval.Cursor 40,00 pm |Viable Cells/ml 1,706E+06 Mean Diameter 6,50 um
Sample Volume 3 x400 pl  |Total Cells/ml 1,745E+086 Peak Diameter 5,30 um
Dilution 1,000E+02 % Viability 97.74 %
%Calculation % Viability Cell Debris/ml

Figur 7. CASY® Cell Counter utskrift fra representativ méling asolerte PBL. Figuren viser at
aggregeringsfaktoren for torskeleukocytter kan vaeeget hgy, men den individuelle variasjonen ar. &oafen
viser at en cellestarrelse pa omtrent 6 um er deraie i leukocyttsuspensjon. Cellerester vil videgnstre
for den gra stiplete linjen. Omradet mellom hédken og gra stiplet linje viser dgde celler, odhtilyre for den

heltrukne linjen vises levende celler.
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2.3 Cytospinpreparater

Cytospinpreparater ble laget ved a sentrifugereldéukocyttsuspensjon (minimum
1,2x16 celler/ml) i 3 minutter ved 1000 rpm (Shandon Cpgtoslil cytosentrifuge).
Preparatene ble lufttarket markt i 12 timer fgreveelbehandling.

| tillegg til kvalitetsanalyse ved bruk av CASY,ebtytospinpreparater av isolerte
leukocytter farget med Diff Quick (Medion Diagnast) for & visuelt kvalitetssikre cellene
som skulle brukes i ulike forsgk. Diff-Quick fargedytospinpreparater gir ogsa et bilde av
hvilke leukocytter som er representert i leukoagfgensjonen. God cellekvalitet kjenne-
tegnes av intakte celler, i tillegg til lite celbster, lite rade blodceller, og fa aggregerte celle
pa preparatene. Preparatene ble studert i lysnki@pogNikon Phase contrast-2) og i
mikroskop (Zeiss) med tilhgrende digitalt kameraik@W). | tillegg til preparater av
torskeleukocytter ble det laget cytospinpreparateleukocytter fra laksSalmo salat..), for
a sammenligne celler fra de to ulike artene. Lakdadcyttene var isolert som beskrevet av
Petterseret al, (2000).

2.4 Dyrkning av adherente leukocytter

Dyrkning av HNL og PBL ble gjort ved at 0,5 ml ledyttsuspensjon (1x10
celler/ml) ble tilsatt hver brgnn pa 4-brgnnersilstéchamber slides” av glass (Lab-T&kll
Chamber Slid", Nunc), som er et objektglass med avtakbare braiBrettene ble dekket
med "sealing-tape” (Nunc) og lokk og inkubert ve2i°C. Etter 2 timer inkubering ble L-15
medium med ikke-adherente leukocytter fijernet @gagtet med nytt L-15 medium tilsatt 5 %
(v/v) fetalt bovint serum (FBS) (Cambrex), for arfedre de adherente leukocyttenes
overlevelse og vekst gjennom videre inkubering. $@mirasjonen av ikke-adherente
leukocytterble bestemt ved hjelp av CASY (se avsnitt 2.2) &@stimere konsentrasjonen av

adherente leukocytter i brgnnene.
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2.5 Dyrkning av Francisella philomiragiasubsp noatunensis

Det ble dyrket bakterier for a lage vekstkurve, fog @ ha tilgang pa bakterier fil
smitteforsgkene. Kultiveringen av bakteriene blseapd Bact8! Eugon Broth (Becton
Dickinson and Company), som er et flytende dyrkamgdium (se appendiks). Sterilteknikk
ble gjiennomgaende praktisert i forbindelse medtmlderieforsgk.

| forkultur med 50 ml dyrkningsmedium ble det aits2 mlF. philomiragia subsp.
noatunensis (isolat NCIMB 14263 som opprinnelig var isolert og dyrket ved
Veterinaerinstituttet i Oslo, og var en gave fraJDColquhoun), som var dyrket og fordelt i
eppendorfrar og fryst ned ved - 80 °C, 15.01.08kturen ble inkubert i risteinkubator pa
150 rpm, ved 20 °C. Optisk tetthet av bakterieultle ble malt ved OByonmi Hitachi U-11
spektrofotometer, og ved verdier mellom 1,5-1,8 Xeml forkultur overfart til hovedkultur
med 250 ml dyrkningsmedium. Hovedkulturen ble irduityed 20 °C i risteinkubator pa 150
rom. Etter 50-60 timer (se vekstkurve, avsnitt 3/a) bakteriene i hovedkulturen i god
eksponentiell vekst, og 10 ml bakteriesuspensjerdal overfart til en ny hovedkultur. Ved a
overfagre bakterier i god eksponentiell vekst frhemedkultur til en ny var det mulig a ha god
tilgang pa bakterier til enhver tid.

Bakterier ble ogsa kultivert og fryst ned for a kerbenyttes ved senere anledninger.
Dette ble gjort ved & sentrifugere 50 ml bakterieultur (ODsgonm vVerdi> 1,7) ved 2530xg i
20 minutter ved 4 °C. Supernatanten ble fjernetbagteriepelleten resuspendert i 4 mi
Bacto " Eugon Broth uten ampicillin og jernklorid. Glycé&2025, Sigma) ble tilsatt til 20
% (v/v). Bakteriesuspensjonen ble fordelt i 1 migpaner i eppendorfrgr og fryst ned ved - 80
°C.

Vekstkurve

Vekstkurven tilF. philomiragiasubsp.noatunensible basert pa malinger av Qohnr
verdier over en tidsperiode, for a fa med alle fiasevekstforlgpet. Ved samtlige malinger ble
2 parallelle hovedkulturer benyttet og gjennom&gittODeoonnrverdi ble beregnet.
Vekstkurven ble utarbeidet pa grunnlag av de gjersmittig malte OD-verdiene.
Avslutningsvis ble 10Qul bakteriekultur sadd ut pa cystein hjerteagar (GHed 5 %
saueblod (se appendiks) og inkubert ved 20 °CQ ddger for & kontrollere at kulturen ikke

var kontaminert med andre bakterier. Vekstkurvemgéute som et hjelpemiddel for & fa en
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oversikt over nar bakteriene var i god ekspondntiekst, slik at bakterier i samme fase

kunne benyttes i smitteforsgk.

Dyrkning av Francisella philomiragiasubsp noatunensigpd CHA med 5 % saueblod

Det ble utfart et forsgk hvdf. philomiragia subsp. noatunendi¢e fortynnet i L-15
medium med og uten tilsetting av gentamicin (Bioitfdker). Dette ble gjort for & observere
veksten av. philomiragia subsp. noatunensster inkubering i vanlig L-15 medium som
inneholder 50 pg/ml gentamicin. Bakteriesuspensjenge inkubert ved 12 °C, og 100 pl
suspensjon ble sadd ut pa cystein hjerteagar n#éds&ueblod ved starten av forsgket (tid 0)
og hver time fra 1-5 timer etter tid 0. Agarskalde inkubert i 10 dager ved 20 °C.

Et forsgk ble utfart for & undersgke om utsaing~eancisellakulturer med samme
ODsoonm ga reproduserbare resultater pa agar. Fra sammedkuatur ble det laget en
fortynningsrekke (10x fortynning (OD=0,240), 100®rtynning (OD=0,023) og 1000x
fortynning (OD=0,01)), og 100 pl bakteriesuspendj@nhver fortynning ble sadd ut pa tre

parallelle agarskaler. Agarskalene ble inkubert2@dC i ca. 10 dager.

2.6 SDS-PAGE & Western blott

Elektroforese er vandring av ladede molekyler inieg gjennom et elektrisk felt.
SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamid gkectrophoresis) er en teknikk som
baseres pa a separere proteiner pa grunnlag akyhakt, som males i kilodalton (kDa). En
standardprgve med proteiner av kjent molekylvektyties som referanse for bestemmelse av
proteinenes molekylvekt. Prgvematerialet som skadetsgkes tilsettes prgvebuffer (se
appendiks) som inneholderferkaptoetanol og SDS, hvor sistnevnte er en steitnisk
detergent som binder til proteiner. Ved tilsetteng SDS vil de fleste av proteinenes ikke-
kovalente interaksjoner brytes fordi negative lader pa SDS molekylene frastater
hverandre. Dermed gdelegges proteinets sekundagiert og kvarteerstruktur, og proteinet
far en utstrakt form. Samtidig vil @merkaptoetanol redusere disulfidbindinger og bigirér
denne maten til denaturering av proteiner. SDSeimkbmpleksene foreligger som anioner,
og vandrer derfor mot den positive elektroden (@mddi et elektrisk felt. Hvor raskt
proteinene migrerer i gelen avhenger av proteinstmselse. Sma molekyler vandrer raskere

i gelen da stgrre proteiner mgter mer motstand.

31



Material & metode

Etter SDS-PAGE kan man utfgre immunoblotting, sakalestern blott (WB).
Prinsippet med metoden er & overfgre de separemeteipene fra gel il
nitrocellulosemembran (NC). Ved hjelp av spesifikkistoffer og pafelgende farging kan
antigen pa membranen pavises. Ved WB-analyse kam dedfor detektere proteiner av
interesse fra en blanding av mange proteiner.ldgtl far man informasjon om proteinets
stgrrelse ved & sammenligne med proteiner av kjetekylvekt (standardprave for WB).

| forbindelse med dette studiet ble Bio-Rad kit ®DS-PAGE og Western blott
benyttet, og metoden ble utfart i henhold til l&retarens protokoll.

SDS-PAGE

Gelen er sammensatt av konsentrerende gel (se digpeog separerende gel (se
appendiks). De to gelene har blant annet ulike &otmasjoner av polyakrylamid, som er
avgjgrende for porestgrrelsen. Fgr montering bésgglatene vasket med giHog 70 %
etanol. To glassplater ble montert sammen og dearseende gelen ble tilfgrt mellom disse,
opp til et markeringsmerke ca. 3 cm under kantewlev minste platen. Pa forhand var det
testet for lekkasje med dB, da det var viktig at det var helt tett ved tilse) av gelen. For at
separasjonsgelen skulle fa en jevn overflate blgdidrsiktig lagt pa toppen av gelen. Etter 1
time var gelen ferdig polymerisert, og vannet bjerrfet med et filterpapir fgr den
konsentrerende gelen ble lagt over den separemgeida. For a forme bragnner ble en kam
plassert mellom platene, gverst i den konsentrergeten. Kammen ble plassert forsiktig for
a unnga luftbobler. Da den konsentrerende gelefevdig polymerisert (etter ca 45 min), ble
kammen fjernet og TGS (se appendiks) ble tilsahbene for at gelen ikke skulle tarke ut.

1 ml F. philomiragia subsp. noatunensisdyrkningsmedium uten ampicillin og
jernklorid, fryst ned i eppendorfrgr ved -80 °Ce bint og sentrifugert i 1 minutt ved 13000
rom (Heraeus Biofuge pico). Supernatanten ble déerag bakteriepelleten ble vasket ved a
resuspendere i 1 ml fosfat buffret saltvann (PB& éppendiks) far sentrifugering ble
gjentatt. Supernatanten ble fjernet og bakteriepail ble resuspendert i 1 ml M
Prgvematerialet i vannlgsning ble deretter fortyriné i prgvebuffer (se appendiks) og en
videre to folds fortynningsserie i pravebuffer (t®-1:64) ble satt opp. Prgvene ble varmet
til 95 °C 1 5 minutter og avkjglt far 10 pl av hvprave i fortynningsrekken av bakterien ble
tilsatt hver brgnn i gelen. 10 pl oppvarmet molekitstandardlgsning for sglvfarging,
fortynnet 1:20 i prgvebuffer, ble tilsatt farstasbn for gel som skulle sglvfarges. For gel som

skulle immunoblottes ble 1@l molekylvektstandardlgsning for WB tilsatt fagrsbeann.
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Gelene ble plassert i elektroforesekammer med reliekesebuffer (TGS). Elektroforesen ble
utfart ved 190 Volt og ble avsluttet nar det bladet, BPB (bromophenol blue), var nederst
pa kanten av gelen, etter ca. 50 minutter.

Etter elektroforesen ble gelen som skulle sglviarfikesert i fikseringsveeske (se
appendiks) i 20 minutter. Deretter ble gelen vagkganger a 10 minutter med gbifgr den
ble farget med lgsning for sglvfarging (se appes)dikl5-20 minutter. Fargereaksjonen ble
stoppet med 5 % (v/v) eddiksyre (Fluka) i fIHi minimum 15 minutter, og gelen ble sa

vasket i dHO i 5 minutter og oppbevart i @B ved romtemperatur frem til fotografering.

Western blott og immunodeteksjon

Western blott ble utfart for & undersgke det palgkle kanin antFrancisella
antiserumets (gave fra D. J Colguhoun ved Veterrsttuttet, Oslo) spesifisitet mot
komponentene a¥. philomiragia subsp noatunensisNormalserum fra kanin (8~472) ble
benyttet som negativ kontroll. Etter separeringoasteinbandene ved SDS-PAGE ble gelen
og nitrocellulosemembranen lagt i blottebuffer irBhutter. For hver gel som skulle blottes
ble to filterpapir og to svampunderlag mettet méattbbuffer. Nitrocellulosemembranen og
gelen ble deretter lagt sammen i en beholder orauiftlterpapir og svampunderlag pa hver
side, med filterpapirene vendt inn mot gel-memikamplekset. Blottebuffer og isblokk ble
tilfart blottekaret og elektroblotting ble utfgred 100 Volt i 1 time. Etter elektroblottingen
ble membranen fuktet i TBS (se appendiks) og inkubed forsiktig vipping over natt i en
blokkeringslgsning bestdende av 3 % (w/v) tarrngElkka) i TBS, for & hindre uspesifikke
bindinger av primeert antistoff til membranen.

Membranen ble vasket 3 ganger a 5 minutter med TEBSppendiks) ved forsiktig
vipping. Membranen ble deretter dekket med priméstadff, kanin antiFrancisellg
fortynnet 1:10 000 i TTBS og inkubert i 2 timer véatsiktig vipping. Normalserumet ble
fortynnet pa samme mate som primaerantistoffet. Maslsedyren ble gjentatt far membranen
ble inkubert i 90 minutter med sekundeaerantistofRFHkonjugert geit anti-kanin Ig, fortynnet
1:3000 i TTBS. Membranen ble vasket 3 ganger a Buttér med TTBS far nylaget
substratlgsning (se appendiks) ble tilsatt. Etied& minutter ble fremkallingen stoppet ved a

vaske 2 ganger a 5 minutter med,@H
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2.7 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

ELISA ble benyttet til pavisning av spesifikke a@iiff mot F. philomiragia subsp
noatunensis kanin antiFrancisellaserumet. ELISA er en spesifikk og sensitiv metedm
brukes til pavisning av antigen og spesifikke doffsVed & pavise antistoffer mot en bestemt
bakterie eller et bestemt virus kan man bekreter alvkrefte om et individ har gjennomgatt
infeksjon, eller om det etter immunisering er danspesifikke antistoffer mot antigen.
Prinsippet for ELISA er vist i Figur 8.

