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Sammendrag 
 

Målet med denne oppgaven var å identifisere bakterier som produserte hydrogensulfid (H2S), 

fortrinnsvis Shewanella, fra prosesseringsanlegg for laks, og undersøke deres karakteristiske 

egenskaper med på fokus på forringelse av kvaliteten til fisk og fiskeprodukter. 

Bakterier som ble isolert fra prosesseringsanlegg for laks, og som produserte H2S, ble i 

hovedsak identifisert som Shewanella sp., etterfulgt av Aeromonas sp., og Morganella sp. 

Flere av bakteriestammene som ble undersøkt for karakteristiske egenskaper hadde 

potensiale for forringelse av kvaliteten til fisk og fiskeprodukter, med det var variasjon mellom 

stammene.  

Det ble også identifisert stammer av Shewanella som ikke produserte H2S på jernagar med L- 

cystein og tiosulfat som svovelkilder. Bakteriestammer av Shewanella som ikke produserte 

H2S på jernagar ble observert å ha mindre potensiale for kvalitetsforringelse enn stammer som 

produserte H2S på jernagar, men med noen unntak. Bakteriestammer av Shewanella viste stor 

diverisitet for ulike tester, og det var liten entydig sammenheng med fylogenetisk tilhørlighet. 

Det ble allikevel observert at flere bakteriestammer nært beslektet Shewanella putrefaciens, 

og bakteriestammer av Aeromonas sp., og Morganella sp., viste stort potensiale for 

kvalitetsforringelse da de vokste ved 4 °C, i 1 % NaCl, og produserte illeluktende odører som 

H2S og trimetylamin (TMA). 
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Abstract 
 

The goal with this assignment was to identify bacteria that produced hydrogen sulphide (H2S), 

preferably Shewanella, from processing plants for salmon, and investigate their characteristic 

abilities regarding spoilage of fish and fish products.  

Bacteria isolated from processing plants for salmon, and that produced H2S, was mainly 

identified as Shewanella sp., followed by Aeromonas sp., and Morganella sp. Many of the 

bacteria strains that where investigated for characteristic abilities where shown to have 

spoilage potential, but it was variation between the strains.  

It was also identified strains of Shewanella that did not produce H2S on iron agar with L- 

cysteine and thiosulphate as sulfur sources. Shewanella strains that did not produse H2S on 

iron agar was observed to have less potential for spoilage then strains that did produce H2S, 

but with some exeptions. The Shewanella strains showed great diversity for different tests, 

and it was little unambiguous correlation with fylogenetic affiliation. It was still observed that 

several strains closely related to Shewanella putrefaciens, and strains of Aeromonas sp., and 

Morganella sp., showed most spoilage potential when they grew in 4 °C, in 1 % NaCl, and they 

produced foul odors like H2S and trimethylamine (TMA).   
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1. Innledning 
 

I 2013 anslo FN at verdens befolkning vil øke fra 7,2 milliarder (2013) til 9,6 milliarder 

mennesker frem til år 2050 (UN, 2013a). Denne økningen av mennesker medfører at 

næringsmiddelproduksjonen må øke med ca. 60 % basert på næringsmiddelproduksjon i 2005 

(UN, 2013b). For å kunne nå dette målet må blant annet tap av næringsmidler post- harvest 

reduseres kraftig, da det har blitt anslått at hele 1,3 milliarder tonn med mat kastes hvert år 

(Gustavsson et al., 2011).  

For mange mennesker er fisk og fiskeprodukter en viktig del av kostholdet. Sjømat er 

næringsrikt og inneholder blant annet flerumettede fettsyrer som omega- 3. Av de 1,3 

milliarder tonn med mat som kastes hvert år inngår det 10 til 12 millioner tonn med fisk som 

går tapt kun på grunn av kvalitetsforringelse (FAO, 2015). I utviklingsland vil mesteparten av 

fisken som går tapt bli tapt under produksjon og distribusjon, mens i industriland blir store 

deler av fisken kastet av forbruker (Gustavsson et al., 2011). Mikrobiell forringelse av 

produktene er sannsynligvis en stor grunn til at så mye fisk og fiskeprodukter kastes. 

Kvalitetsforringende bakterier er et problem ved produksjon av laks- og andre fiskeprodukter 

da fisk har et naturlig høyt proteininnhold, og det oppstår også lite pH- endring i fiskemuskel 

post- mortem (Gram og Huss, 2000; Adams og Moss, 2008). Dette medfører at 

mikroorganismer som spesifikke forringelsesbakterier kan vokse på fisk og fiskeprodukter, 

produsere illeluktende komponenter som for eksempel hydrogensulfid (H2S) og trimetylamin 

(TMA), og dermed gjøre produktet lite attraktivt for konsumering (Serio et al., 2013; Gram og 

Huss, 2000).  

Det har blitt utført lite forskning på hvordan disse mikroorganismene blir ført inn i 

prosesseringsanleggene, om de overlever renholdsrutiner, og om de krysskontaminerer ferdig 

produkt.  

Denne oppgaven er en del av forskningsprosjektet «Produksjonshygiene og holdbarhet av pré- 

rigor laksefilet», et samarbeid mellom Nofima og Fiskeri- og Havbruksnæringens 

Forskningsfond (FHF). Målet med denne oppgaven var å identifisere H2S- produserende 

bakterier, fortrinnsvis Shewanella, og karakteriesere bakterienes egenskaper og potensiale til 

kvalitetsforringelse av fisk og fiskeprodukter.  
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2. Teori 
 

2.1. Renhold i prosesseringsanlegg for fisk og fiskeprodukter 
For å unngå at fisk og fiskeprodukter blir forringet og ikke lengre egner seg til forbruk må det 

blant annet være god hygiene i prosesseringsanleggene og opprettholdelse av kjølekjeden 

(Granum, 2011; Fellows, 2009). God hygiene hindrer spredning av mikroorganismer og 

kontaminering av fisk og fiskeproduktene. Dårlig hygiene kan føre til økt forringelse, noe som 

kan medføre at produktene lettere blir kastet av forbruker. Krysskontaminering av 

mikroorganismer til fisk og fiskeprodukter kan også medføre sykdom hos konsument.   

Det har blitt gjort lite forskning rundt hygiene og renhold i prosesseringsanlegg for laks og 

annen fisk og fiskeprodukter. Det har allikevel blitt vist at flere mikroorganismer har evne til å 

feste seg og kolonisere på produksjonsutstyr som behandler fisk og fiskeprodukter (Bugge- 

Ravn et al., 2003). Etter vask og desinfeksjon er det observert mikroflora dominert av 

Pseudomonas ssp. og gjær på produksjonsutstyr. Disse mikroorganismene har god evne til å 

feste seg til overflater og overleve uten næringsstoffer, og det har også blitt vist at de er mer 

resistente mot vask- og desinfeksjonsmidler (Bugge- Ravn et al., 2003; Wirtanen og Matilla- 

Sandholm, 1992).  Langsrud et al., (2015) viste at laksefileter produsert på ettermiddagen i 

prosesseringsanlegg for laks ga lavere totalantall av mikroorganismer enn laksefileter 

produsert tidlig på morgen. Dette tyder på at transportbånd, utstyr, tanker, osv. ikke blir 

tilstrekkelig vasket og rengjort etter produksjonsdagen. På morgenen når de første 

laksefiletene blir prosessert vil filetene bli smittet med bakterier fra tidligere produksjoner. 

Utover dagen vil bakteriene på overflatene komme i kontakt med svært mange fileter og 

bakteriekonsentrasjonen vil da bli fortynnet (Langsrud et al., 2015). Det ble også funnet at 

Pseudomonas sp., og Shewanella sp., ble isolert fra utstyr og laksefileter i slakteavdelingen, 

men Shewanella sp., ble i mye mindre grad isolert fra fileteringsavdelingen (Langsrud et al., 

2015). Dette kan skyldes at det er høye bakterietall fra laks ved slakt og sløying som forurenser 

utstyret i slakteavdelingen mye mer enn i fileteringsavdelingen. Det vil da være vanskeligere 

å vaske bort og desinfisere alle bakteriene i slakteriavdelingen enn ved fileteringsavdelingen 

der det i utgangspunktet ikke fantes så mange bakterier (Langsrud et al., 2015).  
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2.2. Forringelse av fersk fisk og fiskeprodukter. 
Fersk fisk er et næringsmiddel som er svært utsatt for forringelse, enten forårsaket av 

mikroorganismer eller kjemiske reaksjoner (Serio et al., 2013).  

Kjemisk sammensetning av fisk varierer på grunn av art, miljø, alder, osv., men i hovedsak 

består fisk av ca. 20 % protein, 1 til 2 % ikke- protein nitrogen og de resterende prosentene 

(ca. 78%) består av vann og lipider (Gram og Huss, 2000). Ratioen mellom vann og lipider 

varierer med sesong og art (Gram og Huss, 2000). 

I denne oppgaven er det fokusert på mikrobiell forringelse, derfor er kun dette beskrevet 

nedenfor.  

På fersk, ubehandlet fisk vil det finnes bakterier på og i gjellene, på skinnet og i tarmsystemet, 

der kolonidannende enheter varierer mellom 102- 107 cfu cm-2 på skinnet, og 103- 109 cfu g-1 i 

gjellene og tarmsystemet (Adams og Moss, 2008). Ved slakting og bearbeiding av fisken vil 

disse bakteriene bli overført til fiskekjøttet (Gram og Huss, 2000). Bakteriene som dominerer 

på fisken i levende tilstand avhenger av hvilket miljø fisken kommer ifra, og også årstid (Vogel 

et al, 2005). Mikroflora på fisk fra kalde vann domineres som oftest av Gram- negative, 

psykrotrofe og psykrofile, stavlignende bakterier. Dette omfatter blant annet slekter som 

Shewanella, Pseudomonas, Aeromonas, Psychrobacter, Vibrio, og Flavobacterium, men det 

finnes også en mindre andel Gram- positive bakterier, som blant annet melkesyrebakterier 

(Adams og Moss, 2008; Gram og Huss, 2000). Fisk fra varmere strøk har ofte en større andel 

Gram- positive bakterier i sin mikroflora (Gram og Huss, 2000). Det har også blitt vist at det 

finnes gjær på fiskeskinn, og i tarmsystem og gjeller på fisk (Ross og Morris, 1965).  

2.2.1. Spesifikke forringelsesbakterier 

På kvalitetsforringet fisk vil det normalt bli isolert mellom 107- 108 cfu g-1 bakterier, men ikke 

alle bakteriene i mikrofloraen til et næringsmiddel vil bidra til forringelse (Gram et al., 1986). 