1 ml kultur medFrancisellai god vekst ble sentrifugert i 1 minutt ved 130@0n
(Heraeus Biofuge pico), og bakteriepelleten bleispendert i 0,5 ml PB$lele bakterier ble
sonikert og fortynnet til 5 pg/ml (vatvekt) i PBBa 96 brgnners brett (Nunc maxi sorb) ble
det tilsatt 150 pl antigenlgsning i hver brgnn, madtak av brgnnene langs kantene. Platene
ble dekket med lokk og inkubert i 1 dagn ved 498undet antigen ble fiernet ved a tamme
ut innholdet og brgnnene ble sa vasket 3 gangd5i @ (v/v) Tween (Merck) i PBS (PBS-
T). For & blokkere ledige plasser og uspesifikkadiniger av antistoff til plastoverflaten, ble
brgnnene mettet med 200 pl blokkeringslgsning bagé&av 3 % (w/v) tarrmelk i PBS-T og
inkubert i 1 time ved romtemperatur. Videre ble skt opp en fortynningsserie av kanin anti-
Francisellai PBS-T og etter at vaskeprosedyren var gjentattSbl pl av fra hver fortynning
tilsatt to parallelle branner pa brettet. Fortymgnav normalserum fra kanin i PBS-T ble
brukt som negativ kontroll. Det ble ogsa tatt méahkprever av PBS-T der testserum var
utelatt. Brettene ble inkubert i 2 timer ved rompamatur. Brannene ble vasket 3 ganger med
PBS-T fgr 100 pl peroxidase-konjugert geit antitkdg, fortynnet 1:2000 i PBS-T, ble tilsatt
hver brgnn. Brettene ble inkubert 1 time ved ronmeratur. Vaskeprosedyren ble gjentatt
med 200 pl PBS-T per brgnn fgr 100 pl av peroxidagstrat lasning (O-phenyleneidamine,
OPD) ble tilsatt hver brgnn. Reaksjonen ble stopgter 6 minutter med 100 pl 2,5 NSO,

i hver brgnn. Optisk tetthet ble malt vha spektrarfoetrisk mikroplate reader (Titertek
Multiskan) ved en bglgelengde pa 490 nm.
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Substrat Far et produkt

Enzym-konjugert antlstoff
(Geit anti-kanin 1g)

<— Primeer antistoff
Kanin ant-Franciselle

Antigen . phllomlragla subsp.
noatunensis)

| ELISA plate

Figur 8. Prinsipp for ELISA (Enzyme-linked immunosorbentags

2.8 Fluorescensmerking

Tabell 4 gir en oversikt over antistoffer, antisaryphalloidin og andre fluorescerende
reagenser som ble brukt i fluorescensstudiene,oolyniningene som ble benyttet. Ulike
monoklonale og polyklonale antistoffer (primaereistintfer), samt konjugater (sekundeere
antistoffer) ble anvendt til merking av leukocythotasjoner. De monoklonale antistoffene
CO1, E3D9 og 4D11 er produsert ved immuniseringnag. CO1 og E3D9 er spesifikk for
henholdsvis B-lymfocytter og ngytrofile granulogytthos torsk. 4D11 er spesifikk mot
Vibrio salmonicidaog ble brukt som negativ isotypisk kontroll i #eav forsgkene. De
polyklonale antistoffene ankrancisella og anti-TO er produsert etter immunisering av
kanin. Kanin anti-TO er produsert mot TO-cellermser en cellelinje med opprinnelse i
hodenyre fra Atlantisk laks (Wergeland & Jakobs201). Kanin anti-TO er trolig spesifikk
for torskeleukocytter ettersom felles epitoper komamer i laks og torsk. Kanin anti-
Francisella ble benyttet til merking avF. philomiragia subsp noatunensisved
smitteforsgkene.

Ved dobbeltmerking er det sveert viktig & ta demmpere antistoffproduksjonen i
betraktning, blant annet for & velge passende kgamjued merking. Dersom man kombinerer
CO1 og E3D9 vil konjugat som er spesifikt mot Ig@& fmus merke bade B-celler og
ngytrofile granulocytter med samme fluorescereraitgef. For & unnga slike reaksjoner kan
man ved dobbeltmerking kombinere to antistofferdpiert i forskjellige dyr, for eksempel

kanin antiFrancisellasammen med E3D9 eller CO1, som er produsert i Moisnalserumet
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fra kanin tappes i forkant av antistoffproduksjoranskal derfor ikke inneholde spesifikke

antistoffer.

Phalloidin er et phallotoxin isolert fra den gitigsoppenAmanita phylloides

Phalloidin binder til cellenes cytoskjelett (F-aidi) og kan kombineres med de fleste

antistoffer. Dette stoffet er imidlertid merket médorokromet Alexa Fluor® 488, som gir

grenn fluorescens, noe som er viktig & ta hendyet valg av fluorokrom-konjugater ved

dobbeltmerking.

Tabell 4. Oversikt over antistoffer og fluorescerende reagessem ble benyttet i fluorescensforsgkene.

Antistoffer, antiserum og reagenser:

Merking av:

Konsentrasjon/fortynning (i PBS):

Monoklonale antistoffer (MAD):

E3D9 Naytrofile granulocytter gg/ml
Co1 IgM- positive celler Sug/ml
4D11 Negativ isotypisk kontroll gg/ml
Polyklonale antiserum/antistoffer

F. philomiragia subsp.
Kanin antifrancisella noatunensis 1:30 000
Kanin anti-TO (KaTO) Leukocytter 1:1000
Konjugat (sekundeer antistoff):
Alexa Fluor® 488, F (aby)Yragment, geit
anti-kanin IgG (Molecular probes, KaTO merkede leukocytter 5 pg/mi
Invitrogen)
Alexa Fluor® 555, F (aby)ragment, geit Francisellabakteriene (Kanin | 5 pg/ml
anti-kanin IgG (Molecular probes, antiFrancisella)
Invitrogen)
Alexa Fluor® 488, F (ab,)Yragment, geit E3D9 + CO1 merkede
anti-mus IgG (Molecular probes, leukocytter 5 pg/mi
Invitrogen)
Normalserum og andre reagenser:
Normalserum @~472, fra kanin Negativ kontroll 1(ED

Alexa Fluor® 488, phalloidin (Molecular
probes, Invitrogen)

ProLong Gold Antifade m/DAPI
(Molecular probes, Invitrogen)

Cellens aktin/cytoskjelett

Cellekjernen

5 uli 200 ul PBS for hver brgnn

1 drépe for montering av dekkglass
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Phalloidinmerking og optimalisering av dyrkningsbeingelser for adherente leukocytter

Adherente leukocytter ble isolert og dyrket i heldhil prosedyre beskrevet i avsnitt
2.2. Hovedsakelig ble "chamber slides” av glassyhieh ved dyrkning av adherente
leukocytter. "Chamber slides” av permanox (Lab-TelChamber Slides, Nunc) ble ogsa
utpravd for & undersgke eventuelle forskjeller omlladherente leukocytter som var dyrket
pa ulikt materiale. Flere inkuberingstider, henliseld 90 minutter, 1 dagn og 2 dagn ble
testet for & oppna best mulig cellekvalitet og dpieg av celler pa preparatet.

Etter endt inkubering ble ikke-adherente leukaayttorannene fiernet og hver brgnn
ble vasket to eller flere ganger med 1 ml PBS. ¥psisedyren foregikk ved a vippe hver
brgnn forsiktig far PBS ble trukket opp med pagteette. Videre ble leukocyttene fiksert 10
minutter i 1 ml 3,7 % (w/v) paraformaldehyd (SigmaPBS for hver brgnn. Vanlig
formaldehyd ma ikke brukes ettersom denne innehatdanol som kan gdelegge aktinet i
cellene under fikseringsprosessen. Etter fikselegeukocyttene vasket to ganger med PBS,
far hver brann ble tilsatt 1 ml permeabiliseringsiiag bestaende av 0,1 % (v/v) Triton X-100
(Sigma) i PBS. Alternativt kan permeabiliseringaliene forega ved bruk av iskald (-20 °C)
aceton (Fluka). Iskald aceton ble tilsatt noen fdnber for & sammenligne preparater med
ulike permeabiliseringsvaesker. Etter 3-5 minuttkr permeabiliseringsveesken fjernet og
vaskeprosedyre gjentatt. Monolaget av adherentkotstter ble dekket med 5 ul Alexa
Fluor®488 phalloidin, fortynnet i 200 pul PBS med 1 % (Whovine serum albumine (BSA)
(Sigma), og inkubert i 20 minutter ved romtemperaBSA ble tilsatt for & redusere
uspesifikk bakgrunnsfarge pa preparatene. Brgnidmesasket to ganger med PBS for a
fierne overfladig phalloidin og brgnnene pa objéddget ble deretter fiernet. Preparatene ble
lufttarket far 1 drape av monteringsmediet ProLQ@udd antifade med DAPI (4',6-diamidino-
2-phenylindole) ble tilsatt og dekkglass ble lagirsiktig pad for & unnga luftbobler.

Preparatene ble lagret kaldt og markt i 12 timewufedersgkelse i fluorescensmikroskop.

Merking av adherente PBL i brganner med kanin anti-TO

Det ble gjort et forsgk pa & merke PBL i brgnned met polyklonale antistoffet kanin
anti-TO (kaTO), som tidligere er vist & binde sélgldkseleukocytter (Sviland 2008).
Utprgving med dette antistoffet vil bekrefte om KaTogsd er egnet for merking av
torskeleukocytter.

PBL ble dyrket og inkubert ved 12 °C i ca. 2 dgfyetode for fiksering og

permeabilisering var den samme som ble brukt vealg@dinmerking. Kanin anti-TO ble
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fortynnet 1:1000 i PBS med 0,5 % (w/v) BSA og dbéerénte leukocyttene ble inkubert i 1
time med 0,5 ml antistofflasning per brgnn. Ettéwibering ble brgnnene vasket 3 ganger a 5
minutter med PBS og leukocyttene ble videre inkubdS5 minutter 0,5 ml med konjugat,
Alexa Fluor® 488, geit anti-kanin 1gG, fortynne#d@0 i PBS. Vaskeprosedyre med PBS ble
gjentatt for & fierne ubundet konjugat far brgnnbleetatt av. Preparatene ble lufttgrket og
dekkglass ble montert med ProLong Gold antifade mM@&dPl. Preparatene ble oppbevart
mgarkt og Kjalig i 12 timer far undersgkelse i flascensmikroskop.

Merking av leukocytter pa cytospinpreparater med kanin anti-TO

Cytospinpreparater av isolerte HNL, PBL og ML (rMtikocytter) ble laget for a
merke leukocyttene med ka-TO. Leukocytter fra nhle isolert p4 samme mate som
hodenyreleukocyttene (avsnitt 2.2). Cytospinprejgarale lufttarket i 12 timer for videre
behandling.

Ved hjelp av DAKO-penn (DAKO A/S) ble en voksritggnet rundt monolaget av
leukocytter, og preparatene ble fiksert 90 sekundeeton:metanol (1:1) bad. Preparatene ble
deretter vasket 5 minutter i PBS-bad. For & blo&kespesifikk bakgrunnsfarge ble preparatet
dekket med PBS tilsatt 0,5 % (w/v) BSA og inkuberB0 minutter i fuktekammer.
Preparatene ble vasket ved at de ble dyppet 3 gaRiS-bad far de ble inkubert markt i 1
time med kaTO fortynnet 1:1000 i PBS med 0,5 % JWB®A. Preparatene ble vasket 3
ganger a 5 minutter i PBS-bad, og inkubert i 45utter med konjugat, Alexa Fluor® 488,
geit anti-kanin IgG, fortynnet 1:400 i PBS. Etterde inkubering ble preparatene vasket 2
ganger a 5 minutter i PBS-bad, og dekkglass bletenbmed 1 drape ProLong Gold antifade
reagent med DAPI, mens preparatet fortsatt vawditt. Preparatene ble oppbevart markt og

kjglig i 12 timer far undersgkelse i fluorescensmsgkop.

2.91n vitro smitte av leukocytter medFrancisella philomiragiasubsp noatunensis

Etter at optimale forhold for celledyrkning var teett kunne smitteforsgk utfgres.
Smitteforsgkene foregikin vitro, som vil si at forsgkene ble utfart i cellekultureiNL og
PBL ble dyrket i branner pa "chamber slides” awsglaed prosedyre som tidligere beskrevet.

Det var gnskelig & ha en bakteriekonsentrasjon RA&0’1 bakterier/ml ved

smitteforsgkener. philomiragiasubsp noatunensi®r sma bakterier (ca. 0,5-1,5 um), og det
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var derfor vanskelig a telle bakteriene ved hjalgedlekammer i lysmikroskop. Det ble gjort
forsgk pa & plate ut bakterier med bestemtess@R-verdier pa agarskaler, men variable
resultater med hensyn pa kolonidannende enhetel (@@olony Forming Units) etter
inkubering medfgrte at metoden ikke var paliteligkrtil & fastsla det faktiske antallet
bakterier i en lgsningBakteriekultur fortynnet til OByonm-verdi pa 0,2 i L-15 medium uten
gentamicin viste seg imidlertid & vaere passendeswgtieforsgkene, da det ble observert hay
forekomst av bakterier i leukocyttpreparatene. it det ikke var mulig a fastsla
konsentrasjonen av bakterier, ble det besluttetnithe denne Ofdonnrverdien ved samtlige
smitteforsgk. 1 ml bakteriesuspensjon ble tilsatnbene med adherente leukocytter og
videre inkubert ved 12 °C i 3-5 timer, for at balg¢ae skulle bli tatt opp i cellene.
Smitteforsgk ble ogsa utfart med leukocytter i lagnadherente og ikke-adherente
celler). | disse forsgkene ble leukocyttsuspensjordfart bakteriesuspensjon i et

volumforhold pa 1:1, og inkubert i 3-5 timer ved 12

2.10 Intracelluleer merking av Francisella philomiragia subsp noatunensisi

leukocytter

Merking av adherente leukocytter og bakterier

| dette forsgket ble merking av smittede leukoeyttdart i branner pa "chamber
slides” av glass. Ved & kombinere fluorescerendall@bin og antistoffer motF.
philomiragia subsp noatunensiskan en pavise bakterier inne i leukocyttene. deaherke
kjernen kan en ogsa fa informasjon om bakterieetigdenhet i cellene.

Adherente leukocytter, bade PBL og HNL, ble smitt8tog 5 timer som beskrevet i
avsnitt 2.9. Tabell 5 gir en oversikt over smittéelekocytter og negative kontroller som ble
benyttet i forsgket. De negative kontrollene blé @ed for & utelukke uspesifikke bindinger
av det sekundeere antistoffet. Etter fiksering agneabilisering av de adherente leukocyttene
(som beskrevet i avsnitt 2.8), ble antiserumet tkaantiFrancisella spesifikt for F.
philomiragia subsp noatunensisfortynnet 1:30 000 i PBS med 0,5 % (w/v) BSA. 1 ml
fortynnet antiserum ble tilsatt hver brgnn med td# celler og til kontroller med usmittede
celler og inkubert i 1 time ved romtemperatur. Keanti+rancisellaer tidligere testet og har
vist god reaktivitet motF. philomiragia subsp noatunensis(Kolstg 2008). | negative

kontroller med smittede og usmittede leukocytter dtiserumet erstattet med normalserum

39



Material & metode

fra kanin, ogsa fortynnet 1:30 000 i PBS med 0,5(%fv) BSA. | andre negative
kontrollbrgnner ble det ikke tilsatt primaert ardft

Etter inkubering med primaert antistoff ble leukdegt vasket 3 ganger a 5 minutter
med PBS og 1 ml konjugat (sekundeerantistoff), Al&kaor® 555, geit anti-kanin IgG,
fortynnet til 1:400 i PBS, ble tilsatt hver brgnrednsmittede leukocytter og til kontrollene.
Konjugat ble ogsa tilsatt negative kontrollbrgnr®ror primeert antistoff var utelatt.
Leukocyttene ble inkubert markt i 45 minutter veantemperatur og vasket 2 ganger a 5
minutter i PBS, far 5 pl Alexa Fluor® 488 phallaidstock Igsning, fortynnet i 200 ul PBS,
med 1 % (w/v) BSA ble tilfart hver av brgnnene. kecyttene ble videre inkubert markt i 20
minutter og vasket med PBS fgr brgnnene ble fjesgedekkglass ble montert med ProLong
Gold antifade reagent med DAPI. Preparatene bietagarkt og kjglig i 12 timer far de ble

studert i fluorescensmikroskop.