Det er kun spesifikke forringelsesbakterier som forringer kvaliteten til fisk og andre 

næringsmidler, og som gir næringsmiddelet et lite tiltalende utseende og som produserer 

vond lukt (Serio et al., 2013). Det er i hovedsak Gram- negative psykrofile eller psykrotrofe 

bakterier som er spesifikke forringelsesbakterier (Gram et al., 1986). De vanligste spesifikke 

forringelsesbakteriene i fisk og fiskeprodukter er Shewanella putrefaciens, Photobacterium 

phosphoreum, melkesyrebakterier og Pseudomonas ssp. (Rudi et al., 2004; Gennari et al., 
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1999). Det ble funnet at på fisk lagret på is i ni- ti døgn vil S. putrefaciens (tidligere Alteromonas 

putrefaciens) dominere (Gram et al., 1986).  

Vekst av bakterier vil medføre metabolisering og dannelse av ulike kjemiske stoffer. Organiske 

syrer, aminer, alkoholer, sulfider, ketoner, estere og aldehyder er typiske kjemiske 

komponenter som dannes når et næringsmiddel blir brutt ned, og som ofte forbindes med 

forringelse (Gram og Huss, 2000). Identifisering av spesifikke forringelsesbakterier skjer ved å 

undersøke mikroorganismens evne til å produsere illeluktende odører og forringende 

metabolitter, som evne til å redusere den luktfrie trimetylamin N- oksid (TMAO) til den 

illeluktende TMA, og produksjon av H2S (Gram og Huss, 2000).  

Fisk inneholder naturlig lite karbohydrater, og under dødskampen vil glykogenlagrene bli 

ytterligere tømt (Adams og Moss, 2008). Post- mortem vil karbohydratene bli omgjort til 

melkesyre som akkumelerer i muskelene. Hos andre dyrearter som for eksempel storfe vil pH 

i muskelen musculus longissimus dorsi falle fra pH 7,2 til pH 5,5 innen 24 timer post- mortem 

(Warris, 2010). I fiskemuskel vil det bli lite fall i pH post- mortem, og pH i fiskemuskel vil da 

være mellom 6,2- 6,5 som vil medføre at pH- sensitive bakterier kan vokse på fiskemuskelen 

(Adams og Moss, 2008). 

Ikke- protein nitrogen er vannløselige, nitrogenholdige komponenter med lav molekylvekt 

som inkluderer frie aminosyrer, nukleotider, og også TMAO (Gram og Huss, 2000). Lerke et al., 

(1967) viste at spesifikke forringelsesbakterier har evne til å bryte ned ikke- protein nitrogen 

og bruke det som næring. Proteiner (molekyler med høy vekt) og ikke- protein nitrogen 

(molekyler med lav vekt) i fiskejuice ble separert og det ble produsert vonde odører kun i 

fraksjonen med ikke- protein nitrogen (Lerke et al., 1967).   

2.2.2. Reduksjon av TMAO til TMA 
En indikator på en bakterie sin evne til å forringe kvaliteten til fisk og fiskeprodukt er reduksjon 

av luktløse TMAO til TMA, som gir en karakteristisk lukt av gammel/ råtten fisk (Gram og Huss, 

2000). I følge Serio et al., (2013) er slekten Shewanella den spesifikke forringelsesbakterien 

som produserer mest TMA. «Tendensen til et medium for å akseptere eller donere elektroner, 

til å oksidere eller redusere, er bestemt av redox- potensialet (Eh)» (Adams og Moss, 2008). I 

fiskefilet er redox- potensialet til TMAO/ TMA mellom +100 til +300 mV så lenge TMAO ikke 

er redusert (Gram og Huss, 2000). TMAO da kan ha positiv effekt for vekst av anaerobe eller 
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fakultativt anaerobe mikroorganismer som er i stand til å bruke TMAO som terminal 

eletronakseptor i eletrontransportkjeden under anaerobe forhold (Easter et al., 1982;  Gram 

og Huss, 2000).   

Side TMAO reduseres til den illeluktende TMA i fiskeprodukter kan det medføre økonomisk 

tap for produsenter, og det kan også medfører at forbrukere kaster mer mat. Det må derfor 

være fokus på hvordan fisk og fiskeprodukter pakkes og lagres for å redusere produksjon av 

TMA. Boskou og Debevere (1998) viste at det ikke var produksjon av TMA fra S. putrefaciens 

når det var nok oksygen (minimum 10 %) til stede for aerob respirasjon. Det ble også vist i 

samme studie at det var redusert vekst og produksjon av TMA fra S. putrefaciens ved 

reduksjon av pH fra 6,8 til 5,8 (Boskou og Debevere, 1998). Easter (1982) så den samme 

trenden da enzymet TMAO- reduktase fra Alteromonas spp., ble undersøkt. Enzymet mistet 

over 50 % av aktiviteten ved reduksjon av pH fra 6,8 til 6,0. I det samme forsøket fra Easter 

(1982) ble det også vist at oksygen har en hemmende effekt på TMAO- reduktase, og at høye 

nivåer av CO2 fører til en indirekte hemmende effekt på det samme enzymet ved reduksjon 

av pH. Lee (1981) viste at generasjonstiden til S. putrefaciens økte med økt CO2 i modifisert 

atmosfære pakning, slik at produksjon av TMA ble redusert. Pakking av fisk og fiskeprodukter 

ved høy andel av CO2 og noe O2 tilstede vil hemme vekst av S. putrefciens og produksjon av 

metabolske produkter (Boskou og Debevere, 1998).  Det har allikevel blitt vist at fersk fisk 

pakket i modifisert atmosfære kun har forsinket produksjon av TMA grunnet P. phosphoreum 

som under anaerobe forhold benytter TMAO som elektronakseptor (Guldager et al., 1998).  

2.2.3. Produksjon av H2S 
Som tidligere nevnt er produksjon av H2S en indikator på bakteriestammer sin evne til å 

forringe fisk og fiskeprodukt, men også kvalitetsforringelse av andre næringsmidler som 

fjærkre og kjøtt (Gram og Huss, 2000; McMeekin og Patterson, 1975; Fernandez- Coll og 

Pierson, 1985). Svovel er nødvendig for synteser av blant annet aminosyrene cystein og 

metionin, og også flere koenzymer (Willey et al., 2009). Ved aerob respirasjon vil en 

svovelkilde som sulfat bli redusert til hydrogensulfid som gir mer tilgjengelig svovelatomer for 

bakterier til å bruke i metabolismen (Willey et al., 2009).  

Deteksjon av H2S- produserende bakterier foregår som oftest på jernagar eller i medium tilsatt 

en svovelkilde. Ved produksjon av H2S vil koloniene på jernagar fremstå som sorte, og vekst i 
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flytende medium vil også bli sort. Den sorte fargen kommer av at det blir dannet jernsulfid når 

produsert H2S reagerer med jern som er tilsatt i agaren eller det flytende mediet.  

Gram et al., (1986) viste at det ikke er likegyldig hvilken svovelkilde som tilsettes i jernagar 

eller annet medium, da tiosulfat som eneste svovelkilde ikke førte til produksjon av H2S ved 

høy temperatur (20 °C) av H2S- produserende bakterier isolert fra fisk. For å kunne detektere 

H2S- produksjon ved høy temperatur måtte agaren eller mediet også tilsettes aminosyren L- 

cystein (Gram et al., 1986). L- cystein førte også til at koloniene som produserte H2S ble mer 

sorte siden L- cystein er en reduktant (Gram et al., 1986).  

2.3. Shewanella 
Shewanella har blitt studert siden 1931 da den ble klassifisert som Achromobacter 

putrefaciens (Derby og Hammer, 1931). Siden den gang har den gjennomgått flere 

navnendringer før den i 1985 ble definert som en egen bakterieslekt (MacDonnell og Colwell, 

1985). Den nye bakterieslekten ble oppkalt etter forsker James Shewan for sitt arbeid innen 

marin mikrobiologi. Shewanella ligger under gamma- Proteobacteria i familien Vibrionaceae. 

Shewanella putrefaciens var i 1985 den eneste arten av Shewanella, men til dags dato er det 

registrert hele 62 arter av Shewanella (LPSN, 2015).  

Stenström og Molin (1990) fant at Gram- negative, ikke- fermentative, oksidase- og katalase 

positive bakterier som har evne til å redusere TMAO, produsere H2S og har DNA med G+C mol 

% 44-47 kan defineres som S. putrefaciens. Etter flere år med forskning på de ulike artene av 

Shewanella ble det funnet at egenskapene Stenström og Molin brukte til å definere S. 

putrefaciens ikke kunne fortelle noe om bakterie på artsnivå, men at den tilhører slekten 

Shewanella (Vogel et al., 2005). Det har også blitt vist at G+C mol % i DNA hos Shewanella 

varierer fra 40- 54 % (Bowman et al., 1997).  Alle Shewanella er stavformede, ikke- 

sporedannende, bakteriecellene er mellom 2-3 µm lange og 0,4-0,7 µm i diameter 

(Venkateswaran et al., 1999). Shewanella er også en bevegelig bakterieslekt og har da en 

flagelle som er 13,6 ± 3,1 nm lang (Dalgaard, 1995).  

Shewanella har i utgangspunktet ikke evne til å fermentere karbohydrater som glukose, men 

det har allikevel blitt rapportert arter av Shewanella som har denne evnen (Bowman et al., 

1997; Ivanova et al., 2001; Vogel et al., 2005). Det har også blitt vist at arter av Shewanella, 
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som S. putrefaciens og Shewanella algae kan være opportunistisk patogene (Brink et al., 1995; 

Khashe og Janda, 1998).  

Bakteriestammer av Shewanella, spesielt fra artene S. putrefaciens og Shewanella baltica 

finnes i mange ulike marine miljøer, og er derfor ofte isolert fra fisk (Vogel et al., 2005). 

Shewanella har blitt isolert fra marine miljøer i tempererte og tropiske områder, fra både 

ferskvann og saltvann (Vogel et al., 2005; Spanggaard et al., 1993; Gram et al., 1990). Hvilken 

art av Shewanella som dominerer i de forskjellige miljøene er avhengig av ulike faktorer som 

for eksempel temperatur. Arter av Shewanella har blitt funnet å være mesofile (Ivanova et al., 

2003; Venkateswaran et al., 1999), psykrotrofe (Venkateswaran et al., 1999), og psykrofile 

(Bozal et al., 2002). Shewanella algae som er mesofil, er den arten av Shewanella som ble 

observert å dominere på fisk fanget i varme sommermåneder i tempererte områder, men den 

ble ikke funnet på fisk fanget under vintermånedene. Ved kaldere temperaturer er det den 

psykrotrofe S. baltica som dominerer den mikrobiologiske floraen (Vogel et al., 2005).  

I tillegg til at arter av Shewanella har blitt isolert fra miljøer med ulike temperaturer har det 

også blitt identifisert en psykrofil og barofil art kalt Shewanllea benthica som ble isolert fra 

2400 -6500 meter under havoverflaten (Nogi et al., 1998).  

Det var fire arter av Shewanella som var av interesse for denne oppgaven, og disse beskrives 

derfor nedenfor.   

2.3.1. S. putrefaciens 

Shewanella putrefaciens (tidligere Alteromonas putrefaciens) har blitt fastslått å være den 

arten som bidrar til mest forringelse på fisk lagret ved 0 °C (Chai et al., 1968; Herbert et al., 

1971; Jensen og Schultz, 1980; Gram et al., 1986). Gram et al., (1986) fant også at S. 

putrefaciens hadde en dominerende rolle ved forringelse av fisk ved høy temperatur (20 °C). 

Shewanella putrefaciens må være tilstede i et større antall enn 108 cfu/g for å kunne lage vond 

lukt ved for eksempel produksjon av H2S (Dalgaard, 1995). Shewanella putrefaciens er en 

spesifikke forringelsesbakterie som produserer H2S på jernagar med svovelkildene L- cystein 

og/ eller tiosulfat. Det har allikevel blitt isolert S. putrefaciens som ikke produserte sorte 

kolonier på jernagar, og noen av disse ikke-sorte S. putrefaciens produserte mye H2S, men i 

andre medier enn på jernagar tilsatt L- cystein og/ eller tiosulfat (Serio et al., 2013; Gennari et 

al., 1999; Dalgaard, 1995).  
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Shewanella putrefaciens har blitt isolert fra både fersk- og saltvann (DiChristina og DeLong, 

1993; Gram et al., 1990; Spanggaard et al., 1993). Shewanella putrefaciens er psykrotrof og 

kan vokse ved både 4 °C og 37 °C, mens optimumstemperaturen er vist å være mellom 25 – 

35 °C (Ziemke et al.,, 1998; Venkateswaran et al., 1999). Det har allikevel blitt funnet stammer 

av S. putrefaciens som ikke vokse ved 4 °C (Vogel et al., 1997). Det har også blitt vist at S. 

putrefaciens har noen interessante egenskaper da den har evne til å redusere 

generasjonstiden når temperaturer reduseres (Shewan, 1977), og den kan også indusere 

korrosjon av metaller etter at bakteriene fester seg til rustfritt stål eller polypropylen og 

danner av biofilm (Bagge et al., 2001). Shewanella putrefaciens er også vist å ha et G+C innhold 

på 46,3±0,9 % (Dalgaard, 1995).  

2.3.2. S. baltica 

I 1998 ble S. baltica definert som en egen art etter å ha tidligere blitt klassifisert som S. 

putrefaciens (Ziemke et al., 1998). Vogel et al., (2005) viste at S. baltica var den arten av 

Shewanella som produserte mest H2S, men det har også blitt rapportert stammer av S. baltica 

som ikke produserte H2S (Ziemke et al., 1998). I følge karakteriseringskriteriene til Stenström 

og Molin (1990) for Shewanella skal S. baltica redusere TMAO til TMA. Det har allikevel blitt 

observert stammer av S. baltica som ikke reduserer TMAO (Serio et al., 2013). G+C innhold for 

S. baltica er 46,1 % (Ziemke et al., 1998).  

2.3.3. S. frigidimarina 

I 1997 fant Bowman et al., (1997) en rekke egenskaper for S. frigidimarina. Den kan vokse ved 

8 % NaCl, og vekst kan foregå mellom <0 til 27- 28 °C med optimum 20 – 22 °C (Bowman et 

al., 1997). Shewanella frigidimarina har blitt observert å ha et G+C innhold for på 40- 43 % 

(Bowman et al., 1997).  

2.3.4. S. vesiculosa 

I 2009 ble S. vesiculosa identifisert som en egen art av Bozal et al., (2009).  Det ble vist at S. 

vesiculosa har evne til vekst ved -4 °C til 30 °C, med optimumsvekst ved 15 °C til 20 °C (Bozal 

et al., 2009). Bakteriearten trenger ikke natrium for å vokse, men har optimal vekst ved 2 % 

NaCl, og den vokser ikke ved saltkonsentrasjon > 7 % (Bozal et al., 2009). Bakteriearten vokser 

optimalt ved pH 7,5, men den vokser også ved pH 6,0- 8,5 (Bozal et al., 2009). DNA G+C innhold 

er 42 mol %. (Bozal et al., 2009).   
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2.4. Aeromonas 
Aeromonas er en ubikvitær slekt og har derfor blitt isolert fra en variasjon av ulike miljøer 

(Abbott et al., 1992; Kaznowski, 1998: Mateos et al., 1992). Vekstoptimum for Aeromonas er 

normalt oppfattet å være 28 °C, men det har blitt observert en variasjon av 

optimumstemperaturer (Popoff, 1984; Mateos et al., 1992). Det har også blitt observert at 

Aeromonas kan vokse ved temperaturer < 5 °C, og også i næringsmidler som kjøtt, fisk og 

meieriprodukter (Alhazmi, 2015; Devlieghere et al., 2000; Kirov og Brodribb, 1993).  

Aeromonas sp. ble tidligere identifisert som Vibrio sp., da den er fenotypisk lik arter av Vibrio, 

og det er fremdeles problemer med dette i klinisk sammenheng da noen arter av Aeromonas 

er humanpatogene (Abbot et al., 1998). Flere arter av Aeromonas har vist å kunne produsere 

cytotoxiner ved 30 og/ eller 37 °C, og Aeromonas hydrophilia har vist å kunne produsere 

exotoksiner under lagring ved kjøleskapstemperatur i næringsmidler som f. eks melk, fisk, 

kamskjell (Granum et al., 1998; Kirov og Brodribb 1993). Aeromonas hydrophilia er et spesielt 

problem for næringsmiddelbransjen da den er vist å kunne vokse ved både 0,5 % og 4,0 % 

NaCl, ved 5 °C og 30 °C, og ved både sur og alkalisk pH (Vivekanandhan et al., 2003). Det har 

også blitt isolert arter av Aeromonas fra kvalitetsforringet melk, kjøttdeig og fisk, og det har 

blitt vist at Aeromonas sp., produserer illeluktende odører fra kvalitesforringet fisk ved å 

redusere TMAO og produsere H2S (Lindeberg, 1997; Gram et al., 1990).  

Arter av Aeromonas er vist å være oksidase- og katalase positive, de har evne til å redusere 

nitrat, og de kan fermentere glukose (Kaznowski 1998; Abbott et al., 1992). Aeromonas danner 

H2S fra medium med svovelkildene L- cystein og tiosulfat, dog ikke alle arter produserer H2S 

ved kun L- cystein som svovelkilde (Abbott et al., 1992). Aeromonas er positive for cytocrom 

oksidase, produserer arginin dehydrolase, hydrolyserer gelatin, fermenterer mannitol, 

hydrolyserer ikke urea, og vokser ved 37 °C (Kaznowski 1998).  

2.5. Morganella 
Morganella ble først beskrevet i 1943 (Fulton, 1943) og i 1978 ble bakteriearten Proteus 

morganii omgjort til Morganella morganii, en bakterieslekt under familien Enterobacteriaceae 

(Fulton, 1943; Brenner et al., 1978; Gram og Huss, 2000). Morganella morganii er den eneste 

arten av Morganella. Bakteriene i slekten Morganella er Gram- negative, bevegelige staver 

som er negative for oksidase reaksjoner, men positive for katalase reaksjoner (Emborg et al., 

2006). Stammer av M. morganii er vist å være både mesofile og psykrotolerante, og de har 



15 
 

blitt isolert fra fisk og fiskeprodukter, men også fra menneskelig avføring (Emborg et al., 2006). 

De er gelatinase- positive, og også urease- positive men det har blitt observert unntak (Emborg 

et al., 2006). Psykrotolerante stammer av M. morganii har vist evne til å vokse ved 0-2 °C, men 

ikke ved 37 °C slik som mesofile stammer (Emborg og Dalgaard, 2006). De mesofile stammene 

er også vist å kunne vokse ved 8,5 % NaCl (Emborg et al., 2006). Morganella morganii har evne 

til å dekarboksylere aminosyrer slik at det blir dannet biogene aminer som histamin (Gram og 

Huss, 200). Det kan bli dannet store mengder histamin i fisk med mørk kjøtt, som for eksempel 

makrell og tunfisk, og inntak av for mye histamin kan føre til forgiftning (Adams og Moss, 

2008). Det har også blitt vist at psykrotolerante stammer av M. morganii kan produsere 

histamin ved 5 °C, og at både psykrotolerante og mesofile stammer produserte store mengder 

histamin ved 10 °C (Emborg og Dalgaard, 2006; Emborg et al., 2006).  
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3. Materialer og metoder 
 

3.1 Medier og løsninger 

 

3.1.1 Medier 
Alle medier ble sterilisert i CertoClav (A- 4050, Traun, Østerriket) ved 121 °C i 15 minutter. 

Flytende medier ble oppbevart på flasker ved romtemperatur, og agarer ble oppbevart som 

ferdigstøpte petriskåler pakket i plast ved 4 °C. Det ble benyttet destillert vann ved tillaging av 

mediene. Oppskrift på medier og løsninger benyttet i oppgaven er beskrevet i vedlegg 1. 

Følgende medier ble benyttet i oppgaven: 

o Jernagar (Iron Agar) (Oxoid LTD, 

Hampshire, England) 

o Long and Hammer buljong (Van 

Spreekens, 1974; NMKL, 2006) 

o Trimetylamin N- oksid (TMAO) medium 

tilsatt metylenblått/ resazurin (Gram et 

al., 1986) 

 

3.1.2. Reagenser Polymerase Chain Reaction (PCR) og 16S ribosomal DNA sekvensering 
 

Oppskrift på reagenser brukt i denne oppgaven finnes i vedlegg 2.

o GelRed Nucleic Acid Stain, 10,000X in 

water (Bioticum, Hayward, CA, USA) 

o Orange mix 

o Standard VI 

o ExoSap- IT® (Affymetrix, UK) 

o Big dye® Terminater V1.1, V3.1, 5x 

Sequencing Buffer (Applied 

Biosystems, Warrington, UK) 

o Big Dye® V1.1 Sequencing Standard 

(Applied Biosystems, Warrington, Uk) 

o Mangala F, 3.2 µM (Eurofins 

Genomics, Ebersberg, Tyskland) 

o XTerminator™ Solution (Applied 

Biosystems, Warrington, UK) 

o SAM™ Solution (Applied Biosystems, 

Warrington, UK) 

o Mangala F, 1.0 µM (Eurofins 

Genomics, Ebersberg, Tyskland) 

o Mangala R, 1.0 µM (Eurofins 

Genomics, Ebersberg, Tyskland) 

o 5 PRIME HotMasterMix 2,5*1ml (5 

PRIME GmbH, Hamburg, Tyskland) 
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3.2 Metoder 
 

Det ble gjort flere ulike forsøk i denne oppgaven. For å gi en fullstendig oversikt over hvilke 

forsøk som ble gjort vises leser til figur 1a, 1b og 1c.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

Figur 1a: Flytskjema for isolering og identifisering av bakterier fra produksjonsmiljø og fersk 

laks fra to prosesseringsanlegg for laks.  
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Figur 1b: Flytskjema for undersøkelse av bakteriestammer sine karakteristiske egenskaper for 

vekst ved ulike svovelkilder, reduksjon av TMAO, vekst og metabolisering ved ulike substrater, 

og identifisering med API 20 NE- identifiseringssystem.  