Tabell 5. Oversikt over prgver med smittede adherente leukercgg kontroller som ble brukt for pavisning av

F. philomiragia subsp. noatunensis

Prgver: Merket med (preserum, antistoffer, konjugater)*:

Smittede celler:

PBL

Kanin antiFrancisella+ konjugat (sekundaerantistoff), Alexa Fluor® 555t gati-kanin 1gG
HNL

Kontroller:

PBL, smittet

Normalserum + konjugat (sekundeerantistoff), AlexaoFE® 555, geit anti-kanin IgG
HNL, smittet

PBL, smittet

Konjugat (sekundeerantistoff), Alexa Fluor® 555, geiti-kanin IgG
HNL, smittet

PBL, usmittet

Kanin antiFrancisella+ konjugat (sekundaerantistoff), Alexa Fluor® 558&it @nti-kanin I1gG
HNL, usmittet

PBL, usmittet

Normalserum + konjugat (sekundaerantistoff), AlexaoF® 555, geit anti-kanin IgG
HNL, usmittet

PBL, usmittet

Konjugat (sekundeerantistoff), Alexa Fluor® 555, gaiti-kanin IgG

HNL, usmittet

* | tillegg til de nevnte konjugater ble bade udgmile og smittede celler farget med Alexa Fluor® ,488
phalloidin stock lgsning.
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Lokalisering av intracellulaere bakterier ved konfokalmikroskopi

| forhold til vanlig fluorescensmikroskop som gir @verflatebilde av hele preparatet,
kan man ved konfokalmikroskopi fa informasjon fratgnt plan av preparatet. Ettersom
bakgrunnsfarge reduseres eller elimineres fra aladlé planet vil man kunne fa et klarere
bilde av det fluorescensmerkede omradet. Malet rkedfokalmikroskopi var a snitte
giennom smittede leukocytter for & verifiserdatphilomiragiasubsp noatunensidefinner
seg intracellulaert i leukocytter fra hodenyre ogdhl og for & observere bakterienes
beliggenhet i cellene.

Ved dyrkning av HNL og PBL for konfokalmikroskopiebleukocyttene inkubert i 1
degn i brgnner pa "chamber slides” av polystyrereb{TeK" II Chambered Coverglass,
Nunc). Disse hadde dekkglass i bunnen og var dgddt egnet for konfokalmikroskopering.
Leukocyttene ble inkubert i 4 timer med bakterifatynnet til ODsoonm lik 0,2 1 L-15
medium. Phalloidinmerking og merking av bakteriée btfgrt ved samme prosedyre som
beskrevet tidligere. Ettersom det ikke skulle moegedekkglass pa preparatet, ble en DAPI
lgsning (Invitrogen) anvendt til merking av cellekjene. DAPI stock-lgsning (14,3 mM) ble
fortynnet til 300 nM i PBS, og 200 ul DAPI-lgsnibde tilsatt per brgnn etter at overflgdig
phalloidin var vasket bort med PBS. Brgnnene bkelbert i 4 minutter, og deretter vasket 4
ganger med PBS. Ettersom "chamber slides” av pglgse ikke var benyttet ved tidligere
forsgk ble de smittede leukocyttene studert i ordvéinorescensmikroskop (Zeiss) for videre
undersgkelse i konfokalmikroskop (Zeiss LSM 510 ajleKonfokalmikroskoperingen ble
utfart ved Molecular Imaging Centre (MIC), UiB.

2.11 Immunfluorescens-dobbeltmerking

Dobbeltmerking av smittede adherente leukocytter ofpakterier

Ved hjelp av spesifikke antistoffer er det muligetektere B-lymfocytter og ngytrofile
granulocytter fra torsk. Antistoffene merker tydeldistinkte cellepopulasjoner hvor B-
lymfocytter og plasmaceller identifiseres ved hjelp det monoklonale antistoffet (MAb),
CO1, som er spesifikt for IgM hos torsk. Ngytrofdgeanulocytter merkes av MAb, E3D9,
som er vist & binde spesifikt til ngytrofile graneytter bade i laks (Pettersen al, 2000),
agrret (Hamdaneét al, 1998) og torsk (Rgnnesethal., 2007).

Smittede adherente HNL og PBL i brgnner ble fikseaceton:metanol (1:1) i 90
sekunder, og vasket 3 ganger a 5 minutter med RRIgre ble brgnnene tilsatt 0,5 ml 1 %
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o

(w/v) bovine serum albumin (BSA) i PBS i 30 minutteor a redusere uspesifikk
bakgrunnsfarge. Brgnnene ble vasket 1 gang og tstteme ble dobbeltmerket med kanin
anti+rancisella fortynnet 1:30 000 i PBS med 0,5 % (w/v) BSA kondst med 5 pg/ml
CO1 eller 2 pg/ml E3D9. Cellene ble inkubert i hei med primaerantistoffene og vasket 3
ganger a 5 minutter far inkubering med sekunda=tafiier (konjugater). Konjugatene Alexa
Fluor® 488, geit anti-mus IgG, og Alexa Fluor® 5%f®it anti-kanin IgG, ble blandet i likt
volum til en sluttkonsentrasjon paug/ml for begge (se Tabell 1 for alle fortynninger)s ml
konjugatlgsning ble tilsatt hver brgnn og inkubewmrkt i 45 minutter. Leukocyttene ble
vasket 2 ganger a 5 minutter fgr brannene bledjeiry dekkglass ble montert med ProLong
Gold antifade med DAPI.

Noen preparater ble fiksert med 3,7 % (w/v) parafddehyd i PBSor & undersgke
hvorvidt dette ville pavirke resultatene. Hgyerens@ntrasjoner av MAb, henholdsvis 15
pg/ml CO1 og 10 pg/ml E3D9, ble ogsa utprevd etterkonsentrasjon av MAb ved merking
av leukocytter i branner ikke var testet tidligelbet var derfor gnskelig & undersgke hvilke
konsentrasjon av MAb som ga best resultat ved denagkeprosedyren. Som negative
kontroller ble normalserum fra kanin og antistod&11 benyttet i forsgket. Tabell 6 gir en
oversikt over ulike kombinasjoner av primaer- og wswleerantistoff som ble brukt ved

dobbeltmerking av leukocyttene

Tabell 6. Oversikt over prgver melrancisellasmittede leukocytter og kontroller som ble bertyitfersgk med

dobbeltmerking.

Prover: Dobbeltmerking:

Smittede celler:

PBL Primeerantistoff 1; Kanin anfirancisellaog sekundaerantistoff 1; Alexa Fluor® 555, geit datiin 19G
HNL Primeerantistoff 2; CO1 og sekundaerantistoff 2; Alelkef® 488, geit anti-mus IgG
PBL Primeerantistoff 1; Kanin anfirancisellaog sekundaerantistoff 1; Alexa Fluor® 555, geit-&atiin 1IgG
HNL Primeerantistoff 2; E3D9 og sekundaerantistoff 2; AlEkeor® 488, geit anti-mus 1gG
Kontroller:
PBL, smittet Primeerantistoff 1; CO1leller E3D9 og seleerantistoff 1; Alexa Fluor® 488, geit anti-mus I1gG
HNL, smittet Primeerantistoff 1; Normalserum og sekundeerantistofi@xa Fluor® 555, geit anti-kanin 1gG
PBL, smittet Primeerantistoff 1; 4D11 og sekundeeranffidt Alexa Fluor® 488, geit anti-mus IgG

. Primeerantistoff 2; Kanin anfirancisellaog sekundaerantistoff 2; Alexa Fluor® 555, geit-&amin 1gG
HNL, smittet
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Dobbeltmerking av smittede leukocytter og bakteriempa cytospinpreparat

Det ble laget cytospinpreparater av adherente ®dtex som var smittet etter dyrking
i brgnner, samt av smittede ikke-adherente og adierleukocytter i suspensjon. De
sistnevnte var ikke dyrket, men ble smittet likieetsoleringsprosedyren. Dette ble gjort for a
gke mengden B-lymfocytter pa preparatene da detavainteresse a undersgke om disse
cellene inneholdt bakterier. P4 bakgrunn av at miiltvist & inneholde hgyest andel B-
lymfocytter (Rgnnesetlet al., 2007), ble det i forbindelse med dette foetgigsa laget
cytospinpreparater fra smittede og usmittede ML.

Ved smitte av leukocyttsuspensjoner (adherentekkg-adherente leukocytter), ble
cellekonsentrasjonen pé& forhand justert til 1x&6ller/ml, og 3 ml leukocyttsuspensjon ble
tilsatt hver brgnn i 6-brgnners celledyrkningsb(iiiinc). Bakteriesuspensjon i eksponentiell
fase ble fortynnet til ORonm lik 0,4 i L-15 medium, og 3 ml bakteriesuspensjia tilsatt
leukocyttsuspensjonen slik at @hm av bakteriekultur ved fortynning 1:1 i cellemedium
etter overfgring til brannene var omtrent 0,2. Breme ble inkubert ved 12 °C i 3-4 timer. 6-
brgnners celledyrkningsbrett med adherente leukercyPBL, HNL, ML) ble inkubert i 1
dagn far 3 ml bakteriesuspensjon medseE}: verdi lik 0,2 ble tilsatt hver brgnn og inkubert
i 3-4 timer for at bakteriene skulle bli tatt oppellene.

Etter inkubering med bakterier ble leukocyttsusperen med ikke-adherente
leukocytter overfart til en ny brgnn. Til de gjemesede adherente leukocyttene samt til
bregnner med adherente leukocytter, inkubert i Inddte det tilsatt 350 pl trypsin (Trypsin
Versene (Cambrex), 17-161E), for at de adherenieyttene i bunnen av brgnnene skulle
lasne. Dette fikk sta i 5 minutter i romtemperdimr leukocyttene forsiktig ble skrapt lgs
med en bgyd pasteurpipette. Leukocyttsuspensjorien s overfart tilbake til den
opprinnelige brannen. @verst pa 3 ml PBS/BSA/glekomatte (se appendiks) i
flowcytometrirgr ble det forsiktig lagt pa 1 ml kacyttsuspensjon. Rarene ble sentrifugert
ved 200xg i 10 minutter ved 4 °C, for & fierne lealer som ikke var tatt opp i cellene. Etter
sentrifugering ble supernatanten temt av og baktetieten resuspendert i minimum 250 pl
L-15 medium. Cytospinpreparater ble laget og lukiédi 12 timer. Noen av preparatene ble
farget med Diff-Quick for & vurdere cellenes kwetlit

Ved hjelp av DAKO-penn ble det tegnet en sirkeldtumonolaget av celler fgr
preparatet ble fiksert 90 minutter i aceton:metgdol). Preparatene ble deretter vasket i 5
minutter i PBS- bad. Preparatene ble dekket med &8t 0,5 % (w/v) BSA og inkubert
mgrkt i 30 minutter og deretter dyppet noen gangeBS-bad. Ved dobbeltmerking med
kanin antiFrancisellaog ett MAb (CO1 eller E3D9) ble antistoffene famtyet til bestemte
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konsentrasjoner i PBS med 0,5 % BSA. 4D11 og nwenaim fra kanin ble benyttet som
negative kontroller. Preparatene ble dekket medstafitgsning, inkubert i 1 time i

fuktekammer og deretter vasket 3 ganger a 5 minfdteénkubering med sekundaerantistoffer
(Alexa Fluor® 555, geit anti-kanin 1gG og Alexa BI® 488, mus anti-IgG) i 45 minutter i

fuktekammer (mgrkt) (se Tabell 1 for alle fortyngém). Preparatene ble til slutt vasket 2
ganger a 5 minutter i PBS og dekkglass ble momexd ProLong Gold antifade med DAPI
mens preparatet fortsatt var litt vatt. Preparatieleeoppbevart markt i 12 timer fgr de ble

studert i bade fluorescens- og konfokalmikroskop.

2.12 Elektronmikroskopi (TEM)

Transmisjonselektronmikroskopi (TEM) ble benyttet & lokalisere intracellulzeife.
philomiragia subsp noatunensis leukocyttene. 1 tillegg var det gnskelig & se tagpav
bakterien i cellene. 0,5 ml leukocyttsuspensjori(lxceller/ml) fra hodenyre ble tilsatt hver
brgnn pa to 24-brgnners celledyrkningsbrett (Nwtt)nkubert ved 12 °C. Etter 1 dggn ble
leukocyttene smittet med 1 ml bakteriesuspensjayriaet til ODsponmlik 0,2 | L-15 medium
uten gentamicin. De to celledyrkingsbrettene bleibert i henholdsvis 1 og 3 timer. Brgnner
med usmittede leukocytter ble benyttet som negaintroll. Etter inkubering ble mediet
fiernet og de smittede og usmittede leukocyttereshl fiksert med 5 % (v/v) glutaraldehyd i
0,2 M Na-Cacodylatbuffer (fatt fra MIC) fortynnetlli celledyrkningsmedium (L-15) slik at
total konsentrasjon ble 2,5 % (v/v) glutaraldehyd,1 M Na-Cacodylatbuffer. Innstgping,
snitting og farging ble gjort ved Molecular Imagi@gntre (MIC). De ferdige snittene hadde
en tykkelse pa 40 nm og 60 nm og var farget medylirag blylasning. Transmisjons

elektronmikroskop med betegnelsen Jeol JEM-123bdhgttet ved mikroskopering.

2.13 Dyrkning av bakterier fra smittede leukocytter

For & undersgke oiff. philomiragiasubsp noatunensisokser intracellulaert, ble det
utfart smitteforsgk av adherente PBL og HNL, dersddttede leukocyttene ble lysert og
lasningen ble platet ut pa agarskaler. VeksE aphilomiragiasubsp.noatunensipa agarene
kan veere en indikasjon pa at bakteriene ogsa tandgil & vokse og muligens formere seg
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intracellulzert. Adherente leukocytter i branner'gi@amber slides” av glass ble smittet med 1
ml bakteriesuspensjon fortynnet til @ghm lik 0,25 i L-15 medium uten gentamicin.

Leukocyttene ble inkubert i 4-5 timer pa bakgrumm de oppnadde resultatene ved
konfokalmikroskopi (jamfar avsnitt 3.5), som visié mesteparten av bakteriene 1a inne i
cellene ved disse tidspunktene. Leukocytter bléagkubert med bakterier i 6 og 24 timer
for & observere eventuelle forskjeller i vekst parakaler ved lengre inkuberingstider.

Cystein hjerte agar (CHA) med 5 % saueblod bleytbentil dyrkningsforsgket, men
pa bakgrunn av resultatene jamfgr avsnitt 3.1@liltatdelen, ble det samme forsgket gjentatt
med tilsetting av 5 pg/ml ampicillin i agaren. Dmigede cellene ble behandlet ved ulike
prosedyrer fgr utplating (se Tabell 4). Til noemrmer med smittede celler ble det etter
inkubering med bakterier tilsatt 1 ml L-15 mediunedrulike konsentrasjoner (50 pug/mi, 100
pg/ml eller 150 pg/ml) av gentamicin. Brgnnene \aldere inkubert i 2 timer ved 12 °C.
Gentamicin vil veere baktericidal for de fleste ekstlluleere bakteriearter (Vosbeek al,
1984), og det er tidligere vist &rancisellasp. er falsom for dette antibiotikumet (Ottetn
al., 2007). Eventuelle kolonier fra smittede, lysddaekocytter vil trolig derfor stamme fra
intracellulzere bakterier.

Fra noen brgnner med smittede celler ble 100 l-a4% mediet med bakterier som
var tilsatt ved smitte sddd ut pd agar i forkantcallelysering for & observere vekst av
ekstracellulzere bakterier fra mediet samt for adfed at kunFrancisellavar til stede. Celler
som var inkubert med bakterier i 6 timer ble beletngda samme mate som cellene fra
brgnner | (se Tabell 4), mens celler som var inkiubeed bakterier i 24 timer ble behandlet
som cellene fra brgnner Il (se tabell 4).