 

 

 

 

 

Figur 1c: Flytskjema for undersøkelse av bakteriestammer sine karakteristiske egenskaper for 

vekst ved ulike temperaturer (4 °C, 25 °C, 37 °C), ulike saltkonsentrasjoner (1 %, 8 %, 10 %, 12 

%) og produksjon av lukt.   
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3.2.1 Prøveuttak  

I denne oppgaven ble det isolert bakterier fra vann, overflater og utstyr fra 

prosesseringsanlegg for laks, og også fra islagret laksefilet produsert på anleggene.  

Isoleringen foregikk ved anlegg A og anlegg B som begge hadde hele prosessen fra slakt til 

ferdig filet.  Isoleringen av bakterieprøver fra begge bedriftene ble gjort av veiledere. Prøvene 

faller innenfor en av tre ulike kategorier; vannprøver, hygieneprøver eller prøver fra råvare.  

Hygieneprøver ble tatt på overflater i produksjonsmiljøet med sterile kompresser (Mesoft®, 

Mölnlycke Health Care AB, Gøteborg, Sverige) på 100- 300 cm2, og vannprøver ble tatt ved å 

filtrere 50 ml vann (30 ml i ett tilfelle på grunn av slam) gjennom ett filter (0.45µm, white, 

gridded, Microcheck II Beverage Monitor with GN- 6 Membrane, Pall Corporation, USA). 

Kompressene og filterne ble så lagt i rør med 15 ml Day Engely Neutralizing Broth (Becton- 

Dickingson, New Jersey, USA) for å nøytralisere antimikrobielle kjemikalier fra tidligere vask 

og desinfeksjon. Før transport til laboratoriet ble bakterieprøven fortynnet med peptonvann 

på grunn av forventet høye celletall, og deretter ble to paralleller fra hver prøve sådd ut på 

jernagar med L- cystein og tiosulfat som svovelkilder for aerob og anaerob inkubering. Ved 

ankomst til mikrobiologisk laboratorium på Nofima ble agarskålene med bakterieprøvene 

inkubert ved 15 °C i fem- syv døgn.  

Ferske laksefileter ble lagt på is og sendt fra prosesseringsanleggene til mikrobiologisk 

laboratorium på Nofima. Laksefiletene ble tatt ut av prosesslinjen ved tre ulike trinn; etter 

filetering, etter ettertrimming, og ved pakking. Veileder og laboratorieingeniører ved 

mikrobiologisk laboratorium tok prøver fra laksekjøttet som var ca. 3*3*1 cm. Lakseprøvene 

ble så homogenisert sammen med peptonvann ved hjelp av en homogenisator (Smasher, AES 

Laboratories, Frankrike). Prøvene ble deretter sådd ut på jernagar med L- cystein og tiosulfat 

som svovelkilder og inkubert ved 15 °C i fem- syv døgn aerobt og anaerobt. 

Ved endt inkubasjonstid ble kimtall og antall sorte kolonier på både aerobe og anaerobe 

jernagarskåler registrert av forfatter av denne oppgaven og laboratorieingeniør. Videre ble 

det plukket sorte kolonier fra de aerobe skålene for identifisering av bakterier. Det ble 

observert ulike typer sorte kolonier, og for hver type sort koloni ble det strøket ut tre 

eksemplarer til hver sin jernagarskål med L- cystein og tiosulfat. Det ble også plukket fem 

tilfeldige ikke- sorte kolonier fra hver av de aerobe jernagarskålene. Jernagarskålene ble så 

inkubert aerobt ved 15 °C i tre til fem døgn. Fra hver anaerob jernagarskål ble det plukket og 
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strøket ut 20 tilfeldige kolonier til nye jernagarskåler for identifisering. De nye agarskålene ble 

inkubert ved 15 °C anaerobt i to til tre døgn.  

3.2.2 Opparbeiding av bakterieprøver til PCR  

Opparbeiding av prøver til identifisering av de isolerte bakterieprøvene fra bedrift B inkubert 

aerobt ble gjort av forfatter av denne oppgaven. Laboratorieingeniører på mikrobiologisk 

laboratorium ved Nofima opparbeidet bakterieprøver av bakterier isolert fra bedrift B og 

inkubert anaerobt, og alle bakterieisolater fra bedrift A. 

Utvalgte bakteriekolonier fra jernagarskålene ble plukket med en podeøse (1 µl Clear Incolore, 

Nunc™, Danmark) og inokulert i 50 µl 1*Tris/ EDTA (TE)- buffer i PCR- plate (0,2 ml Semi- 

skirted 96- well PCR- plate, Thermo Scientific, UK). Ved plukking ble koloniene beskrevet og 

de fikk et individuelt nummer. Med den samme podeøsen ble suspensjonen prikket på 

jernagarskål med L- cystein og tiosulfat som svovelkilder. Prikkolonien ble merket med samme 

individuelle nummeret som kolonien den stammet i fra. Jernagarskålene med prikkolonier ble 

inkubert ved 15 °C i tre til fem døgn, og deretter lagret ved 4 °C for å ha tilgang til- og oversikt 

over hvilke bakteriekolonier de identifiserte bakteriestammene kom i fra.  

Etter overføring av bakteriemateriale til TE- buffer ble PCR- platene påsatt cap- strips (Flat 8 

Cap- strips, Thermo Scientific, UK). Prøvene ble så lysert i 10 minutter ved 99 °C, for deretter 

bli sentrifugert ved 4700 rpm i 3 minutter. Etter sentrifugering ble 30 µl supernatant pipettert 

fra brønner i PCR- plater og overført til tilsvarende brønner i GreinerU- plater (PS- Microplate 

96- well U- shape, greiner bio- one). GreinerU- platene ble så påsatt folie (MicroAmp™ Optical 

Adhesive Film, Applied Biosystems™, Warrington, UK) og deretter nedfrosset ved - 20°C.  

Ved videre arbeid ble GreinerU- platene satt på is for tining. Det ble så laget til PCR- miks som 

ble pipettert over i brønner til nye PCR- plater. Miksen i hver brønn bestod av 13 µl Dnasefritt 

H2O (Sigma- Aldrich, St. Louise, USA), 10 µl 5 Prime HotMastermix som inneholder blant annet 

DNA polymerase og dNTPs, 0.5 µl av 1µM Mangala F og 0.5 µl av 1µM Mangala R som er 

primere.   
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Tabell 1: Sekvenser og størrelse på produkter fra primere Mangala F og Mangala R.  

Primer Sekvens Størrelse produkt 

Mangala F 5'-TCC- TAC- GGG- AGG- CAG- CAG- T-3' Ca. 466 bp* 

Mangala R 5'-GGA- CTA- CCA- GGG- TAT- CTA- ATC- CTG- TT-3' Ca. 466 bp 

*bp= basepar 

Det ble overført 1 µl templat fra hver bakterieprøve i GreinerU- platene til PCR- miksen i de 

nye PCR- platene. PCR- platene ble påsatt cap- strips før en rask sentrifugering, og det ble så 

kjørt PCR på prøvene i en PCR- maskin (Veriti 96 well Thermal Cycler, Applied Biosystems, 

Warrington, UK). Betingelsene for PCR- programmet var: aktivering av enzymer, 94 °C i to 

minutter; denaturering, 94 °C i 30 sekunder; annealing, 60 °C i 30 sekunder; polymerisering, 

72 °C i 30 sekunder; fullføring av polymerisering, 72 °C i syv minutter; 4 °C stopp. Trinnene 

med denaturering, annealing og polymerinsering ble utført i 25 sykluser. 

3.2.3 Opparbeiding av bakterieprøver til- og utføring av gelelektroforese  

Etter utføring av PCR ble PCR- produktene kort sentrifugert og satt på is. Et tilfeldig antall 

prøver med PCR- produkt ble testet med gelelektroforese for å undersøke om det fantes nok 

DNA i prøvene til videre arbeid. Det ble tilsatt 2µl Orange mix til like mange brønner i en ny 

PCR- plate som antall prøver som skulle testes. Det ble pipettert 5 µl av hver av prøvene over 

i PCR- platen med Orange mix. En ferdig laget 0,7 % agarosegel (Certified™ Molecular Biology 

Agarose, Bio- Rad Laboratories AB, Oslo, Norge) med støpte brønner og tilsatt GelRed ble 

plassert i gelelektroforesekar med 0,5* TBE- buffer. Første brønn på hver rad i gelen ble tilsatt 

5 µl Standard VI markør, og de resterende brønnene ble tilsatt 6 µl prøve bestående av PCR- 

produkt og Orange mix. Gelelektroforesen ble utført med 100 volt i 30 minutter. Det ble 

deretter tatt bilde av gelen ved hjelp av Gel Doc™ EZ Imager (Bio- Rad laboratories AB, Oslo, 

Norge) og båndstyrken til prøvene ble så vurdert. Tydelige bånd antydet at det var DNA 

tilstede i prøvene. Var det mange bånd som var svake eller ikke syntes på bildet tydet det på 

at det ikke var DNA tilstede i prøven, eller at det var for store konsentrasjoner av DNA. 

Bakterieprøvene ble da fortynnet 1:10 eller 1:100 DNasefritt H2O før ny tillaging- og tilsetting 

av PCR- miks, og utføring av ny PCR og gelelektroforese ble gjennomført. Hvis heller ikke dette 

ga tydelige bånd på bilde måtte nye bakteriekolonier plukkes og suspenderes i 1*TE- buffer 

før videre arbeid.  
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3.2.4. Opparbeiding av bakterieprøver til Chain- terminating sekvensering 

For å rense PCR- produktene for overflødige primere og nukleotider ble de først kort 

sentrifugert og satt på is. Nødvendig mengde ExoSap- IT ble regnet ut for å få 2 µl 1:5 

fortynning av ExoSap- IT per prøve, altså 1 del ExsoSap- IT + 4 deler DNasefritt H2O. Det ble 

pipettert 2 µl ExoSap- IT til brønner i ny PCR- plate og deretter ble 5 µl PCR- produkt tilsatt. 

PCR- platene med ExoSap- IT og PCR- produkt ble kort sentrifugert før kjørt på ExoSap- 

ITprogram i PCR- maskin. Betingelsene for ExoSap- ITprogram var: 37 °C i 30 minutter; 80 °C i 

15 minutter; 4°C stopp, kun en syklus. Ved 37 °C og 80 °C var det ulike enzymer som ble 

aktivert for rensing av PCR- produkt  

Etter utført rensing av PCR- produkt ble det ble laget en mastermix bestående av 1.5 µl Big 

Dye® Buffer 5x og 1.0 µl Big Dye® v 1.1 standard som inneholdt både merkede ddNTPs og 

dNTPs, 1.0 µl med 3.2µM Mangala F og 5.5 µl DNasefritt H2O. Blandingen ble fordelt i brønner 

i MicroAmp Optical 96- Well Reaction Plate (Thermo Fisher Scientific), og deretter ble 1 µl 

renset PCR- produkt tilsatt. Prøvene ble så satt i PCR- maskin med betingelser som var 

denaturering: 96 °C i 15 sekunder; annealing og polymerisering; 60 °C i 4 minutter; 4 °C hold. 

25 sykluser. Platen ble så sentrifugert i ett minutt.  

Hver brønn i Optical 96- well platene ble så tilsatt 10 µl XTerminator™ Solution og 45 µl SAM™ 

Solution for å felle ubrukte primere, nukleotider og reagenser i brønnene. Optical 96- well 

platene ble så satt på vortexing i 30 minutter ved 1500 rpm, og deretter sentrifugert ved 2500 

rpm i to minutter. Prøvene ble deretter sekvensert i maskin (3130XI Genetic Analyzer, Applied 

Biosystems, Warrington, UK).  

3.2.5. Identifisering av bakteriestammer og utforming av fylogenetisk tre for 

Shewanella sp. 

Etter sekvensering ble resultatene bearbeidet av laboratorieingeniør ved hjelp av 

dataprogrammet Sequence Skanner Software V1.0 (Applied Biosystems) der dårlige sekvenser 

ble fjernet.  Sekvensene ble så åpnet i BioEdith (mBio, 2015) der det ble laget sammenstillinger 

av sekvenser bestående av ca. 370 bp. Det ble deretter utført søk i The Ribosomale Database 

Project (RDP) (RDP, 2015) med gensekvensene, og bakterieisolatene ble da identifisert på 

slekstnivå. Resultatene fra søket i RDP ga grunnlag for hvilke bakteriestammer som var av 

interesse for denne oppgaven. 
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Gensekvensene til bakteriestammer identifisert som Shewanella sp., og som ble valgt ut til 

videre karakterisering, ble igjen sammenstilt slik at sekvensene bestod av 394 bp hvis 

gensekvensene var gode nok. Det ble så utført søk ved hjelp av Basic Local Alignment Search 

Tool (BLAST) der det ble identifisert hvilke typestammer i GenBank (NCBI, 2015) 

gensekvensene var mest like. Bakteriestammene med Shewanella sp., ble så satt i fylogenetisk 

tre laget ved hjelp av «Neigbor joining» metoden (Saitou og Nei, 1987) sammen med 

typestammer fra GenBank. Hvis en eller flere bakteriestamme av Shewanella sp., befant seg 

nærmest en typestamme fra GenBank i det fylogenetisk treet ble det antatt at stammen eller 

stammene av Shewanella sp., var av samme art som typestammen.  

De utvalgte bakteriestammene til videre karakterisering ble podet til reagensrør med 10 ml 

Long and Hammer buljong. Rørene ble så inkubert under risting ved 15 °C i et døgn. Risting av 

reagensrørene ble gjort for å få mer oksygen ned i buljongen slik at bakteriene ville vokse 

raskere. Etter endt inkubasjonstid ble 800 µl av den inokulerte løsningen pipettert over til 

cryorør (Nalgene™ 1 ml long term storage cryogenic tubes, Thermo Scientific). Det ble så tilsatt 

200 µl 87% glyserol (Merck, Darmstadt, Tyskland), og cryorørene ble så nedfrosset ved – 80 

°C.  

For noen stammer ble utføring av PCR og 16S rDNA sekvensering gjentatt hvis resultatene var 

usikre.  

3.2.6 Produksjon av H2S fra ulike svovelkilder 
Ved produksjon av H2S på jernagar vil det blir dannet jernsulfid som gir sorte bakteriekolonier. 

De nedfryste bakteriestammene ble tatt opp og satt på is for tining. Ved hjelp av en podeøse 

ble stammene strøket ut på jernagarskåler med tiosulfat og L- cystein (JA1). Agarskålene ble 

så inkubert ved 25 °C i tre døgn. Ved endt inkubasjonstid ble agarskåler med sorte kolonier 

satt på kjøl ved 4 °C. Fravær av sorte kolonier medførte inkubasjon i ytterligere tre døgn ved 

25 °C, altså seks inkubasjonsdøgn totalt. Etter de seks inkubasjonsdøgnene ble koloniene på 

agarskålene registert, uavhengig om de var sorte eller ikke.  

 For å undersøke om produksjon av H2S fra bakteriestammene var avhengig av hvilken 

svovelkilde som ble brukt, ble også to andre jernagarer laget; jernagar med tiosulfat men uten 

L- cystein (JA2) og jernagar uten thiosulfat, men med L- cystein (JA3).  Ved hjelp av en podeøse 
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ble en tilfeldig koloni fra JA1 strøket ut på JA2 og JA3. Agarskålene ble inkubert ved 25°C i tre 

døgn og sorte kolonier ble registrert. 

 Det ble gjort to til tre paralleller av forsøket for alle stammene. 

3.2.7. Karakterisering og identifisering av bakteriestammer med API 20 NE 

I følge API 20 NE (API 20 NE, 2003) sin brukermanual ble det laget cellesuspensjoner av 

bakteriestammene ved å ta én til fire kolonier fra en stamme og inokulere i 2 ml 0,85 % 

saltløsning. Cellesuspensjonene skal da være lik 1 McFarland for å få korrekte resultater ved 

inokulering i API 20 NE - identifiseringssystem. Det ble målt OD600 med et spektofotometer 

(UV- 1600PC Spectophotometer, VWR) av 2 McFarland fortynnet til 0,5 McFarland med 0,85 

% Nacl- løsning (Sodium Chloride for analysis, Merck, Danmark), og av cellesuspansjonene.  

Dette ble gjort for å kunne sammenligne cellesuspensjonen og 0,5 McFarland. Tilfredsstilte 

ikke cellesuspensjonen kravene til 0,5 McFarland ble suspensjonen enten fortynnet med mer 

saltløsning eller det ble tilsatt mer cellemateriale. For å nullstille spektofotometeret ble det 

brukt 0,85% NaCl- løsning.  

API- brettene ble preparert i henhold til API 20 NE brukermanual (API 20 NE, 2003).   

De konvensjonelle testene i identifiseringssystemet som bakteriestammene ble testet for var: 

evne til å redusere nitrater (NO3), produsere indol (TRP), fermentere glukose (GLU), produsere 

arginin dehydrolase (ADH), produsere urease (URE), hydrolyse med ß- gluktosidase (ESC), 

hydrolyse med protease (GEL) og produsere ß- galaktosidase. 

Bakteriestammene sin evne til å vokse på ulike substrater ble undersøkt med de assimilerende 

testene i identifiseringssystemet. Vekstsubstratene var: Glukose (GLU), arabinose (ARA), 

mannose (MNE), mannitol (MAN), N- acetyl, glusosamin (NAG), maltose (MAL), kalium 

glukonat (GNT), capric acid (CAP), adipic acid (ADI), malat (MLT) og trinatrium citrat (CIT).   

Bakteriestammene ble også testet for oksidaseaktivitet. Det ble da brukt Oxidase Strips (Oxoid 

LTD, Oxoid LTD, Hampshire, England). Cellemateriale fra stammene ble strøket ut på en liten 

del av stripsen ved hjelp av en podeøse. Ved fargeforandring til sterk blå eller indigo var testen 

positiv. 

Forsøket med API 20 NE- identifiseringssystem ble gjentatt for utvalgte stammer hvis 

resultatene var usiker. 
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Resultatene fra de konvensjonelle og assimilerende testene, og test av oksidaseaktiviteten ble 

registrert i API- web (BioMérieux, 2015a) for identifisering av bakteriestammene.  

3.2.8. Reduksjon av TMAO til TMA 

For å undersøke om bakteriestammene hadde evne til å redusere TMAO til den illeluktende 

TMA ble det laget to TMAO- medier med ulike fagreindikatorer; en med metylenblått og en 

med resazurin. Tillaging av TMAO- medium foregikk slik som beskrevet av Gram et al., (1986). 

I dette forsøket ble det ikke brukt resazurin tabletter slik som i forsøket til Gram et al., (1986), 

men både resazurin og metylenblått var i pulverform. Serio et al., (2013) lagde TMAO- medium 

med 0,025% metylenblått, en konsentrasjon av fargeindikator som også ble benyttet i dette 

forsøket. Etter tillaging av TMAO- medium ble reagensrør fylt med seks ml medium. 

Bakteriestammene var dagen før blitt inokulert i Long and Hammer buljong og inkubert ved 

15 °C med risting over natten. TMAO- mediet ble inokulert med 1 % av overnattkulturen, altså 

60 µl. Det ble deretter tilført flytende parafin (Apotekproduksjon AS, Oslo) på toppen av det 

inokulerte mediet for å få et anaerobt miljø. Rørene ble så inkubert ved 25 °C i tre døgn uten 

risting, og resultatene ble avlest ved å undersøke fargeendringer i mediet.  

Det ble gjort tre paralleller for påvisning av bakteriestammenes evne til å redusere TMAO til 

TMA i TMAO- medium med metylenblått. Noen bakteriestammer ga ukonsekvente resultater 

og ble derfor testet en fjerde gang. Undersøkelse av reduksjon av TMAO i medium tilsatt 

resazurin ble kun utført en gang.   

3.2.9. Vekst ved ulike temperaturer og produksjon av lukt 

Bakteriestammene ble inokulert i reagensrør med tre ml Long and Hammer buljong. Rørene 

ble så inkubert ved 25 °C over natt med risting. Dagen etter ble 1 % av overnattkulturen 

overført til nye reagensrør med tre ml Long and Hammer buljong. Også disse rørene ble 

inkubert ved 25 °C over natt med risting. Ved endt inkubasjonstid ble det laget til tre nye 

reagensrør per bakteriestamme med Long and Hammer buljong, denne gangen med seks ml. 

1 % av overnattkultur fra andre gangs ompoding ble overført til hvert av de tre nye rørene. De 

tre nye rørene ble satt på risting på hver sin temperatur: 4 °C, 25 °C og 37 °C. 

Bakteriestammene sin evne til å vokse ved de ulike temperaturene ble undersøkt hver dag 

(maksimum 7 døgn) frem til visuell vekst i form av blakking av buljong.  
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Figur 2: Skjematisk oversikt over vekstforsøk ved ulike temperaturer og produksjon av lukt.  

 

Ved andre gangs ompoding ble bakteriestammenes evne til å produsere lukt undersøkt. Dette 

ble gjort ved å lukte på rørene etter endt inkubasjonstid. Fra et tidligere sensorisk forsøk på 

forringelse av laks utført på Nofima, da spesielt med tanke på kvalitetsforringelse fra 

Shewanella, ble disse ordene blitt tatt i bruk for å beskrive lukten som ble produsert: brygge, 

harsk, fermentert, emmen og ammoniakk. Da denne oppgaven spesielt omhandler H2S. 

produksjon fra Shewanella og andre fiskebakterier ble også sulfid/ råtne egg tatt i bruk for 

beskrivelse av lukt. 
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3.2.10. Vekst i ulike saltkonsentrasjoner 

Forsøket ble innledningsvis utført som forsøk 3.2.6. Vekst ved ulike temperaturer og 

produksjon av lukt, ved to ganger 1 % ompoding av overnattkultur. Det ble deretter preparert 

fire nye reagensrør per stamme med seks ml Long and Hammer buljong med varierende 

saltkonsentrasjon. Saltkonsentrasjonene benyttet var 1 %, 8 %, 10 % og 12 %. Alle reagensrør 

ble inkubert ved 25 °C på risting. Visuell vekst i rørene ble undersøkt hver dag (maksimum 14 

dager), og ble indikert ved blakking av buljong. 