Far lysering ble cellene vasket godt med PBS. @ellge lysert i 20 minutter med
dH,O, etterfulgt av relativt kraftig bearbeiding avulkecyttene ved hjelp av en bgyd
pasteurpipette, for & frigi eventuelle intracelltdebakterier. Ved bruk av omvendt mikroskop
ble det verifisert at cellene var gdelagt fer 10@ysuspensjonen ble sadd ut pa agarer. Som
kontroller ble det i dette forsgket sadd ut usrditéyserte celler samt bakterier inkubert i L-

15-medium.
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Tabell 7. Forsgksoppsett, smitteforsgk etterfulgt av dyrkamdpakterier fra lysere celler.

Brgnner: Prosedyre:

I: Smittede leukocytter: - leukocyttene ble vasket med PBS
- leukocyttene ble lysert med d@l
- 100 pl lgsning ble sadd ut pa agar

Il: Smittede leukocytter: - leukocyttene ble vasket med PBS

- leukocyttene ble inkubert med L-15 medium tilsah@micin
- leukocyttene ble vasket med PBS

- leukocyttene ble lysert med d@l

- 100 pl lgsning ble sadd ut pa agar

Ill: Smittede leukocytter: - leukocyttene ble vasket med PBS

- L-15 mediumet ble fiernet, og 100 pl av dette ddsut pa agar
- leukocyttene ble lysert med d@l

- 100 pl lgsning ble s&dd ut pa agar

IV: Bakterier: - 100 pl lgsning ble sadd ut pa agar

V: Usmittede leukocytter: - leukocyttene ble lysert med d@l
- 100 pl lgsning ble s&dd ut pa agar

2.14 Bildebehandling

Alle fluorescensmerkede preparater ble undersgkuarescensmikroskop (Zeiss
Axioskop 2 plus) med tilkoblet digitalt kamera (Mik DS camera DS-5M). Bildene ble
behandlet ved bruk av Adobe photoshop CS2, ve&jon
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3.0 Resultater

3.1 Diff-Quick farging av cytospinpreparater

Kvaliteten av isolerte leukocytter ble visuelt kaiert ved hjelp av Diff-Quick
fargede cytospinpreparater (Figur 9). Diff-Quickrgiede torskeleukocytter ble ogsa
sammenlignet med Diff-Quick fargede lakseleukocytBalmo salai..). Resultatene i Figur
8, viser betydelig forskjell i cellemorfologien fode to ulike artene. Ved bruk av
lysmikroskop kan man enkelt gjenkjenne morfologarulike celletyper hos laks (Figur 9C),
hvor makrofagene er store med bgnneformet kjerne. ryytrofile granulocyttene
kjennetegnes hovedsakelig ved at de er polymorfieseite. | likhet med de fleste vertebrater
kan i tillegg lymfocyttene differensieres fra andmdler ved at de er sma og har en relativt
stor kjerne i forhold til cytoplasma (Figur 9C). llée med typisk lymfocyttmorfologi kan
ogsa sees hos torsk (markert med pil, Figur 9B)n rdet er vanskelig a identifisere
makrofager og ngytrofile granulocytter fra torskdu@iff-Quick farging. Dette skyldes at den
karakteristiske forskjellen av kjernemorfologi noell de ulike leukocyttene som kan
observeres for laks, ikke er tilsvarende for torBlet er likevel mulig & se at isolerte
leukocytter fra torsk bestar av flere forskjelliggletyper, og ved hjelp av Diff-Quick farging
vil man kunne danne et inntrykk av kvaliteten pdhkeleukocyttene. Ved mikroskopering ble
det registrert en hgyere tendens til aggregeringtoaskeleukocytter sammenlignet med

lakseleukocytter, men cellekvaliteten var ellexsjegod for begge artene.
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Figur 9. Cytospinpreparater av isolerte leukocytter frgdkag laks farget med Diff-Quiclk) HNL fra torskB)
PBL fra torsk. En celle med typisk lymfocyttmorfgicer markert med piC) Representativt bilde av HNL fra
laks, N= ngytrofil granulocytt, M= makrofag, L= Iyocytt. Bildene er tatt med 400x forstgrrelse.

3.2 Vekstkurve til Francisella philomiragiasubsp.noatunensis

En vekstkurve ble utarbeidet basert pa ¢gf}verdier, malt over en lengre
tidsperiode. Som vist i Figur 10 far vekstkurvedelyg frem de ulike fasene i vekstforlgpet.
Den eksponentielle fasen varer fra ca. 11 timer@m til den stasjonaere fasen inntreffer etter
omtrent 65 timer. Flere like vekstforsgk viste samfarlep, og viser at vekstkurven er
reproduserbar. Etter siste OD-maling ble 10@v bakteriekulturene sadd ut pa CHA med 5
% saueblod, og det ble utelukkende obsefvehcisellasp. pa agarskalene.

Vekstkurven ble brukt som grunnlag for & bestemaleadsienes vekstfase i alle videre
forsgk. Ved samtlige forsgk ble det brukt baktesem var seint i den eksponentielle fase,
dvs. OQoonm> 1,5 (Figur 10).
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Figur 10. Vektskurve tilFrancisella philomiragia subsp. noatunensiasert pa gjennomsnittelig Qfgh.rverdi

fra to parallelle hovedkulturer.

3.3 Vekst av Francisella philomiragia subsp. noatunensispd CHA med 5 %

saueblod

| forsgket hvorF. philomiragiasubsp noatunensidle inkubert i L-15 medium bade
med (50 pg/ml) og uten gentamicin ble det ved ulidlspunkt sadd ut 100 pl suspensjon pa
CHA med 5 % saueblod. Resultatene viste at koresgotren av gentamicin i L-15 mediumet
tilneermet halverte veksten &vancisellapa agarskaler sammenlignet med bakterier som var
fortynnet i L-15 medium uten gentamicin. Det bleselvert at bakterieveksten pa agarskalene
minket med gkende inkuberingstid, uavhengig av aktdsiene var inkubert i L-15 med eller
uten gentamicin.

Det ble ogsa gjort et forsgk for & undersgke onvdemulig & oppna reproduserbare
resultater ved utplating av bakteriesuspensjon s@mdme Olgonnrverdi pa tre parallelle
agarskaler. Resultatene var ikke reproduserbaegseth forsgkene viste variabel vekst pa

agarskalene.
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3.4 SDS-PAGE & Western blot

Figur 11 viser proteinprofilen fra SDS-PAGE By philomiragiasubsp noatunensis
Proteinene som ble separert ved SDS-PAGE ble avéilflC-membran, og spesifisiteten av
det polyklonale kanin antrancisella antiserumets respons mét philomiragia subsp
noatunensisble undersgkt ved immunoblotting. Antiserummetigerte med flere proteiner,
men var seerlig reaktivt mot tre proteiner med mylledkter pa ca. 65, 40 og 23 kDa (Figur
12). Disse sees ved sterkt positive band pa nittdosemembranen (markert med pil, Figur
12). Kontrollserumet (normalserum fra kanin) vagate/t ved at det ikke reagerte med noen

komponenter (ikke vist).

KDa
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21
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Figur 11. SDS-PAGE. Sglvfarging viser proteinsammensetningan Francisella philomiragia subsp.
noatunensisBrgnn 1 er standardprgve for sglvfarging med tkjgolekylvekt. Brgnn 1 er standardprgve for

sglvfarging., og brgnn 2-7 er to folds fortynningpaaven.
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Figur 12. Westernblott. Reaktiviteten av kanin-antiserum rRodncisella philomiragia subsp. noatunensis
(antigen). Antiserumet kanin arfirancisella reagerer seerlig med tre komponenter som er marked pil.

Brgnn 1 er standardprgve med kjent molekylvekth@mnn 2-7 er to folds fortynning av praven.

3.5 ELISA

Reaktiviteten av kanin ankrancisella mot F. philomiragia subsp noatunensisle
undersgkt i ELISA, og resultatene viste god redteivav antiserumet, ogsa ved hgye
fortynninger (Figur 13). Verdier for normalseruna fkanin (negativ kontroll) ligger langt
under verdier for antiserumet (Figur 13). Prgveenutserum (blankprgver) hadde
giennomsnittelig verdi Ok3znmlik 0,05 (ikke vist).

51



Resultat

1,8
1.6 ”’"\

1:4 \

E 1,2
c \‘\’\ —e— Antiserum
~ 1
% 08 \\ —=— Normalserum
59
O 06 \\

0,4 S

0,2 .\.//.\. O<

Fortynninger av antiserum og normalserum

Figur 13. Antistoff motFrancisellai kanin antiFrancisellaantiserum og normalserum, malt ved ELISA.

3.6 Merking av adherente leukocytter

Phalloidinmerking og optimalisering av dyrkningsbeingelser for adherente leukocytter
i brganner

Etter inkubering i 2 timer ble ikke-adherente lecjber fiernet og talt i CASY.
Gjennomsnittlig konsentrasjon av adherente PBL bl Hbrannene pa "chamber slides” av
glass ble estimert til 7,98x1@& 0,71x16 adherente celler/ml for PBL og 7,8%100,24x16
adherente celler/ml for HNL.

0,1 % Triton X-100 og iskald aceton ble prgvd utgermeabilisering av leukocyttene
i forkant av phalloidinmerkingen. Fluorescensmikms viste at det visuelt ikke kunne
observeres noen morfologiske forskjeller med hemsynellekvalitet mellom leukocytter som
var permeabilisert med de to ulike permeabilisesvagskene. Uspesifikk bakgrunnsfarge var
neglisjerbar, og kontrasten mellom ikke-fargedefargede omrader var stor, uavhengig av
permeabiliseringsvaeske. | forhold til aceton vistallertid celler som var permeabilisert med
0,1 % (v/v) Triton X-100 i PBS sterkere fluoresaetensitet. Ved fotografering av
acetonpermeabiliserte preparater matte eksponéidegs veere tre ganger sa hgy
sammenlignet med fotografering av preparater sonpgemeabilisert med triton (Figur 15).
"Chamber slides” av permanox var darlig egnet foetan, da brgnnene "sprakk” under
permeabiliseringen. Ettersom triton ga best fluoeas ved phalloidinmerking ble det

besluttet & anvende denne permeabiliseringsvaeskaere forsgk.
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Ved utprgving av ulike inkuberingstider ble deeethalloidinmerking og pafglgende
undersgkelse i fluorescensmikroskop observert itydedyere celletetthet pa preparatene ved
inkubering i 90 minutter sammenlignet med 2 dagay kelletetthet ble ogsa observert etter 1
daggn, men i betraktelig mindre grad enn ved 90 ttenu Celletettheten var best ved
inkubering i 2 dagn, da lite aggregering ble registbade for HNL og PBL. Pa preparater av
HNL var cellekvaliteten jevnt god, uavhengig av dadersgkte inkuberingstider. Pa
preparater av PBL var cellekvaliteten redusertr étdggn, noe som blant annet ble sett ved
tilstedeveerelse av et flertall runde kjerner utgtoglasma (markert med pil, Figur 14E). |
noen tilfeller ble det ogsa registrert skisser alemateriale rundt disse sma kjernene. Flere
leukocytter hadde dessuten rullet seg opp, sorngtogsa er et tegn pa darlig cellekvalitet
(markert med pil, Figur 14F). Redusert cellekvalkenne ogsa observeres ved inkubering i 1
dagn, men problemene syntes likevel ikke & vaeeeutkalte som ved 2 dggn. Ingen lignende
tendenser ble observert for HNL og inkubering iz syntes & veere passende for HNL til &
spre seg pa objektglasset i bunnen av brgnnenebdnikgstid pa 1 degn ble valgt ved
smitteforsgkene pa bakgrunn av de resultatene denvist i dette forsgket. Det ble ikke
funnet synlige forskjeller mellom leukocyttene pa&hamber slides” av glass og
permanoxmateriale.

| alle forsgk var preparatene gjennomgaende godeu@cyttene ble godt farget av

phalloidin. Ved sammenligninger av bildene i Fidgi# kan man se at aktintrddene er noe
bedre synlig i PBL (Figur 14A-B) i forhold til HN[(Figur 14C-D).
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Figur 14. Phalloidinmerking av adherente torskeleukocytted rAéexa Fluor® 488, phalloidin. Cellenes aktin
(grent) kan tydelig observeres i form av prikkertdgiger. Cellekjernene er merket med DAPI (bl&&tB: PBL
C-D: HNL E-F: Representative bilder av PBL (inkubert 1 dggn) mmdnge runde kjerner uten
phalloidinmerket cytoskjelett (markert med hvit)piDet kan ogs& observeres celler som har rullgt e
(markert med gul pil). Bildene er tatt med 630xstarrelse og behandlet i Adobe photoshop.

Figur 15. Phalloidinfargede HNL, permeabilisert med ulike nimger. A) HNL permeabilisert med triton.
Eksponeringstiden ved fotografering var 1,5 sekunB¥ HNL permeabilisert med aceton. Eksponeringstiden

ved fotografering var 3 sekunder. Bildene er taatir30x forstarrelse og behandlet i Adobe photoshop
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Merking av adherente leukocytter med kanin anti-TO

Som vist i Figur 16 viste det polyklonale antisaffkanin anti-TO (kaTO) god
reaktivitet med adherente torskeleukocytter i besnhdette forsgket ble kun PBL benyttet.
Fa celler var kaTO-negative ved at det sjeldenbbkeervert DAPI-merkede cellekjerner uten
cellemateriale. Selv rundt de kulerunde kjernene bbe cellemateriale merket, og et
eksempel er vist ved pil i Figur 16. Det kaTO-mel&ecellematerialet rundt de kulerunde
kiernene syntes imidlertid & vaere mer fragmentamrsenlignet med de andre cellene med

normal kjerne.

Figur 16. Adherente PBL (inkubert i 2 dagn), merket med kaamti-TO (kaTO) (grant)A) Cellekjernene er
merket med DAPI (blatt). Flere kulerunde kjernettiestede (markert med hvit pil). Bildene er tatid 630x
forstgrrelse, og behandlet i Adobe photoshop.

Merking av leukocytter pa cytospinpreparat med kann anti-TO

Det ble laget cytospinpreparater av HNL, PBL og fdt. & fa med bade adherente og
ikke-adherente celler ved merking med kaTO. KaTOgaalt egnet til & merke leukocytter pa
cytospinpreparater (Figur 17). Selv om DAPI-merkingsar darlig, kan man se at de fleste

cellene merkes av antistoffet, da fa enkle kjehlerbservert.
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Figur 17. Cytospinpreparater av isolerte leukocytter merketirkaTO (grgnt)Cellekjernene er merket med
DAPI (blatt). A-B: HNL C-D: ML E-F: PBL. A, E, F: Bildene ble tatt ved 630x forstarrel&D: Bildene ble
tatt ved 400x forstgrrelse. Bildene er behandhetdobe photoshop.

3.7 Pavisning av intracellulaere bakterier i adherete leukocytter

Studier av smittede phalloidinmerkede adherent&deytter i fluorescensmikroskop

tydet pa atF. philomiragiasubsp noatunensiwar til stede i leukocyttene etter bade 3 og 5
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timer smitteeksponering. Bakteriesuspensjon foryrih ODggonnrverdi lik 0,2 syntes & vaere
tilstrekkelig ved smitte da det ble observert heyekomst av bakterier pA preparatene.
Bakteriene var tydelig merket med det spesifikkiesanumet og var synlig i form av lysende
rgde prikker mot det grgnnfargede aktinet og de EfARyede cellekjernene. | HNL ble
flertallet av bakteriene funnet i leukocyttene o dller ingen bakterier ble observert
ekstracelluleert (Figur 18A-B). Etter 5 timers inkuing med bakterier ble det registrert noe
okende forekomst av tilsynelatende intracellulaaietdyier i HNL. Hovedsakelig kunne 1-2
bakterier sees i en enkelt celle. Til sammenlignilg betydelig mindre tilsynelatende
intracelluleere bakterier observert i PBL, og detiiebakteriene ble lokalisert ekstracellulzert
(Figur 18C-D).Ekstracelluleere bakterier befant seg ofte i nasvsa@sjon med leukocyttene
og kunne observeres i ansamlinger pa ytterkanteseklene. Pa tross av at flere bakterier ble
observert intracelluleert i enkelte leukocytter e@etimers smitteeksponering, ga ikke gkt
inkuberingstid noen store endringer med hensympslamittede PBL (Figur 18E-F).