 

Figur 3: Skjematisk oversikt over vekstforsøk ved ulike saltkonsentrasjoner. 
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4. Resultater 
 

4.1. Isolering og rendyrking av bakteriestammer  
Etter uttak av ble bakterieprøver fra anlegg A og B ble prøvene sådd ut på jernagar (med 

tiosulfat og L- cystein) for isolering av bakteriestammer. I denne oppgaven var det fokus på 

bakterier som produserte hydrogensulfid, og som da utviklet sorte kolonier ved vekst på 

jernagar, fortrinnsvis Shewanella. Bakteriestammer som ikke dannet sorte kolonier på 

jernagar, men allikevel ble identifisert som spesifikk forringelsesbakterie var også av interesse. 

Det ble oppvekst av ulike kolonier på jernagar, både sorte og ikke- sorte. Figur 4a, 4b og 4c 

viser hvordan skåler med forskjellige kolonier kunne se ut.  

 

 

 

 Figur 4a: Jernagarskål med oppvekst av ulike bakterier isolert fra transportbånd i anlegg B.  

*15 °C i syv døgn, anaerobt. 
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Figur 4b: Jernagarskål med oppvekst av ulike bakterier isolert fra sjøvann inn i anlegg B. 

*15 °C i syv døgn, aerobt. 

 

Figur 4c: Jernagarskål med oppvekst av ulike bakterier isolert fra transportbånd anlegg B.  

*15 °C i syv døgn, anaerobt. 
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Det ble plukket kolonier tilPCR og senere 16S rDNA sekvensering. Der det ikke var mulig å 

plukke rene kolonier ble cellemateriale plukket og sådd ut på ny jernagarskål (med tiosulfat 

og L- cystein) for rendyrking. Figur 5 viser to rendyrkede bakteriestammer.  

 

Figur 5: Jernagarskål med to rendyrkede bakteriestammer isolert fra stunner i anlegg B.  

*15 °C i 7 døgn, aerobt. 

4.2. Identifisering av bakterieslekter 
Det ble utført PCR og 16S rDNA sekvensering på et utvalg isolerte bakteriestammer fra anlegg 

A og B. Stammene ble identifisert på slektsnivå ved å søke med gensekvenser (ca. 370 bp) i 

The Ribosomal Database Project (RDP, 2015). Til videre arbeid med karakterisering ble det 

valgt ut 29 bakteriestammer vist i tabell 2.  
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Tabell 2: Identifiserte stammer isolert fra ulike prøvepunkter og produkter fra anlegg A og B.  

Nummer1 Slekt Prøvetype Produkt 

MF050082 Shewanella sp. Råvare Fersk laks 

MF050092 Shewanella sp. Råvare Fersk laks 

MF05485 Shewanella sp. Hygieneprøve Fordelingsbånd 

MF05487* Shewanella sp. Vann Sjøvann inn  

MF05491  Shewanella sp. Vann Sjøvann inn 

MF05509 Shewanella sp. Råvare Råvare før desliming 

MF05526 Shewanella sp. Hygieneprøve Rejekttransportør 

MF05811 Aeromonas sp. Råvare Filet 

MF05816* Shewanella sp. Råvare Filet 

MF05822 Shewanella sp. Råvare Filet 

MF05836* Shewanella sp. Hygieneprøve Vann kjøletank 

MF05837* Shewanella sp. Hygieneprøve Vann kjøletank 

MF05840 Shewanella sp. Hygieneprøve Forlengelsesbånd 

MF05849 Aeromonas sp.  Råvare Filet 

MF05850 Aeromonas sp. Råvare Fersk laks 

MF05862 Shewanella sp. Råvare Råvare etter desliming 

MF05863 Shewanella sp. Råvare Råvare etter desliming 

MF05873 Shewanella sp. Hygieneprøve Akselrasjonstransportør 

MF05874 Shewanella sp. Hygieneprøve Akselrasjonstransportør 

MF05903* Shewanella sp. Hygieneprøve Vektbånd manuell linje 

MF05910 Shewanella sp. Hygieneprøve Kjøletank 3 

MF05919 Shewanella sp. Vann Vann motstrømskar 

MF05921 Shewanella sp. Hygieneprøve Sløyemaskin 4 prismer 

MF05929* Shewanella sp. Vann Vann utblødningskar 

MF06147 Shewanella sp. Hygieneprøve Stunner 

MF06148 Shewanella sp. Hygieneprøve Stunner 

MF06149 Shewanella sp.  Hygieneprøve Kant renne under stigebånd 

MF06150 Shewanella sp. Hygieneprøve Drensrør 

MF06151 Morganella sp. Hygieneprøve Beinnapper 

 

1 Stammenummer i Nofimas stammesamling. 2 MF05008 og MF05009 tidligere isolert fra 

fersk norskprodusert laks. *Stammer av Shewanella sp., som ikke dannet sorte kolonier på 

jernagar (med tiosulfat og L- cystein). 
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Tabell 2 viser hvilke stammer som ble valgt ut til videre karakterisering. De fleste sorte 

koloniene som hadde oppvekst på jernagar (med tiosulfat og L-cystein) ble identifisert som 

Shewanella sp.  Det ble derfor valgt ut flest Shewanella sp., til karakterisering. Det ble også 

valgt ut seks stammer av Shewanella sp., som ikke produserte sorte kolonier på jernagar. I 

tillegg ble det valgt ut tre stammer av Aeromonas sp., og en stamme med Morganella sp., som 

alle produserte sorte kolonier på jernagar.  

4.3. Fylogenetisk tre for bakteriestammer av Shewanella sp. 
Med utgangspunkt i gensekvensene fra 16S rDNA sekvensering ble det laget et fylogenetisk 

tre ved hjelp av «Neighbour Joining» metoden for Shewanella sp., vist i figur 6. Figur 6 viser 

kun 19 av 25 stammer av Shewanella sp. da det ikke ble inkludert stammer med usikre 

sekvenser. 
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Figur 6: Fylogenetisk tre for stammer av Shewanella basert på sekvenser med 394 bp oppnådd med 16S rDNA sekvensering. 

* De nærmest beslektede typestammene ved BLAST søk er inkludert i figuren med nr. fra Genbank. **Tall i grått er «Bootstrap» verdier. 

***Stamme 24BS1 = MF05009. ****Stamme 22GS2 = MF05008. 
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I tidligere prosjekt ved Nofima ble Isolat MF05009 (24BS1) og MF05008 (22GS2) isolert fra 

islagret laks fra syv norske prosesseringsanlegg og deretter identifisert med 16S rDNA 

sekvensering. Disse stammene er derfor inkludert i figur 6 med stammenavn fra disse tidligere 

prosjektene. Figur 6 viser at ti stammer hadde i det sekvenserte området størst sekvenslikhet 

med typestammen for S. putrefaciens (GenBank: NR_119141), da disse stammene clustret 

nær denne typestammen. Fire stammer hadde størst sekvenslikhet med typestammen S. 

baltica (GenBank: AJ000214) i det sekvenserte området, to stammer hadde størst 

sekvenslikhet med typestammen S. frigidimarina (GenBank: UB5903), og tre stammer hadde 

størst sekvenslikhet med typestammen S. vesiculosa (GenBank NT_042710), der en av 

stammene viste å være helt lik typestammen i det sekvenserte området.  

Tabell 3: Gruppering av isolerte stammer i forhold til typestamme. 

Gruppe Typestamme BLAST- søk Isolerte stammer* 

1 S. putrefaciens T NR_119141 MF05485, MF05487, MF05491, MF05526, 

MF05862, MF05863, MF05873, MF05874, 

MF05921, MF05008 (22GS2)  

2 S. baltica T AJ000214 MF05816, MF05910, MF05840, MF05009 

(24BS1) 

3 S. frigidimarina T UB5903 MF05509, MF05903 

4 S. vesiculosa T NR_ 042710 MF05836, MF05837, MF05929 

5 Shewanella sp.1 MF05822, MF05919, MF06147, MF06148, 

MF06149, MF06150 

6 Aeromonas sp. og Morganella 

sp.2 

MF05811, MF05849, MF05850, MF06151 

1Stammer ikke sammenstilt grunnet usikre sekvenser. 2Stammer ikke sammenstilt grunnet 

andre slekter enn Shewanella. *Stammer med størst sekvenslikhet med typestamme på 

samme rad i tabellen.   

I tabell 6 er de 19 stammene av Shewanella som ble inkludert i fylogenetisk tre inndelt i fire 

grupper basert på likhet mellom det sekvenserte området til stammene fra 16S rDNA og 

typestammer. De seks stammene av Shewanella sp., som ga for usikre sekvenser ved 16S rDNA 

sekvensering til å bli sammenstilt og ble dermed ikke inkludert i fylogenetisk tre, ble plassert i 

en egen gruppe (gruppe 5). Også Aeromonas sp., og Morganella sp., stammene ble satt i egen 

gruppe (gruppe 6). Disse grupperingene brukes videre i oppgaven. 
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4.4. Karakterisering av identifiserte bakteriestammer. 
 

4.4.1. Produksjon av H2S med ulike svovelkilder. 

Sorte kolonier er en indikator på bakteriestammers evne til å produsere H2S som er en 

forringende egenskap i fisk og fiskeprodukter. For å produsere H2S kreves det tilstedeværelse 

av en svovelkilde. Det ble derfor laget tre ulike jernagarer: jernagar med tiosulfat og L- cystein 

(JA1), jernagar med tiosulfat uten L- cystein (JA2) og jernagar uten tiosulfat med L- cystein 

(JA3). Alle 29 stammer ble sådd ut på JA1, JA2 og JA3. Andel (%) av Shewanella stammer som 

produserte sorte kolonier (H2S) på de ulike jernagarene er fremstilt i figur 7. Beskrivelse av 

kolonienes morfologi produsert på JA1, JA2 og JA3 finnes i vedlegg 3.  

 

 

Figur 7: Andel (%) sorte kolonier (H2S) produsert av stammer av Shewanella med ulike 

svovelkilder. *25 °C, tre- seks døgn, aerobt. 

 

Figur 7 viser at det var flest antall stammer av Shewanella, ca. 77 %, som produserte H2S på 

jernagar med L- cystein og tiosulfat som svovelkilder (JA1). En lavere andel stammer av 

Shewanella, ca. 63 %, produserte H2S med kun tiosulfat som svovelkilde (JA2), og bare én 

stamme produserte H2S med kun L- cystein (JA3) som svovelkilde. Det var seks stammer av 

Shewanella som ikke produserte H2S på noen av de tre jernagarene.  
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Tabell 4: Produksjon av H2S på jernagar med ulike svovelkilder.  