Intracellulzere bakterier bade i HNL og PBL ble sftebservert i de minste cellene
samt i celleaggregater. Da phalloidin merker cyftesktet i de fleste celler, var det imidlertid
ikke mulig & fastsla hvilke celletyper som innetidddkerier.

Resultater for negative kontroller er vist i FiglBA. Spesifisiteten av merkingen av

bakteriene (Figur 19B) var verifisert ved mangelsignaler fra preparater med kontroller.

Alle kontrollene ga tilsvarende bilde som Figur 19A

57



Resultat

Figur 18. Adherente torskeleukocytter smitiatvitro (3 og 8 timer) medr. philomiragia subsp.noatunensis
Bakteriene vises tydelig som rgde prikker mot dellpidinmerkede aktinet i cellene (grgnt). Baleéeg er
merket med kanin anfrancisella(radt). Cellekjernene er merket med DAPI (bl&#B: HNL, smittet 3 timer
C-D: PBL, smittet i 3 timefE-F: PBL, smittet i 8 timer. Bildene er tatt ved 63f@xstgrrelse og er behandlet i
Adobe photoshop.

A

Figur 19. Immunfluorescenspreparateéx) Negativ kontroll. Usmittede HNL, tilsatt normalser og konjugat,
Alexa Fluor® 555, geit anti-kanin (radt). Ekspomgstid: 7 sekundeB) Representativt bilde awrancisellasp.
(radt) i preparat med HNL.. Preparatene med snattéllL kjennetegnes ved at det er mange baktetiete
preparatet.
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Lokalisering av intracellulaere bakterier ved konfokalmikroskopi

De adherente leukocyttene festet seg godt til "dyerslides” av polystyrene. Cellene
var godt merket med phalloidin, og det syntes dessgom cellekjernen ble tydeligere
merket av DAPI-lgsningen sammenlignet med ProLongldGantifade med DAPI.
Preparatene bleknet imidlertid raskt ettersom #&e ivar tilsatt antifade. Ved bruk av
fluorescensmikroskop er det ofte usikkert hvonbdkterier er intracelluleert i leukocyttene
eller om de kun ligger pa leukocyttenes overflatee som kan stadfestes ved bruk av
konfokalmikroskop.

Konfokalmikroskopet viste bakterienes beliggenhet bade intracelluleed o
ekstracelluleert. Hayere forekomst av bakterierdtdeervert i HNL i forhold til PBL (Figur
20). Som vist i Figur 21 og Figur 22 kunne det gadting nedover i cellene observeres langt
flere bakterier intracelluleert i bade HNL og PBLfdrhold det som ble observert i
fluorescensmikroskop. Det ble funnet mange eksitdaesre bakterier i preparater av PBL
men fa ekstracelluleere bakterier ble registrertrépprater av HNL. De intracelluleere
bakteriene ble hovedsakelig sett i sma ansamliabjer i naerheten av hverandre. | HNL ble
bakteriene gjennomgaende funnet a ligge inntileg@inen (vist med pil, Figur 20A), og
noen fa bakterier ble registrert inne i kjerneRBIL |a bakteriene noe mer spredt i cellen (vist
med pil, Figur 20B). Det var hovedsakelig de mirgbene som inneholdt bakterier, og dette
samsvarer med det som ble observert i fluorescdmeskiop. Konfokalmikroskopi viste ogsa

at aktintradene i PBL var tydeligere sammenlignetimktintradene i HNL.

Figur 20. Konfokalmikroskopi av adherente torskeleukocytt@mrket med phalloidin (gr@nt). Cellekjernene er
merket med DAPI (blatt)d) Smittede HNL. Pilene viser at de fleste bakteri@wele) ligger i neer assosiasjon
med cellekjernenB) Smittede PBL. Pilen viser bakterier i cytoplasiBadene er tatt ved 630x forstgrrelse og

behandlet i Adobe photoshop.
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Figur 21. En serie av snitt nedover i preparat av smitted®,Pmerket med phalloidin (gregnt), i
konfokalmikroskop. Cellekjernene er merket med DARALL). A-B: Fa bakterier (rade) er synlig-F: Flere
bakterier observeres etter hvert som man snittektdiene ligger i neerheten av hverandre, ellernsami

grupper. Bildene er tatt ved 630x forstgrrelse.
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Figur 22. En serie av snitt nedover i preparat av smitteddLHmerket med phalloidin (grent) i
konfokalmikroskop. Cellekjernene er merket med DAB&t). A-B: F& bakterier (rade) er synlig-F: Flere
bakterier observeres etter hvert som man snittaktéBiene ligger i neerheten av hverandre, ellernsami

grupper. Bildene er tatt ved 630x forstgrrelse.

3.8 Pavisning av intracelluleere bakterier i B-lymf@ytter og naytrofile

granulocytter

Pa preparater med adherente PBL var det en hgy svale fargede E3D9 positive
celler. Det var faerre E3D9-positive celler i HNLnsaenlignet med PBL. Pafallende fa CO1-
positive celler ble observert bade i PBL og HNLIvsem noe flere positive celler ble
observert i HNL. Noen av cellefadde sterk cytoplasmatisk farging, og lignet pkasalier.
Ved gkt konsentrasjon av primeaere antistoffer vistellene hgyere spesifikk
fluorescensintensitet, men bakgrunnsfargen gkté ogtisse tilfellene. Det var marginale
forskjeller mellom leukocytter pa preparater somfiksert med ulike fikseringsvaesker.

Selv om det var rikelig med bakterier pa prepamtéie det observert lite eller ingen
Francisellapositive B-celler i bade HNL og PBL (Figur 23A)k&racellulzere bakterier ble
funnet i naer assosiasjon med flere ngytrofile gaoyiter bade i HNL og PBL. Bakteriene

ble hovedsakelig sett pa ytterkanten av dissersl{Eigur 23B). Det er vanskelig & stadfeste
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at bakteriene er intracelluleere i de ngytrofilengdacyttene, ettersom cellenes avgrensninger
er utydelig.

Alle kontrollene var negative ved at ingen baktebke fluorescensmerket ved bruk av
normalserum (Figur 23C), og ved at ingen leukocytte fluorescensmerket av 4D11 (Figur
23D).

C

Figur 23. Adherente leukocytter inkubert med bakterier irBeti. Leukocyttene er merket med MAb COL1 og
E3D9 (grent). Bakteriene er merket med kanin &ngincisella(radt). Cellekjernen er merket med DAPI (blatt)
A) B-celler merket med CO1, HNIB) Ngytrofile granulocytter, merket med E3D9, PRL) Negativ kontroll,
smittede PBL, inkubert med CO1 og normalsernNegativ kontroll, smittede HNL, inkubert med kaminti-
Francisellaog 4D11. Bildene er tatt ved 630x forstgrrelsebefgandlet i Adobe photoshop.

Cytospinpreparater av smittede B-lymfocytter og ngtrofile granulocytter
Det ble laget cytospinpreparater av adherente HYIPBL som var smittet me#.
philomiragia subsp. noatunensis3-5 timer ved 12 °C. Studier av adherente leyiec i

fluorescensmikroskop viste at de fa B-lymfocytteoen var tilstede, ikke inneholdt bakterier.
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Cytospinpreparater ble ogsa laget av leukocytteittsimi suspensjon. Da det var av stor
interesse & undersgke om B-lymfocyttene inneholdktdsier, ble det ogsa laget
cytospinpreparater av ML, som er vist & inneholdstfB-lymfocytter i torsk (Rgnneseét
al., 2007). Generelt ble det observert fa bakterigflymfocyttene, ogsa i ML, men enkelte
B-lymfocytter med bakterier ble funnet (Figur 24B\, F, G). Pa Figur 24B vises ogsa en B-
lymfocytt med apoptotisk kjerne (markert med gu.pi

Pa preparater med E3D9 positive leukocytter bladvan sett i neer assosiasjon med
cellene og befant seg i de fleste tilfeller pankamten av disse. Det var likevel tydelig at noen
av bakteriene forekom intracelluleert i de ngytefijranulocyttene (Figur 25A-D), og
eksempler pa celler med bakterier er markert mied pi

Kontrollene som bestod av den isotypiske kontrod®11 samt normal kaninserum

var negative.
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Figur 24. Cytospinpreparater av smittede leukocytter, merked MAb, CO1 mot B-lymfocytter (grgnt).
Bakteriene er merket med kanin aRtancisella (rgdt). Cellekjernene er merket med DAPI (bla®)
Adherente B-lymfocytter, PBL, 630xB) B-lymfocytter fra hele leukocyttsuspensjonen, PBi30x. C)
Adherente B-lymfocytter, HNL, 630xD) B-lymfocytter fra hele leukocyttsuspensjonen, HMIOOx. E-F:.B-
lymfocytterer fra hele leukocyttsuspensjonen, MQOA. G) B-lymfocytter fra hele leukocuttsuspensjonen, ML.
De to gverste bildene er tatt med 400x forstgrredgede to nederste er tatt med 630x forstarrélsée piler
viser celler med intracellulaere bakterier. Gulviser apoptotisk B-lymfocytt. Alle bildene er beldet i Adobe
photoshop.
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Figur 25. Cytospinpreparater av smittetirikocytter, merket med MAb mot ngytrofile granuitier (gragnt) og
bakteriene er merket med kanin aftancisella (radt). A-B: PBL C-D: HNL. Pilene viser eksempler pa

leukocytter med intracellulaere bakterier. Bilden¢aét ved 630x forstarrelse og behandlet i Adobetpshop.

Konfokalmikroskopi av smittede B-lymfocytter og ngyrofile granulocytter

Flest naytrofile granulocytter ble observert i PBE3D9- positive leukocytter ble ogsa
observert i HNL, men sveert f4 ble observert i MletDvar f& B-lymfocytter blant de
adherente leukocyttene, men flere B-lymfocytterfolenet pa cytospinpreparater av smittede
leukocytter i lgsning bestaende av adherente og-ddherente celler. Generelt ble flere B-
lymfocytter observert for HNL enn for PBL. Mest Baffocytter ble imidlertid funnet i ML.

Starst mengde bakterier ble funnet pa preparater ML, hvor de fleste bakteriene
befant seg intracellulzert. Dette ble blant anntt\eel at bakteriene 14 i naer assosiasjon med
DAPI-merkede kjerner av ellers umerkede leukocytearkert med pil, Figur 26A). Det ble
observert pafallende lite bakterier intracelluléamytrofile granulocytter, og ekstracellulaere
bakteriene ble ofte observert pa cellenes overflats hgye bakterieantallet pa Figur 26C

gjor at det er vanskelig & fastsla om bakterienéntacelluleere eller om de ligger pa
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overflaten av de ngytrofile granulocyttene. Det kardlertid synes som at bakterier befinner
seg intracelluleert i minst én av disse cellene keramed pil). P& Figur 26B, ser det ogsa ut
som at bakterien befinner seg intracelluleert i radye granulocytter i HNL (markert med
pil).

Det var fa B-lymfocytter som inneholdt bakterieg, det var fa bakterier per celle. Det
tredimensjonale bildet i Figur 27 samt i snittsersm er vist | Figur 28, viser tydelig at det
forekommer bakterier intracelluleert i smittede Bafpcytter.

Figur 26. Konfokalmikroskopibilder av smittede leukocyttéy) HNL (adherente) er merket med CO1 (grant)
og kanin antiFrancisella(rgdt). B) HNL (adherente og ikke-adherente) er merket meB%EQront).C) PBL
(adherente) merket med E30D) PBL (adherente og ikke-adherente) merket med E&@8ekjernene i C) og
D) var darlig merket og ble ikke tatt med. Pilerisev eksempler pa celler med intracelluleere bakteAlle

bildene er behandlet i Adobe photoshop.
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Figur 27. Tre-dimensjonalt bilde av en B-lymfocytt fra mitellen vises fra forskjellige vinkler og viser sl

at bakterien er intracellulzer.
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Figur 28. A-F: Serie av snitt gjennom en B-lymfocytt fra milt, soydelig viser at bakterien er intracelluleer.

3.9 Elektronmikroskopi (TEM)

Ved studier i TEM var det vanskelig & observErghilomiragia subsp.noatunensis
intracelluleert i leukocyttene, men vi kunne anta@n av de elektrontette strukturene som vi
observerte var bakterier. Snittene av de smitted&dcyttene pa 60 nm, var muligens noe
tykt. Flere forfattere rapporterte om elektronms&opi av snitt som var 40 nm ved
evaluering a\F. tularensisintracelluleert i leukocytter. Ultrasnitt ble derfiaget uten at dette
ga noe endret resultat. Figur 29 viser et reprasehbilde fra TEM hvor det ble funnet en

elektrontett struktur som kunne ligne bakterie.
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Figur 29: Elektronmikroskopi av smittede HNL. | vakuolen kawan se en elektrontett struktur som kan ligne en
bakterie (markert med pil). Det er imidlertid vaay & stadfeste hvorvidt det er en bakterie eilkde.

Tykkelsen pa snittet var 60 nm.

3.10 Dyrkning av bakterier fra smittede adherente éukocytter

| det farste forsgket som ble gjort ble suspensj@we smittede, lyserte adherente
leukocytter saddd ut pa agar uten tilsatt ampicillindette forsgket ble det utelukkende
observert noen gule kolonier av en ukjent baktgde agarskalene, noe som tyder pa
kontaminering ettersom kolonier &vancisellasp. kjiennetegnes ved at de er typisk gra-hvite.
Kontaminering forekom selv om det til enhver tid @abeidet sterilt. Pa agarskaler som var
inkubert med renkultur ble det kun observert kadoravF. philomiragiasubsp noatunensis
og det ble derfor antatt at kontamineringen forekorder isoleringsprosedyren.

Det er kjent aFrancisellasp. er en darlig konkurrent som i de fleste figfetaper i
konkurranse med andre bakterier. Pa bakgrunn de bt ampicillin tilsatt agarskalene og
det samme forsgket ble gjentatt. Dette redusedklgmene med kontaminering, selv om det
innimellom kunne observeres 1-2 gule kolonier awkjent bakterigpd noen av agarskalene.
Den ukjente bakterien kunne ikke observeres paskgkar hvor det var sadd ut renkultur av
Francisella

Figur 30 viser representative resultater fra foesgRa agarskaler med renkultur kan
man se et tykt lag av bakterien over agaroverfléégur 30A), mens pa agarskaler hvor det

var sadd ut suspensjon av smittede, lyserte ledterckan man se tydelige kolonier &v
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philomiragia subsp.noatunensigFigur 30C-F). Det ble gjennomgéaende sett flerehiar pa
agarskaler med smittede HNL sammenlignet med PBLuntak forekom imidlertid ved
smitteeksponering i 6 timer, hvor noe flere koloride observert i PBL. Det var imidlertid
stor variasjon i antall CFU mellom de parallell@ighe.