Fylogenetisk gruppe Nummer Jernagar 

JA11 JA22 JA33 

1 (S. putrefaciens) MF05008     +** +       -*** 

1  MF05485 + + - 

1  MF05487*              - - - 

1  MF05491  + + - 

1 MF05526 + - - 

1  MF05862 + - - 

1  MF05863 + + - 

1  MF05873 + + - 

1  MF05874 + + - 

1  MF05921 + + - 

2 (S. baltica) MF05009 + + - 

2  MF05816* - - - 

2  MF05840 + + + 

2  MF05910 + + - 

3 (S. frigidimarina) MF05509 + + - 

3  MF05903* - - - 

4 (S. vesiculosa) MF05836* - - - 

4  MF05837* - - - 

4  MF05929* - - - 

5 (Shewanella sp.) MF05822 + + - 

5  MF05919 + - - 

5  MF06147 + + - 

5 MF06148 + + - 

5  MF06149 + + - 

5  MF06150 + + - 

6 (Aeromonas sp.) MF05811 + + - 

6  MF05849 + - + 

6  MF05850 + - - 

6 (Morganella sp.) MF06151 + - - 

1JA1= jernagar med tiosulfat og L- cystein. 2JA2= jernagar med tiosulfat. 3JA3= jernagar med L- 

cystein. *Ikke- sort Shewanella. **+ = produksjon H2S. ***- = ingen produksjon H2S. ***25 °C, 

tre - seks døgn, aerobt. 
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Tabell 4 viser at ingen stammer fra gruppe 4 (S. vesiculosa) produserte H2S på jernagar med 

tiosulfat og L- cystein (JA1), tiosulfat (JA2) eller L- cystein (JA3). Alle stammer i gruppe 5 

(Shewanella sp.) og gruppe 6 (Aeromonas sp. og Morganella sp.) produserte H2S på jernagar 

med tiosulfat og L- cystein. Innad gruppe 1 (S. putrefaciens), og 2 (S. baltica) produserte de 

fleste stammene H2S på jernagar med tiosulfat og L- cystein. På jernagar med tiosulfat 

produserte de fleste stammene i gruppe 1, 2, og 5 H2S. På jernagar med L- cystein var kun to 

stammer fordelt på gruppe 2 og 6 som produserte H2S. Fra gruppe 1, 2 og 3 (S. frigidimarina) 

var det tre stammer som ikke produserte H2S på jernagar med tiosulfat og L- cystein. De 

samme tre stammene produserte heller ikke H2S på jernagar med tiosulfat eller L- cystein.  

4.4.2. Karakterisering og identifisering med API 20 NE  
Som en del av karakteriseringen ble alle de 29 bakteriestammene testet med API 20 NE for å 

undersøke og forhåpentligvis skille mellom deres evne til å metabolisere og vokse på ulike 

substrater. Tabell 5a og 5b viser resultater for vekst ved konvensjonelle tester. Tabell 6a og 6b 

viser resultater for vekst ved assimilerende tester og oksidaseaktivitet.  
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Tabell 5a: Resultater for konvensjonelle tester i API 20 NE.  

1+ = positiv reaksjon. 2Tom celle = negativ reaksjon. *NO3= reduksjon nitrater, TRP = indol produksjon, GLU= fermentering glukose, ADH= 

produksjon arginin dehydrolase, URE= produksjon urease, ESC= hydrolyse ved ß- glukosidase, GEL= hydrolyse ved protease, PNPG= produksjon 

ß- galaktosidase. **Ikke- sort Shewanella.  

Fylogenetisk gruppe Isolat NO3* TRP GLU ADH URE ESC GEL PNPG 

1 (S. putrefaciens) MF05008  +1 2     +  +  

1  MF05485  +      +  +  

1  MF05487**        +  

1  MF05491  +      +  +  

1  MF05526  +      +  +  

1  MF05862  +      +  +  + 

1  MF05863  +      +   

1  MF05873  +       +   +   

1  MF05874  +      +  +  

1  MF05921  +      +  +  

2 (S. baltiva) MF05009  +      +  +  

2  MF05816**  +        

2  MF05840  +      +  +  

2  MF05910  +      +  +  

3 (S. frigidimarina) MF05509  +      +  +  

3  MF05903**  +        
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Tabell 5b: Resultater for konvensjonelle tester i API 20 NE.  

1+ = positiv reaksjon. 2Tom celle = negativ reaksjon. *NO3= reduksjon nitrater, TRP = indol produksjon, GLU= fermentering glukose, ADH= 

produksjon arginin dehydrolase, URE= produksjon urease, ESC= hydrolyse ved ß- glukosidase, GEL= hydrolyse ved protease, PNPG= produksjon 

ß- galaktosidase. **Ikke- sort Shewanella. 

 Fylogenetisk gruppe Isolat NO3 TRP GLU ADH URE ESC GEL PNPG 

4 (S. vesiculosa) MF05836**  +1 2     +   

4  MF05837**  +  +     +  +  + 

4  MF05929**  +      +    

5 (Shewanella sp.) MF05822  +      +  +  

5 MF05919  +      +  +  

5 MF06147  +  +   +   +  +  

5 MF06148  +      +  +  

5 MF06149  +     +  +  +  

5 MF06150  +      +  +  

 6 (Aeromonas sp.) MF05811  +  +  +  +   +  +  + 

 6 MF05849  +  +  +  +   +  +  + 

 6 MF05850  +   +  +   +  +  + 

 6 (Morganella sp.) MF6151  +  +    +  +  +  + 
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Tabell 5a viser at det var i hovedsak ikke- sorte Shewanella i fylogenetisk gruppe 1, 2 og 3 som 

ga resultater som ikke fulgte trenden for de konvensjonelle testene ved å produsere ß- 

galactosidase (PNPG) og/ eller ikke produsere protease (GEL). Unntaket var isolat MF05862 

som også produserte ß- galactosidase (PNPG), og MF05863 som ikke produserte protease 

(GEL).  Isolat MF05487 var den eneste bakteriestammen av de totalt 29 bakteriestammene 

som ikke viste evne til å redusere nitrater (NO3).  

Tabell 5b viser at det var varierende resultater mellom stammene innad de fylogenetiske 

gruppene 4, 5 og 6. Gruppe 4 bestod av tre stammer av ikke- sorte Shewanella, der en av 

stammene hadde flere positive reaksjoner i API 20 NE enn de to andre. I gruppe 5 var det to 

stammer som ga flere positive reaksjoner enn de resterende stammene i gruppen. I gruppe 6 

ga alle tre stammer av Aeromonas sp., like resultater med unntak av indol- produksjon (TRP).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 
 

Tabell 6a: Resultater for assimilerende tester i API 20 NE og produksjon av cytochrome oxidase. 

Fylogenetisk gruppe Isolat GLU* ARA MNE MAN NAG MAL GNT CAP MLT CIT OX 

1 (S. putrefaciens) MF05008 2     +  +  +     + 

1  MF05485  +1     +  +  +   +  +  + 

1  MF05487**  +  +  +  +  +   +  +  +  +  + 

1  MF05491   +    +  +  +   +   + 

1  MF05526      +   +   +   + 

1  MF05862  +  +  +  +  +  +  +   +   + 

1  MF05863            + 

1  MF05873      +  +    +   + 

1  MF05874  +     +  +  +   +   + 

1 MF05921  +  +  +  +  +  +  +    +  +  + 

2 (S. baltiva) MF05009  +  +    +  +  +   +  +  + 

2  MF05816**            + 

2  MF05840  +  +    +  +  +   +  +  + 

2  MF05910      +  +  +   +  +  + 

3 (S. frigidimarina) MF05509  +  +    +  +  +   +  +  + 

3  MF05903**  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  + 

1+ = positiv reaksjon. 2Tom celle = negativ reaksjon. *GLU= vekst glukose, ARA= vekst arabinose, MNE= vekst mannose, MAN= vekst 

mannitol, NAG= vekst N- acetyl- glukosamin, MAL= vekst maltose, GNT= vekst kalium glukonat, CAP= vekst capric acid, MLT= vekst malat, 

CIT= vekst trinatrium citrat, OX= produksjon cytochrome oxidase. **Ikke- sort Shewanella. 
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Tabell 6b: Resultater for assimilerende tester i API 20 NE og produksjon av cytochrome oxidase. 

1+ = positiv reaksjon. 2Tom celle = negativ reaksjon. *GLU= vekst glukose, ARA= vekst arabinose, MNE= vekst mannose, MAN= vekst mannitol, 

NAG= vekst N- acetyl- glukosamin, MAL= vekst maltose, GNT= vekst kalium glukonat, CAP= vekst capric acid, MLT= vekst malat, CIT= vekst 

trinatrium citrat, OX= produksjon cytochrome oxidase. **Ikke- sort Shewanella. 

Fylogenetisk gruppe Isolat GLU* ARA MNE MAN NAG MAL GNT CAP MLT CIT OX 

4 (S. vesiculosa) MF05836** 2           + 

4  MF05837**  +1   +   +  +    +   + 

4  MF05929**            + 

5 (Shewanella sp.) MF05822      +  +  +   +  +  + 

5 MF05919  +   +  +  +  +  +  +  +  +  + 

5 MF06147      +  +  +   +  +  + 

5 MF06148  +     +  +  +   +  +  + 

5 MF06149      +  +  +   +  +  + 

5 MF06150  +     +  +  +   +   + 

 6 (Aeromonas sp.) MF05811  +  +  +  +  +  +  +  +  +   + 

 6 MF05849  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  + 

 6 MF05850  +  +  +   +  +  +  +   +  +  + 

 6 (Morganella sp.) MF6151  +  +    +  +  +   +  +   
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Tabell 6a og 6b viser at det var varierende resultater for vekst på de assimilerende testene for 

stammer i alle fylogenetiske grupper. De fleste bakteriestammene viste evne til å vokse på N- 

acetyl- glukosamin (NAG), maltose (MAL), kalium glukonat (GNT) og malat (MLT). Alle 

stammer produserte cytochrome oxidase (OX) med unntak av stammen av Morganella sp., 

MF06151. Tre ikke- sorte Shewanella og en sort Shewanella, MF05863, viste ikke evne til vekst 

på noen av de assimilerende testene.   

Resultatene fra API 20 NE ble registrert i APIWeb (BioMérieux, 2015a). I tabell 7 inngår kun 

stammer som viste homologi på >95 % med bakteriestammer registrert i API 20 NE- 

databasen. Det ble vist at 9 av de 29 bakteriestammene ga homologi på >95 % med 

bakteriestammer registrert i API 20 NE- databasen, og disse ble derfor sammenlignet med 

identifiseringsresultatene oppnådd ved 16S rDNA sekvensering.   Bakteriestammen av 

Morganella sp., ble ikke forsøkt identifisert med API 20 NE da Morganella tilhører 

bakteriefamilien Enterobactericeae, og ifølge BioMérieux sine nettsider er ikke API 20 NE 

egent for bakterieslekter i denne familien (Gram og Huss, 2000; BioMérieux, 2015b). 