Flest kolonier ble observert pad agarer med lyséfdl som var eksponert for
bakterier i 24 timer. Det vokste ogsa rikelig meakterier pa agarskaler hvor mediet med
ekstracellulzere bakterier var sadd ut etter endltetid. Bakteriene 1a som et tykt lag over
hele agaroverflaten, som er indikasjon pa storeguenekstracelluleere bakterier. Smittede
leukocytter som var inkubert med ulike konsentnagjoav gentamicin (50 pg/ml, 100 pg/ml

eller 150 pg/ml) i L-15 i forkant av lysering ogsatng pa agar viste ingen kolonier.
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Figur 30. Bakterier pa cystein hjerte agar (CHA) med 5 % blgk A) Representativt bilde av agar hvor det var
sadd ut ekstracellulzere bakterier i L-15 medium stenfiernet etter inkuberindd) Agar hvor det var sadd ut
lyserte leukocytter etter inkubering i 2 timer n&@ pg/ml gentamicin i L-15 mediun€) Agar hvor det var
sadd ut lyserte HNL etter smitte i 4 tim&) Agar hvor det var sadd ut lyserte PBL etter smiitdetimer. E)
Agar hvor det var sadd ut lyserte HNL etter smitit timer.F) Agar hvor det var sadd ut lyserte PBL etter

smitte i 24 timer.
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4.0 Diskusjon

Francisellose er i dag den viktigste sykdommenpdoett av Atlantisk torsk, og dens
alvorlighetsgrad er bekymringsfull. Det er storhbe for gkt kunnskap rundt bakteriens natur
og virulensfaktorer. | likhet med flere andre imHuleere bakterier er det velkjent at flere
Francisellaarter oppholder seg og formerer seg i fagocyttisiéer hos pattedyr. Basert pa
fluorescensmerking med leukocyttspesifikke antfstoff tillegg til antiserum mot bakteriene,
ble det i dette studiet vist drancisella philomiragiasubsp. noatunensisforekommer
intracelluleert i fagocyttiske celletyper hos tor$torsgk som ble gjort videre i oppgaven
indikerte dessuten at bakterien formerer seg idgigene. Dette kan veere en sentral faktor i

utviklingen av sykdommen.

Dyrkning av Francisella philomiragiasubsp.noatunensis

Dyrkningsmediet og dyrkningsforholdene som ble ey var velegnet for
kultivering av F. philomiragia subsp.noatunensis| smitteforsgkene skulle det anvendes
bakterier som var seint i den eksponentielle vakstfi, og en vekstkurve basert pd malte
ODsoonnrverdier ble derfor utarbeidet. Vekstkurven varrogeluserbar ettersom flere forsgk
viste ngyaktig samme vekstforlgp, og ga en god sikteover nar bakteriene tidsmessig
befant seg i de ulike vekstfasene. Etter den elaqtaaile fase starter den stasjonaere fase der
neeringsstoffene i dyrkningsmediet minker, og somgefeav konkurranse kan det pa dette
tidspunkt befinne seg bade levende og dede bakterieediet. Da det er viktig a bruke
levende bakterier i smitteforsgk, bIE. philomiragia subsp. noatunensisfra den
eksponentielle fasen benyttet i disse forsgkenekteBianes overflatestrukturer og
ekstracelluleere produkter vil dermed veere mer Ietabellom forsgk, og en slik prosedyre
kan derfor styrke reproduserbarheten.

Ved utarbeidelse av vekstkurven og ved flere asdkene, ble bakteriekulturen sadd
ut pa cystein hjerte agar (CHA) med 5 % sauebladéfoserifisere at kulturen ikke var
kontaminert med andre bakterier. Agarskalene blaibdart ved 20 °C, som er optimal
temperatur ved dyrkning &v. philomiragiasubsp.noatunensis in vitrgOttemet al, 2007b).

F. philomiragiasubsp.noatunensi®r imidlertid en bakterie med sakte vekst og ki@oble
ofte ikke observert far etter 10-14 dager. Dyrkeimgiste alltid renkultur af#. philomiragia
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subsp.noatunensisuten andre bakterier til stede. | forbindelse net¢idsmitteforsgk hvor
lyserte torskeleukocytter var platet ut pa agar,d#t observert en ukjent bakterie og veksten
av F. philomiragiasubsp.noatunensipad CHA med 5 % saueblod var da fravaerende eller la
Det er kjent aFrancisellaer lite konkurransedyktig, og klarer seg darligpimbinasjon med
andre bakterier (Mikalseat al, 2009). Ved a tilsette ampicillin (5 pg/ml) i aga vil en
kunne hemme oppvekst av andre bakterier i tilfelleor det kan veere fare for at andre
bakterier er til stede. Veksten dv philomiragia subsp. noatunensisvil ikke affiseres
ettersom denne bakterien er resistent mot mange fribiotika, inkludert ampicillin (Ottem
et al, 2007a).

Pa CHA med 5 % saueblod hvor det var sadd ut Hakdening med like OBonnr
verdier fikk vi ikke reproduserbare antall CFU mfaeskalene. Arsakene til dette er ukjent. En
mulig arsak kan veere at bakteriene aggregererreseédler mindre grad, slik at kolonitallene
varierer. Vanskelighetene med a fa reproduserbdd @edfgrte at konsentrasjonen av
bakteriene som ble brukt i forsgkene ikke kunnemeses. Dette er grunnen til at
bakterielgsningen i stedet males veds6Rh

Antiserum mot Francisella philomiragiasubsp.noatunensis

Ved produksjon av det polyklonale antiserumet kaami+rancisella er kaninen
immunisert med hele bakterien. Kaninen kan da ek spesifikke antistoffer mot flere
bakteriekomponenter. Ved hjelp av Western blotiEadSA ble det verifisert at kanin anti-
Francisella var sveert reaktivt mot komponenter &v philomiragia subsp. noatunensis.
Immunoblottet viste seerlig tre komponenter med kstenmunreaktivitet. Ved bruk av
Western blott og ELISA ble det ogsa vist at norealmet fra kanin (@~472) ikke inneholdt
spesifikke antistoffer mofrancisella og derfor var godt egnet som negativ kontroll i
forsgkene.

Reaktiviteten av antiserum fra torsk mBt philomiragia subsp. noatunensisbar
undersgkes i videre forsgk, da kanin og torsk kiae ulike immunsvar. Schrgdet al,
(2008) fant at antiserum fra immunisert torsk visterk respons mot éRrancisella
komponent pa ca. 20-25 kDa. De viste ogsa at é&emam fra kanin var seerlig reaktivt mot
en komponent pa ca. 20 kDa. Selv om figuren i kefdn er litt utydelig, synes det likevel
som at komponenten som er beskrevet er identiskkmeghonenten som vi observerte pa ca.
25 kDa. | kontrast til forsgket som ble gjort i dermasteroppgaven fikk ikke Schrgéeal.,

(2008) spesifikke band for de to andre komponenteagken fra kanin-antiserum eller fra
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torske-antiserum. | likhet med Schrg@eml, (2008) kunne vi ikke observere sterke band for
de reaktive komponentene ved proteinsglvfarging.sieeke bandene pa Western blott kan
derfor skyldes antistoff som reagerer med glykasgleroteiner. Det ville veert interessant a
karakterisere komponentene som ble funnet ved inosiotting for & finne om de kan ha
betydning for sykdomsutvikling og immunsvar. En kmment fraF. victoria, isolert fra
tilapia (Oreochromis niloticus nilotic)sog som var sterkt immunogen i kanin, ble ogsé&is
ha molekylvekt pa ca. 20 kDa. Denne komponenterkdnakterisert som et lipooligosakkarid
(Kay et al, 2006). | en nylig publisert artikkel av Bonquéttal, (2008) ble det rapportert at
tre proteiner (23 kDa, 47 kDa, 59 kDa) som var wistl immunoblott, var essensiell for
overlevelse og replikasjon aW. tularensisLVS i makrofagene. | immunoblott mek.
philomiragia subsp. noatunensisviste antiserumet fra kanin reaktivitet mot antige i
tilsvarende stgrrelsesorden. Det bgr undersgkesaotiserum fra torsk har tilsvarende

reaksjonsmgnster.

Optimalisering av dyrkningsbetingelser for adherene leukocytter

Leukocytter ble inkubert i 1 og 2 dggn for & finoptimal inkuberingstid for god
cellekvalitet og lite celleaggregering pa preparae dyrkede HNL og PBL. P& preparater
med dyrkede PBL ble det observert en rekke DARJdde runde kjerner, samt celler som
hadde rullet seg opp, ved inkuberinger bade i 2 dgign. De runde kjernene stammer trolig
fra apoptotiske leukocytter. Apoptose er blant areve viktig funksjon for & opprettholde
homeostase og for immunomodulerende mekanismenKénderget al, 2008), og kan sees
ved kondensering av kjernen og cellekrymping (Sgeteal, 1995). Senere i prosessen kan
fragmentering av kjernen observeres. Ved hjelp jamnkfarging ble disse karakteristikkene
vist av Laiet al, (2008), og hadde likhetstrekk med det som blgepkert i dette studiet.
Problemet med redusert cellekvalitet for PBL vaengiomgaende ved alle forsgkene, og
skyldes dermed ikke individforskjeller. Ingen ligrie tendenser ble observert for HNL.
Muligens er PBL mer sensitive ved isoleringsprosedyog/eller stiller andre krav til
inkuberingsbetingelsene. Ngytrofile granulocyttar Rort levetid og det er vist at etter 48
timer i kultur, vil overlevelsen synke betrakte([§ecombes, 1996). Sgrensenal, (1997)
rapporterte at adherente granulocytter fra HNL toosk, rundet seg opp og lgsnet i lgpet av
de farste dagene i kultur. Den store mengden nidgtrgranulocytter (84 %) i torskeblod
(Reonnesetlet al, 2007), gjgr ogsa at det er neaerliggende & tmeadpoptotiske cellene er

ngytrofile granulocytter. Men en kan ikke utelukieandre celletyper i torskeblod gar lett i
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apoptose, og man vet heller ikke med sikkerhet @mdytrofile granulocyttene har kort
levetid i teleoster. | videre forsgk bgr andre indingsforhold utpraves, inkludert noe lavere
temperaturer og/eller et kortere inkuberingstidnmisiko for darlig cellespredning vil kunne
veere et dilemma. Steiret al, (1998) rapporterte at 4-6 °C var optimal temperaed
kultivering av torskeleukocytter. Lave temperatuved inkubering med-. philomiragia
subsp.noatunensiger sannsynligvis lite gunstig da det er vist dtsten avF. philomiragia
subsp.noatunensis in vitrogr sveert darlig ved temperaturer under 10 °C (@#¢ al,
2007b). Muligens bgr inkuberingstemperaturen gkiés12 °C (temperatur brukt i
smitteforsgkene i dette studiet) ved tilsettingoakterier. Hvorvidt temperaturendringer fra 4-

12 °C vil pavirke torskeleukocyttene er ukjent.

Merking av adherente leukocytter

Phalloidin og kanin anti-TO ble anvendt for merkiag adherente leukocytter.
Resultatene viste blant annet at phalloidin vaegeét for merking av cytoskjelettet i bade
HNL og PBL. Noen fa kjerner uten cytoplasma kunysetpa at noen leukocytter ikke ble
merket av phalloidin, men muligens har disse cebenytoskjelett blitt vasket bort under
merkeprosedyren. Ved studier i fluorescensmikroskear aktintradene tydeligere i
leukocytter fra blod sammenlignet med leukocyttartfodenyre.

Antiserumet kanin anti-TO har tidligere veert braktmerking av lakseleukocytter
(Sviland, 2008). Antistoffet fungerte ogsa sveaera bil fluorescensmerking av torske-
leukocytter pa bakgrunn av at felles epitoper forekner i leukocyttene fra laks og torsk. |
forhold til phalloidinmerkingen syntes det som aerflere torskeleukocytter ble merket av
ka-TO, og selv rundt de apoptotiske kjernene ble nellemateriale merket. Dette kan
indikere at kanin anti-TO er reaktivt med en rekkéekomponenter.

Det var mest hensiktsmessig & benytte phalloidiidére smitteforsgk da kanin anti-
TO er lite egnet til forsgk hvor det dobbeltmerkaesd antiserumet kanin arirancisella
Dette er fordi konjugat spesifikk for kanin IgG kesagere med begge antistoffene. Det finnes
imidlertid prosedyrer for & dobbeltmerke med tdstoffer som er produsert i samme art, som
for eksempel ved & direktemerke antistoffene méke uluorokrom. Denne metoden ville

tidsmessig veert lite praktisk i forbindelse medsfakene gjort i dette studiet.
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Pavisning avFrancisella philomiragiasubsp.noatunensisi phalloidinmerkede
leukocytter

Det er etter det vi kjenner til ikke publisert noartikler der Alexa Fluor® 488
phalloidin er brukt til merking av torskeleukocyttémidlertid har McCarthyet al, (2008)
nylig publisert en artikkel der stoffet var benyttié merking av aktin i lakseleukocytter ved
smitteforsgk med den intracelluleere bakteRestirickettsia salmonis

Ved permeabilisering av cellemembranen vil antfstoftrenge inn i cellene og
spesifikke antistoffer vil kunne binde seg til koomgnter, som blant annet intracelluleere
bakterier (Roseet al, 1991). Fluorescensmikroskop ble benyttet foragige og lokalisere
fluorescensmerkede bakterier i leukocyttene. Detikavel noe usikkert hvorvidt bakteriene
var intracelluleert i de leukocyttene, eller om de Yestet til celleoverflaten. | forsgk der
hensikten er & undersgke om bakteriene forekommb@icellulzert er det sveert viktig a skille
intracellulzere bakterier og bakterier som er fesiletelleoverflaten. For & verifisere at
bakteriene befant seg intracelluleert ble prepaeaterdersgkt i konfokalmikroskop, der det
ved snitting nedover i cellene var mulig a visednelluleere bakterier i leukocyttene.

Studier av smittede HNL, bade i fluorescensmikopskg konfokalmikroskop, viste at
en mengde bakterier befinner seg intracelluleerhdldsvis mange leukocytter var infisert og
fa ekstracelluleere bakterier ble observert. Veddistu i fluorescensmikroskop var
tilstedeveerelsen av bakterier i PBL overraskende Vaed bruk av konfokalmikroskop og
snitting nedover i cellene ble det imidlertid sttt at flere bakterier var til stede
intracellulzert i PBL.Dette viser viktigheten av a ta i bruk flere vesktged analyser av
intracelluleere bakterier.

Makrofager er kjent for & veere store, sterkt fatpiske celler, og blir ansett som
hovedvert for overlevelse og replikasjonrancisellasp. Det var derfor overraskendeFat
philomiragia subsp. noatunensisofte ble registrert i de minste leukocyttene i égre.
Bakteriene som ble pavist intracelluleert i HNL s regel i ansamlinger, noe som kan
antyde at bakteriene er avhengig av hverandresaaegdreellen, men kan ogsa skyldes andre
egenskaper av bakterien. Quorum sensing, som &renfor bakteriekommunikasjon, kan
heller ikke utelukkes. En slaende observasjon \abakteriene ofte ble funnet i neer
assosiasjon med kjernen, og noen bakterier ble mgétrert inne i kjernen. Det er ukjent
hvilke konsekvenser dette medfgrer, men kan muligere til at cellens funksjoner endres.
Det er vanskelig & si om de intracelluleere bakierier levende eller dgde, og markarer eller

gode metoder for & pavise levende bakterier vitlrtwerdifullt i denne sammenheng. Det
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ville veert interessant & studere hvorvidt baktersebeliggenhet i leukocyttene endres over
tid.

| PBL l& intracelluleere bakterier noe spredt iopjasma. Ogsa her ville det vaere
interessant & observere endringer i bakterienesggesihet over tid. Ettersom det
giennomgaende ble observert mange ekstracellulaiterier pa preparater av PBL ble det
utfart et smitteforsgk med lenger inkuberingstid t(@er) av PBL og bakterier. Dette
medfgrte tilsynelatende ikke gkt andel av smittieddxocytter, men det syntes som at flere
bakterier var til stede i hver av de smittede celeDet kan spekuleres om dette skyldes
bakteriereplikasjon, ettersom det blant annet grati formering a¥. tularensisi makrofager
starter 4-24 timer etter at bakterien er tatt omellen (Loegringet al, 2006). Dersom en
replikasjon har forekommet vil det forventes atexe blir apoptotiske etter en tid (Sjostedt,
2006). Muligens kan flow cytometri benyttes for ddarsgke om replikasjon forekommer
intracelluleert, og eventuelt ved hvilket tidspurdgplikasjonen starter.

En fakultativ intracelluleer bakterie, sdm philomiragiasubsp.noatunensishar evne
til & vokse bade intracellulaert og ekstracelluldorestalet al, (2007) fant afF. tularensisi
blod fra infisert mus hadde en signifikant eksthatzr fase ved at flertallet av bakteriene
eksisterte i plasma istedenfor a oppholde segkioleyttene. Ved en slik ekstracelluleer fase
kan man ikke utelukke at humoral immunitet utgjarvesentlig rolle. Bakterien kan trolig
nyttiggjere seg av komponenter fra celler ellerdolor & vokse og reprodusere seg. Dersom
F. philomiragia subsp.noatunensishar en slik evne kan dette veere en viktig faktmr f
utviklingen av sykdommen.

Det kan veere viktig & stadfeste #gmphilomiragiasubsp.noatunensisar kapsel, da
denne kan bidra til intracellulzer overlevelse (Bailbet al, 1990; Gutenberger, 1997). Forsgk
hvor kapselen p&. tularensiser fiernet tyder pa at bakterien blir mindre vintl§Nano &
Elkins, 2006). | et forsgk med gilt-head seabre&paus auratad..) utfart av Arijoet al,
(1998), ble det funnet stor forskjell i makrofagéagocytoseaktivitet dePhotobacterium
damsela subsp. piscicida uten kapsel ble fagocyttert i stgrre grad samrgeati med
Photobacterium damsekubsppiscicidamed kapsel. Det ble likevel ikke funnet signifikan
forskjeller i baktericidal aktivitet mot de to uékstammene.

Torsken som ble brukt i forsgkene viste ingen tegninfeksjon med bakterier.
Antiserum mot Francisella paviste heller ingen bakterier ved merking av utsdé
torskeleukocytter. Ved smitteforsgk er det av vdggbetydning at bakteriene som brukes i
forsgkene er levende. Ved smitteforsgkene i détidies ble det benyttet bakterier fra kultur

som var i sein eksponentiell vekstfase, og det sxaert god vekst pa agarskalene hvor
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bakterielgsningen som ble benyttet i forsgket atep ut. Dette viser at bakteriene var

levende ved inkubering med leukocyttene.

Pavisning avFrancisella philomiragiasubsp.noatunensisi ulike leukocytter ved bruk av
MADb

Det finnes i dag MAb som er reaktive med ngytrofifanulocytter og B-lymfocytter i
torsk (Re@nnesetht al, 2007). Ettersom de fleskrancisellaarter er rapportert a formere seg
intracelluleert i makrofager hadde det veert gnskefigd et monoklonalt antistoff mot
makrofager og monocytter i torsk. Kdllnet al, (2001) beskrev et monoklonalt antistoff
(MAb 45) mot makrofager og monocytter i regnbueri@ette antistoffet viste ingen
kryssreaksjon med andre celletyper. MAb mot mortecihakrofager i torsk er sa langt vi

kjenner til ikke beskrevet.

Francisella philomiragiasubsp.noatunensisi B-lymfocytter
Det er noe uklart om B-lymfocytter fra fisk er adérete. Blant annet omtaler et al, (2006)
B-lymfocytter fra grret som celler med ikke-adheecegenskaper. | smitteforsgkene med
merking av adherente torskeleukocytter i brannep@dgytospinpreparat ble det observert lite
B-lymfocytter bade fra hodenyre og blod. Videre fileav disse adherente B-lymfocyttene
observert i assosiasjon med bakterier, og det gasuten usikkert hvorvidt bakterier befant
seg inne i eller utenpa celleor & kunne fastsla om B-lymfocyttene inneholdtteekr, ble
det besluttet a lage cytospinpreparater fra sngittedkocytter i suspensjon for a fa med flere
B-lymfocytter. Ved a sentrifugere lgsningen medttade leukocytter over en BSA matte ble
de fleste ekstracellulzere bakterier fijernet. Dg#ieet forbedret resultat som gjorde det enklere
a skille mellom de gjenveerende intracelluleere agrakelluleere bakteriene. Seerlig mange B-
lymfocytter ble funnet i milt, som samsvarer medsfiket gjort av Rgnneset al, (2007).
Preparatene ble undersgkt bade i fluorescens- ofpkalmikroskop og viste lite bakterier i
assosiasjon med B-lymfocytter, men det var tydé&igkomst av intracellulaere bakterier i
noen av dem. | kontrast til det som ble sett vedfédkalmikroskopi av phalloidinfargede
adherente leukocytter, hvor flere bakterier 1a rimeen av hverandre i samme celle, var det
interessant dtrancisellapositive B-lymfocytter ikke inneholdt mer enn Ibakterier.

Infeksjon med intracelluleere bakterier i B-lymfaeyter lite studert og fa artikler er

publisert (Krocovaet al, 2008). Det er etter det vi kjenner til ikke psbtt noen artikler som
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omhandlerF. philomiragia subsp. noatunensisi B-lymfocytter hos torsk. Nylig er det
publisert en artikkel hvor Krocowet al, (2008) fant aF. tularensisadhererer til og invaderer
B-lymfocytt-cellelinjer fra bade mus og menneskag,der over 20 % av B-lymfocyttene var
infisert. De samme forfatterne fant videre at dwt det meste var én og aldri mer enn to
bakterier i hver B-celle. Dette samsvarer med det ble observert fof. philomiragiasubsp.
noatunensis B-lymfocytter hos torsk i dette studiet. Krocogtal, (2008) observerte ogsa
apoptotiske B-lymfocytter i flere cellelinjer somarv smittet med levende bakterier.
Apoptotiske B-lymfocytter ble ikke observert ved iger med dgde bakterier, og det kan
derved stilles spgrsmal om apoptose av B-lymfocykgldes formering av bakteriene slik
det er beskrevet for livssyklusen El tularensisi makrofager (se Figur 5). Imidlertid kan
apoptose veere forarsaket av flere alternative fdrlsmm intracelluleer signalisering fra
naerliggende vertsceller, sekrerte proteiner elieira bakterielle komponenter (Krocoea
al., 2008). | ett av preparatene der forekomst awvtdoa i B-lymfocytter ble studert i
fluorescensmikroskop, ble det observert en apghktdgerne i en B-lymfocytt. Dette kunne
stadfestes ved at B-lymfocytter i utgangspunktké ikar polymorfonukleger kjerne. Ettersom
cellen ikke var dyrket pa en overflate var den”fgnn” til at den kunne snittes gjennom ved
konfokalmikroskopi. Det hadde imidlertid veert irgssant a fa bekreftet om denne B-
lymfocytten inneholdt intracelluleere bakterier. Btindikasjoner pa at B-lymfocytter hos
torsk kan veere profesjonelle fagocytter (Qverlahdl, 2009, manuskript), noe som bgr tas i
betraktning da det er mulig at disse cellene fageogr bakterien. Dersom B-cellene infiseres
ved sykdom vil trolig en vaksine mot sykdommen bgrienset effekt.

Hvilke konsekvenser intracelluleere bakterier kardfmeer for B-lymfocyttene er lite
studert. Det er imidlertid vist at bakterier i Bajocytter kan veere sveert alvorlig. Ved
eksponering for den intracelluleer bakteridnisteria monocytogenesble humane B-
lymfocytter pavirket i form av tap av overflatemiojger, cellesvelling, poredannelse,
membran gdeleggelse og apoptose (Mestal, 2003).

Det kan ikke utelukkes at noen av de COL1 positelene er plasmaceller ettersom
plasmacellene er IgM-positive. Ved permeabilisenigantistoffet kunne trenge inn og pa
denne maten ogsa merke plasmacellene. Plasmaeelléhke vist & ha fagocytterende
aktivitet, og det er derfor mulig & philomiragiasubsp.noatunensisar evne til & infisere

disse cellene.
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Francisella philomiragiasubsp.noatunensisi ngytrofile granulocytter

Flest nagytrofile granulocytter ble funnet i PBL, egeert f4 ble funnet i ML. Dette
samsvarer med det som ble beskrevet av Rgnnesetal, (2007). Det ble funnet
intracellulzere bakterier i ngytrofile granulocytbéde fra hodenyre og blod, men bare en liten
andel av cellene inneholdt bakterier. | likhet ntgdncisellapositive B-lymfocytter ble det
sjelden observert mer enn 1-2 bakterier i hver avndytrofile granulocyttene. En rekke
bakterier ble imidlertid observert i naer assosiasied de ngytrofile granulocyttene ved at de
befant seg pa celleoverflaten. Dette ble obsenarhengig av inkuberingstid for leukocytter
og bakterier, og lenger inkuberingstid gkte ikkeekmmsten av bakterier i leukocyttene.
Hvilke faktorer som gjgr at bakteriene adherelerdileoverflaten av ngytrofile granulocytter
er forelgpig ukjent.

Flere obligate og fakultativ intracelluleere baleerier rapportert & overleve og
reprodusere seg i ngytrofile granulocytter (Laskagl, 2008), og det er vist & tularensis
ogsa har en slik evne. P4 samme mate som for Balgytter kan tilstedevaerelsen av bakterier
i ngytrofile granulocytter indikere &. philomiragia subsp. noatunensisinfiserer disse
cellene. P& bakgrunn av den lave prevalensen aterimki B-lymfocytter og ngytrofile
granulocytter er disse celletypene sannsynligug igrimaere vertsceller féf. philomiragia
subsp.noatunensisKun ett patogenAnaplasma phagocytophilyner per i dag rapportert a
ha ngytrofile granulocytter som hovedvertscellesidaget al, 2008).

Forekomst avFrancisella philomiragiasubsp.noatunensis andre celletyper

Dette studiet viser at ngytrofile granulocytter &glymfocytter hos torsk ikke
hovedvertsceller foF. philomiragiasubsp.noatunensisObservasjon av bakterieansamlinger
i andre adherente leukocytter, sett ved phalloi@irkimg, viser atF. philomiragia subsp.
noatunensishar preferanse for andre celletyper. Fra pattedydet kjent aFrancisella sp.
hovedsakelig oppholder seg i mononuklezere fagacyttemuligens gjelder dette ogsa far
philomiragia subsp.noatunensisos torsk. Det er velkjent at monocytter og makyefafra
teleoster har sterke adhereringsegenskaper (Sarexisal, 1997), og det er dessuten
rapportert om store mengder makrofager i hodenyegburg-Van Kemanadet al, 1994).
Ved phalloidinmerking ble det observert hgy forekbmv intracelluleere bakterier i HNL, og
det er derfor sterke indikasjoner pa at makrofagenbovedvertscelle fof. philomiragia
subsp. noatunensis Det kan ogsa veere sannsynlig at intracellulzeretedar i PBL

forekommer i monocytter. P& grunn av mangel paifikles markgrer, er det imidlertid ikke
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mulig & fastsla med sikkerhet om det er makrofagemonocytter som er hovedsete For
philomiragiasubsp noatunensis

Ved hjelp av TEM karakteriserte Sgrenseinal, (1997) hodenyremakrofager fra
torsk, og viste at det er mulig & morfologisk diéfiesiere makrofagene fra andre celler. Dette
fordi makrofagene inneholder fa granuler, og hangeavakuoler til stede i cytoplasma. | et
smitteforsgk som ble utfert i forbindelse med demppgaven ble TEM benyttet for a
observere bakterien intracellulzert i adherentedeyiter fra hodenyre. Flere av cellene lignet
makrofager i henhold til morfologiske karakteriggk som beskrevet av Sgrensenal,
(1997). Det var imidlertid vanskelig & observer&tbaer i disse cellene. P& bakgrunn av det
som ble observert i konfokalmikroskop skal det veéhmy forekomst av intracelluleere
bakterier i adherente HNL, saerlig etter smitte fiMder, og det er mulig at starrelsen pa
snittene ikke var optimale for & se bakteriene.ni@tode som innebaerer gullmerking av
antistoff mot bakteriene ville trolig gjort det dake & lokalisere bakteriene i cellene.

Det er kjent at fiskens fagocytter, seerlig makrefagspiller en essensiell rolle i
forsvaret mot bakterielle infeksjoner. Oliviet al, demonstrerte i 1985 ved vivo forsgk at
fisk med redusert eller blokkert fagocyttfunksjomdde betydelig redusert sykdomsresistens
mot bakterier. P& bakgrunn av at makrofagene hy lavetid, kan de muligens utgjgre en
biologisk nisje som tilrettelegger forholdene fotviklingen av subakutt eller kronisk
infeksjon som videre forbindes med granulomdann@seiciel, 1999).

En flow cytometri metode er pabegynt for & beregmeall leukocytter med
intracellulzere bakterier, bade fra hele cellesusjoeer og distinkte celletyper. | denne
sammenheng ville det vaert interessant & undersakauzlle endringer i smittede leukocytter
fra badein vitro ogin vivo forsgk ved gkende temperaturer, ettersom det regpsrom flest

sykdomsutbrudd ved hgyere sjgtemperaturer.

Francisellasvei inn i vertscellene

Forsgk med TEM ble gjort for a observere eventumiptak av bakterien i
leukocyttene. A definere prosessen for opptak kasmevviktig i forstaelsen av bakteriens
virulensmekanismer. Adherente HNL ble inkubert #4 Ximer far fiksering, og ettersom
fagocytose ikke ble observert er det mulig at denreffer pa et tidligere tidspunkt. Dette bar
tas i betraktning i videre studier av bakterienptagsmekanismer. Det er vistRttularensis
blir tatt opp i makrofager ved sakalt "looping fagtose” (Clemengt al, 2005). Fagocytose

kan derfor veere en mekanisme som bakteriene utrigttda komme seg inn i cellen.
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Clemens & Horwitz (2007) beskrev et forsgk hvorampserteF. tularensisbakterier
og humane makrofager ble blandet ved 4 °C og fement for & gke kontakten mellom
bakteriene og cellene. Videre ble makrofag-baktéoenplekset varmet til 37 °C i 3-5
minutter for & initiere fagocytose far de til slbte fiksert for TEM. En slik oppvarming er
ikke mulig for F. philomiragiasubsp.noatunensis torskeleukocytter da denne temperaturen
vil vaere hgy for bade bakterier og torskecellert Kdmne likevel veert interessant a undersgke
om fagocytose a¥. philomiragiasubsp.noatunensigorekommer ved temperaturer over 12
°C. Lite er kjent om cellenes kvalitet ved hgyammperaturer, men da det om sommeren kan
komme opp i temperaturer pd over 18 °C i sjgen,der grunnlag for a tro at
torskeleukocyttene taler 3-5 minutter oppvarmin@®-22 °C som er optimal temperatur for
dyrkning avF. philomiragiasubspnoatunensis in vitro

| TEM forsgket som ble utfart i forbindelse medtdedtudiet kunne ikke fagocytose
observeres. Scanning elektron mikroskop (SEM) bamyttes i videre forsgk, da det er
mulighet for at det er enklere & observere en exdifiagocytose, samt bakterier som adherer
til celleoverflaten. Opsonisering av partikler glelheransen til makrofager (Rose & Levine,
1992; Matsuyamat al, 1992). Trolig kan det veere en fordel & opsoriserphilomiragia
subsp. noatunensisi forkant av smitteforsgkene, da flere forfattenar rapportert at
opsonisering med komplement faktorer gker opptalEatwlarensis(McCaffrey & Allen,
2006; Clemens & Horwitz, 2007).

Laskay et al, (2008) beskrev at flere patogener entrer magemsfasom faglge av
makrofagenes opptak av apoptotiske ngytrofile domytter. Det kan derved tenkes at
ngytrofile granulocytter kun er en mellomvert, oy raakrofagene er en sluttvert, da
bakteriene overlever og reproduserer seg i makeokagDet er ikke kjent orfrancisella
philomiragiasubsp.noatunensidenytter en slik mekanisme for & komme inn i médgene.
| forbindelse med dette studiet kunne observasjomerfa ngytrofile granulocytter med
intracelluleere bakterier antyde at denne mekaniskiener vanlig for. philomiragiasubsp.

noatunensis

Dyrkning av Francisella philomiragiasubsp.noatunensisfra smittede adherente
leukocytter

Til dyrkningsforsgkene av bakterier fra infisettgskeleukocytter ble det benyttet
CHA med 5 % saueblod som ogsa var tilsatt ampic{ii pg/ml), da det kan veere fare for

kontaminering ved uttak og isolering av leukocyftartorsk. Ved utplatinger av lyserte HNL
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og PBL, pa forhand smittet i 5 timer med en susjpensv F. philomiragia subsp.
noatunensisyiste resultatene tydelige forskjeller mellom sedé# HNL og PBL. Det ble
observert betraktelig flere CFU fra lyserte HNL swar sadd ut pa agar sammenlignet med
PBL. Eventuelle feilkilder bgr likevel taes til baktning, som blant annet at gjenveerende
ekstracelluleere bakterier fra smittemediet ikke wasket godt nok bort far leukocyttene ble
lysert og derfor fremdeles var i neer assosiasjod cellene. Dersom CFU stammer fra
intracelluleere bakterier som ble frigitt ved lysegyiav leukocyttene, samsvarer resultatene
imidlertid med det som ble funnet ved konfokalm#&opi, hvor HNL inneholdt flest
intracellulzere bakterier.

De fa koloniene som vokste fra lyserte PBL kan dodgde pa at dette var
intracelluleere bakterier, og at de ekstracelluldea&teriene ble fjernet ved vask. Dette
samsvarer ogsa med det som ble sett ved fluorasesking, hvor det ble funnet fa bakterier
i PBL. Dersom de ekstracelluleere bakteriene i Pide ivar vasket bort ville en forventet et
hgyere antall CFU, ettersom det sammenlignet met ¥ betraktelig flere ekstracellulzere
bakterier i PBL.

Det er stor sannsynlighet for at de intracellulakteriene ogsa kan reprodusere seg i
leukocyttene. Man kan spekulere i om dette er &saékat sa mange flere CFU ble observert
i HNL ved smitte i 24 timer. Dersom de intracelludsdbakteriene var effektivt drept av
leukocyttene ville det ikke vokst bakteriekolonipad agarskalene. Det er sannsynlig at
Francisella philomiragiasubsp.noatunensigormerer seg intracelluleert i immuncellene, da
dette er i samsvar med publiserte artikler av aRdaacisellaarter.

| forsgket som ble gjort med tilsetting og inkulbperi 2 timer med ulike fortynninger
av gentamicin (50 pg/ml, 100 pg/ml, 125 pg/ml o® 1e/ml) for & drepe ekstracelluleere
bakterier, kunne ingen bakterievekst observeres &tsering av smittede celler. Dette ble
observert selv ved tilsetting av L-15 med gentam{&0 pg/ml), noe som ikke var forventet
da det tidligere har veert god vekst av bakteriesr tilsetting av L-15 med gentamicin. Den
hgye konsentrasjonen av gentamicin kan ha resulteat bade ekstracellulzere og
intracellulzere bakterier ble drept. En annen aksak veere at gentamicinen ikke ble vasket
godt nok ut av brgnnene, og at det fremdeles varigjen da de lyserte leukocyttene ble sadd
ut, som videre hemmet veksten av bakteriene pask@ane. P& grunn av flere mulige
feilkilder og usikkerhet i resultatene, samt ashidgrensninger gjorde at gentamicinforsgket
kun ble utfart en gang, bar flere forsgk utferessfeerifisere det som ble observert.
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Konklusjon og fremtidsperspektiver:

Fagocyttiske leukocytter som monocytter/makrofagerytrofile granulocytter og B-
lymfocytter er sentrale for medfadt immunrespons meaderende bakterier hos teleoster. |
forbindelse med forsgkene som er gjort i denne enagpgaven var det flere forhold som
tydet pa atFrancisella philomiragiasubsp.noatunensishar preferanse for makrofager hos
torsk. Blant annet viste resultatene av fluorescgk®skopi at adherente HNL inneholdt
sveert mange bakterier etter smitteforsgk. Detteestmgsa av at andFancisellaarter har
makrofager som malceller. Et spesifikt antistofftrtarskemakrofager ville gjort det mulig a
fastsld om monocytter/makrofager er hovedsetedktesiene.

Ved dobbeltmerking av B-lymfocytter og ngytrofileagulocytter med spesifikke
MADb og antiserum mot bakterien var det klarFaphilomiragiasubsp.noatunensigorekom
intracelluleert i disse celletypene. Disse cellehgear trolig ikke primaere vertsceller for
bakteriene da forekomsten av smittede B-lymfocytigrngytrofile granulocytter var sveert
lav. | tillegg var det kun 1-2 bakterier intracéghrt i disse cellene.

Om det er bakteriene som infiserer leukocyttenerebm det er cellene som
fagocytterer bakteriene som en del av sin forsvaksmisme er forelgpig ukjent. Det bar
derfor gjgres videre studier for & fastsla opptaksmismen forF. philomiragia subsp.
noatunensis leukocyttene

Arbeid er pabegynt for a etablere protokoll for nmayaktig beregning av antall
Francisellainfiserte torskeceller ved hjelp av flow cytometBammenlignet med andre
metoder hvor bakteriene telles pa mikroskopprepamaflow cytometri en meget hurtig og
presis metode, som gjar det mulig & analyseredelltdeere bakterier i et stort antall celler
over et kort tidsrom.

Pa bakgrunn av den konserverte mekanismen for @agsg som er rapportert for
slekten Francisella er det mulig atF. philomiragia subsp. noatunensishar lignende
livssyklus i de fagocyttiske cellene hos torsk. r€ldorsgk bar gjegres for a verifisere
intracelluleer replikasjon i torskens fagocyttiskaler. Forstdelse av bakteriens livssyklus,
samt celluleere og molekylaere mekanismer med hgpdyntracelluleer overlevelse, er sveert
avgjgrende for hvordan en kan bekjempe eller faggbysykdommen. Videre bgr en
undersgke om bakterien kan ha en kapsel da dette&kbetydning for bakteriens virulens og
vertens immunrespons.

Det er generelt behov for bedre forstaelse av émslkompliserte immunforsvar for at

torsk i oppdrett skal oppna god helse ved bruk enslktsmessig immunprofylakse. Lite er
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kjent om variasjoner i torskens immunrespons veékewanntemperaturer. Det er mulig at
hgye vanntemperaturer sammen med andre faktorebikiaa til at F. philomiragia subsp.
noatunensisforarsaker persistent infeksjon i torsk. Interaksjo mellomF. philomiragia
subsp.noatunensi®og immunceller bgr undersgkes ved ulike temperah#de iin vitro og

in vivo forsgk.
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6.0 Appendiks

OPPSKRIFTER:

Isolering av leukocytter

1,5 M NaCl (NaCl: 58,44 g/mol)
NaCl (Riedel- de Haén) 21,915¢g
dH,O til 250 ml

M4 autoklaveres!

Percollgradienter for torsk

1.050 g/ml:

1,5 M NacCl 1mi
Percoll (GE Healthcare Percdf) 3,4ml
dH,O 5,6 ml
1.070 g/ml:

1,5 M NacCl 1mi
Percoll 4,9 ml
dH,O 4,1 ml

Heparin stock-lgsning (5000 U/ml)

Heparin 50 000 U (Heparin sodium salt from poraitestinal mucosa, H1027,
Sigma):

0 Lgsesi 10 ml dpO (filtrert)

o Filtrer gjennom 0,2:m filter

L-15, 370 mOsm

Lasning A:
dHO 100 ml
NaHCG; (Sigma) 28¢g
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NaCl 249
Glukose (D- (+) — Glucose, > = 99,5 %, Sigma) 0,66 g

Steriliser ved filtrering gjennom 0;2n filter!

o 5mlavlgsning A
0 95 mlL-15 (Leibovitz)

L-15 medium (100 ml)

Heparin stock-lgsning (10008 10 U/ml) (Sigma) 204l
Gentamicin sulfate

(0,1 % av 50 mg/ml, Cat. No 17-518Z, Bio Whittaker) 100ul

1M HEPES (15 mM) (Sigma) 1,5 ml
200 mM glutamin (2 mM) (Cambrex) 1ml
L-15 (370 mOsm) til 200 ml

Det skal ikke tilsettes gentamicin sulfate i L-1&dimmet som brukes ved fortynning av

Francisella!

Dyrkning av Francisella

Eugon Broth; flytende dyrkningsmedium til dyrking Brancisella

o Bacto Eugon Broth (Becton Dickinson and Companinoa259010)
0 FeCkx 6H0 (Fluka 44944)

o Ampicillin sodium salt (A0166, Sigma)

Eugon Broth
Bactd “Eugon Broth pulver

(Becton Dickinson and Company, cat.no 259010) 0,48
dH,O 11

Blandes godt far den varmes. Kokes i 1 min fouatgret skal lgses fullstendig i vannet.

Fordeles i kolber og autoklaveres i 15 min ved 921
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Jernklorid stock-lgsning, 2 M
Iron (1ll) chloride Hexahydrate, gffe x 60 (Fluka 44944)
dH,O

M4 autoklaveres!

Ampicillin stock-lgsning
Ampicillin sodium salt (A0166-5G, Sigma)
dH,O

Steriliseres ved filtrering (0,2m filter).

Fordeles i porsjoner (1 ml) og oppbevares ved <0

Lgsning til forkultur:

Eugon Broth
Jernklorid

Ampicillin

Lgsning til hovedkultur

Eugon Broth
Jernklorid

Ampicillin

Cystein Hjerte agar med 5 % saueblod:
Bacto Heart Infusion Broth (BD 238400)
Glucose (BDH 100176)
L-Cystein (Sigma C-7880)
Agar (Oxoid LP 11)
dH,O

Hemoglobin lgsning
Laselig hemoglobin pulver (Oxoid L53)
dH,O

103

27,03 ¢
til 50 ml

lg
20 ml

50 ml
0,05 ml
0,05 ml

250 ml
0,25 ml
0,25 ml

259
109
19

15¢g
900 ml

100 mi
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Det lgselige hemoglobin pulveret blandes med vaogetrmes forsiktig opp til det er
fullstendig opplast. Autoklaver s ved 121 °C iributter fagr nedkjgling til 50 °C i vannbad.

For & lage agaren lgses Bacto Heart Infusion Brgflnkose og L-cystein opp i de 900 ml
med dHO. pH justeres deretter til 6,8 (+0,2) far agargéisettes, og lgsningen varmes opp til
kokepunkt under konstant omrgring. L@gsningen aatekes deretter ved 121 °C i 15
minutter. Etter autoklavering kjgles Igsningen tieda. 48-50 °C i vannbad fgr 100 ml
hemoglobin Igsning og 50 ml romtemperert sauellsettes. Lgsningen overfgres sa til

petriskaler.

Dersom det er fare for kontaminering tilsettes 3nplgampicillin i agaren!

Immunfluorescensmerking:

L-15 medium med 5 % FCS

FCS (Australian Origin) (Cambrex) 5 ml

L-15 medium 95 ml
SXPBS,pH 7,4

NaHPOx2H,O (Merck) 3,69

NacCl 4259

KH2PO, (Fluka) 1,359

dHO til 2000 ml

pH justeres til 7,4 far autoklavering!

Vanlig PBS, pH 7,4

NaHPOx2H,0 0,72 ¢
NacCl 8,59
KH.PO, 0,27 g
dH,O til 2000 mi

104



Appendiks

Evt. 5XPBS
dHO

M4 autoklaveres! .

1 M NaOH (til pH justering)

NaOH
dHO

M4 autoklaveres!

3.7 % formaldehyd (metanolfri)

Paraformaldehyd (Merck)
PBS (pH 7,4)

Varmes til 60 °C og avkjgles.

Aceton-metanol fikseringsvaeske

Aceton (Fluka)
Metanol (Fluka)

Lages ny for hver gang!

PBS med BSA og glukose:
Albumin bovine serum (BSA), Fraction V (Sigma)

D- (+) — glucose (Sigma)
PBS (pH 7,4)

Lasningen settes pa magnetrarer til alt er opplast.
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200 ml
800 ml

89
200 ml

1,85¢
50 mi

100 mi
100 mi

g3
45¢g
100 ml
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SDS-PAGE & Western blott

Separerende gel 2 geler
dH,O 4,4 ml
1,5M Tris (Fluka), pH 8,8 2,5 ml
10% SDS (Sigma) 1Q0
40% Acryl (Fluka) 3 mi
10% APS (Sigma) 5a
TEMED (Fluka) Sul

Konsentrerende gel (4 %)
dH,O 6,4 ml
0,5M Tris, pH 6,8 2,5ml
10% SDS 10qQl
40% Acryl 1 mi
10% APS 5@l
TEMED Sul

STOCKLASNINGER

10x Blottebuffer, 250 ml
Tris (Fluka)
Glycin (Merck)
dH,O
200 ml metanol pr. liter tilsettes rett far bruk

10x TBS (200 mM Tris, 5 M NaCl, pH 7,5)
Tris
NaCl
dH,0O

Juster pH til 7,5 med 6M HCL
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4 geler
8,8 ml
5ml
200ul
6 ml
100ul
10ul

9,6 ml

3,75 ml
150ul

1,5ml
75ul
7,5l

7,57 g
36,0 g
til 250 mi

12,11 g
146,1 g
til 500 ml
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10x TGS
Tris
Glycin
SDS (Sigma)
dH,O

Oppbevares i kjgleskap

BRUKSL@SNINGER:

10 % (w/v) APS
Ammonium persulfat (Sigma)
dH,O

Lages rett far bruk!

1x Blottebuffer, 1 liter
10x Blottebuffer
Metanol
dH,O

1x TBS (20 Mm NaCl, pH 7,5), 1 L
10x TBS
dHO

1IXx TGS
10x TGS
dH,O

TTBS (20 mM NacCl, 0,05% Tween-20 pH 7,5)

Tween-20 (Merck)
1xTBS
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30,3 g

144,0 g
10,0 g

til 1000 ml

100 mg
10 ml

100 ml
200 ml
700 ml

100 mi
900 ml

100 ml
900 ml

350 pl
700 ml
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Pragvebuffer
dH,O
0,5M Tris-HCI, pH 6,8
Glycerol
10 % (w/v) SDS
2fmerkaptoetanol (Sigma)
0,05 % Bromophenol blue (BPB)

Oppbevares i romtemperatur
Blokkeringslgsning (3% tgrrmelk), 100 ml

Tarrmelk (Fluka)
TBS

Fikseringslgsning
Metanol (Fluka)
Eddiksyre (Fluka)
Fixative enhancer concentrate (Bio-Rad)
dHO

Lgsning for sglvfarging
dH,O
Silver Complex Solutions (Bio-Rad)

Reduction Moderator Solution (Bio-Rad)
Image Development Reagent (Bio-Rad)

Development Accelerator Solution (Bio-Rad)

4 ml
1ml
0,92 ml
1,6 ml
0,4 ml
0,2 ml

300
100 ml

200 ml

40 ml
40 ml

120 ml

35 ml
5 ml
5ml
5ml
50 m

Lages 5 minutter far bruk! Development Acceler&olution (romtemperert) tilsettes

agyeblikkelig far bruk.

HRP substratlgsning, 120 ml
10x HRP fargebuffer (Bio-Rad)
dHO
HRP fargestoff B (Bio-Rad)
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10 ml
90 ml
600 pl
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Fargestoff A (Bio-Rad) 20 ml

Fargelgsningen lages rett far bruk!
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