Tabell 7: Sammenligning mellom identifisering av bakteriestammer gjort ved 16S ribosomal 

DNA sekvensering og homologi på >95 % med bakteriestammer i API 20 NE- database. 

Fylogenetisk gruppe Stamme Identifisering ved 16S rDNA1 Identifisering ved API 20 NE2 

1 (S. putrefaciens) MF05485 Shewanella sp. Shewanella putrefaciens 

1  MF05487 Shewanella sp. Pseudomonas fluorescens 

1  MFO5526 Shewanella sp. Shewanella putrefaciens 

1  MF05862 Shewanella sp. Rhizobium radiobacter 

1  MF05873 Shewanella sp. Shewanella putrefaciens 

4 (S. vesiculosa) MF05837 Shewanella sp. Vibrio alginolyticus 

5 (Shewanella sp) MF05919 Shewanella sp. Shewanella putrefaciens 

6 (Aeromonas sp.) MF05811 Aeromonas sp. Aeromonas hydrophilia/ caviae 

6  MF05850 Aeromonas sp. Aeromonas hydrophilia/ caviae 

6  MF05849 Aeromonas sp. Aeromonas hydrophilia/ caviae 

1Sekvenslikhet >98 % med søk på sekvenser fra 16S rDNA i RDP. 2Homologi >95 % ved søk med 

resultater fra API 20 NE i API 20 NE- database.  
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Tabell 7 viser at for syv av ti stammer som hadde homologi > 95 % med stammer i API 20 NE- 

databasen stemte resultatene overens på slektsnivå med identifiseringsresultatene oppnådd 

ved 16S rDNA sekvensering. For tre stammer, to fra fylogenetisk gruppe 1 (S. putrefaciens) og 

en fra fylogenetisk gruppe 4 (S. vesiculosa) stemte ikke identifiseringsresultatene overens. 

Bakteriestammene som ikke viste homologi > 95 % med bakteriestammer i API 20 NE- 

databasen er fremstilt i tabell 8 sammen med identifiseringsresultater fra 16S rDNA 

sekvensering.  

Tabell 8: Sammenligning mellom identifisering av bakteriestammer gjort ved 16S rDNA 

sekvensering og homologi på < 95 % med bakteriestammer i API 20 NE- database. 

Fylogenetisk gruppe Stamme  Identifisering ved 16S rDNA1 Identifisering ved API 20® NE2  

1 (S. putrefaciens) MF05008 Shewanella sp. Aeromonas salmonicida 

1  MF05491 Shewanella sp. Shewanella putrefaciens 

1  MF05863 Shewanella sp. Pasteurella sp. 

1  MF05874 Shewanella sp. Aeromonas salmonicida 

1  MF05921 Shewanella sp. Pseudomonas luteola 

2 (S. baltica) MF05009 Shewanella sp. Aeromonas salmonicida 

2  MF05816 Shewanella sp. Pasteurella sp. 

2  MF05840 Shewanella sp. Shewanella putrefaciens 

2  MF05910 Shewanella sp. Aeromonas salmonicida 

3 (S. frigidimarina) MF05509 Shewanella sp. Aeromonas salmonicida 

3  MF05903 Shewanella sp. Pseudomonas fluorescens 

4 (S. vesiculosa) MF05836 Shewanella sp. Pasteurella sp. 

4  MF05929 Shewanella sp. Pasteurella sp. 

5 (Shewanella sp.) MF05822 Shewanella sp. Aeromonas salmonicida 

5 MF06147 Shewanella sp. Aeromonas salmonicida 

5  MF06148 Shewanella sp. Aeromonas salmonicida 

5  MF06149 Shewanella sp. Stenotrophomonas maltophilia  

5  MF06150 Shewanella sp. Aeromonas salmonicida 

1Sekvenslikhet >98 % med søk på sekvenser fra 16S rDNA i RDP. 2Homologi på <95 % ved søk 

med resultater fra API 20 NE i API 20 NE- database.  
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Tabell 8 viser at innad alle fylogenetiske grupper ble én eller flere stammer identifisert som 

Aeromonas salmonicida eller Aeromonas hydrophilia/ caviae ved søk i API 20 NE- databasen 

med homologi < 95 %. Av 19 stammer ble 11 identifisert på slektsnivå som Aeromonas. To 

stammer som ble identifisert som Shewanella putrefaciens ved søk i API 20 NE- databasen ble 

ved 16S rDNA sekvensering identifisert som S. putrefaciens og S. baltica. 

4.4.3. Reduksjon av TMAO til TMA 

Reduksjon av TMAO til TMA er en viktig kvalitetsforringende egenskap for bakterier i fisk og 

fiskeprodukter, da det medfører vond lukt som forbindes med forringelse av kvalitet. Det ble 

derfor undersøkt om de 29 bakteriestammene hadde evnen til å redusere TMAO til TMA, og 

eventuelt hvor mye TMAO som ble redusert. Da dette var en uprøvd metode på mikrobiologisk 

laboratorium ved Nofima ble det testet to ulike fargeindikatorer i forsøket: metylenblått og 

resazurin. I TMAO- medium med resazurin var det lite fargeendring som ble observert etter 

inokulering av bakteriestammene og inkubering (25 °C, 3 døgn, anaerobt). Resultatene for 

reduksjon av TMAO- medium med resazurin finnes i vedlegg 4. Ved reduksjon av TMAO til 

TMA i medium med metylenblått ble det observert fargeendring fra mørk blå til lys blå eller 

blankt medium. Det ble brukt et skaleringssystem fra 0 til 3, der 0 var ingen fargeendring og 3 

varierte mellom lys blå til blank, basert på visuell avlesning (Figur 8).  

 

Figur 8: Eksempler på reduksjon av TMAO til TMA i medium med metylenblått.  

Figur 8 viser fem eksempler på endring av farge i medium ved reduksjon av TMAO til TMA. 

Reduksjonen øker fra venstre til høyre, der røret helt til venstre scoret 0 da det var ingen 

fargeendring, og de to siste TMAO- rørene til høyre ble vurdert å ha samme grad av TMAO- 

reduksjon (score 3).  Den øverste fasen i alle fem TMAO- rør var glyserol. Av ukjente grunner 
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ble det i flere TMAO- rør dannet to faser under fasen med glyserol. I noen tilfeller var det 

mørkest farge i bunnen av TMAO- røret, i andre var den mørke fargen øverst i TMAO- røret 

(under glyserolen). Ett godt eksempel er tredje TMAO- rør til høyre i figur 8 der den øverste 

fasen er glyserol (med litt blåfarge), den midterste fasen er blank, og den nederste fasen er 

mellomblå.  

Resultatene for TMAO- reduksjon for alle 29 bakteriestammer viste dårlig reprodusertbarhet. 

Forsøket ble derfor gjort tre til fire ganger per stamme. Alle resultater for TMAO- reduksjon i 

medium med metylenblått som fargeindikator finnes i vedlegg 4. Gjennomsnittlig TMAO- 

reduksjon er fremstilt i tabell 9. 
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Tabell 9: TMAO- reduksjon for bakteriestammer i medium med metylenblått som 

fargeindikator. 

Fylogenetisk gruppe Stamme TMAO- reduksjon1 

1 (S. putrefaciens) MF05008   2-3** 

1  MF05485 2-3 

1  MF05487* 2 

1  MF05491 3 

1  MF05526 2-3 

1  MF05862 1 

1  MF05863 0 

1  MF05873 1-2 

1  MF05874 3 

1  MF05921 3 

2 (S. baltica) MF05009 0 

2  MF05816* 0 

2  MF05840 3 

2  MF05910 0-1 

3 (S. frigidimarina) MF05509 0 

3  MF05903* 1 

4 (S. vesiculosa) MF05836* 0 

4  MF05837* 0 

4  MF05929* 0 

5 (Shewanella sp.) MF05822 0-1 

5  MF05919 0-1 

5  MF06147 0-1 

5  MF06148 2-3 

5  MF06149 0-1 

5  MF06150 3 

6 (Aeromonas sp.) MF05811 2 

6  MF05849 3 

6  MF05850 2 

6 (Morganella sp.) MF06151 3 
1 Gjennomsnitt fire forsøk. *Ikke- sorte Shewanella. **0= ingen reduksjon, 1= lite reduksjon, 

2 = noe reduksjon, 3 = mye reduksjon. ***25°C, tre døgn, anaerobt. 

Tabell 9 viser at det var ulike resultater for reduksjon av TMAO mellom gruppene 1-6. De fleste 

stammene i gruppe 1 (S. putrefaciens) og alle stammene i gruppe 6 (Aeromonas sp. og 

Morganella sp.) viste evne til å redusere TMAO noe (2) til mye (3). Innad gruppe 2 (S. baltica), 
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3 (S. frigidimarina), 4 (S. vesiculosa) og 5 (Shewanella sp.) viste stammene ingen (0) til lite (1) 

reduksjon av TMAO.  I gruppe 1 var det to stammer som viste ingen til lite evne til å redusere 

TMAO, og en stamme viste lite til noe evne til reduksjon. Innad gruppe 2 og 5 var det til 

sammen tre stammer som reduserte TMAO noe til mye.  

4.4.4 Vekst ved ulike temperaturer 

Ved å vurdere bakteriestammenes evnen til å vokse ved ulike temperaturer kan det være 

mulig å skille stammenes egenskaper fra hverandre, og vurdere potensialet til vekst på fisk og 

fiskeprodukter lagret ved ulike betingelser. Vekst ble undersøkt i Long and Hammer buljong 

ved 4 °C, 25 °C og 37 °C og resultatene er fremstilt i tabell 10. Visuell vekst fremtonet seg som 

blakking av vekstmediet.  
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Tabell 10: Tid (døgn) til observert visuell vekst for bakteriestammer ved tre ulike temperaturer 

(4 °C, 25 °C og 37 °C). 

 

 

Fylogenetisk gruppe 

 

 

Navn 

Inkubasjonstid (døgn) 

Veksttemperatur 

4 °C 25 °C 37 °C 

1 (S. putrefaciens) MF05008 -1 2d 1d 

1  MF05485 3d2 1d - 

1  MF05487* 3d 1d 1d 

1  MF05491 - 2d - 

1  MF05526 - 2d 1d 

1  MF05862 - 2d 1d 

1  MF05863 3d 2d 1d 

1  MF05873 3d 1d - 

1  MF05874 - 2d 1d 

1  MF05921 2d 1d 1d 

2 (S. baltica) MF05009 - 2d 1d 

2  MF05816* - 2d 1d 

2  MF05840 3d 1d - 

2  MF05910 - 2d 1d 

3 (S. frigidimarina) MF05509 - 2d 1d 

3  MF05903* 2d 1d - 

4 (S. vesiculosa) MF05836* 4d 2d 1d 

4  MF05837* 3d 1d 1d 

4  MF05929* 3d 1d 1d 

5 (Shewanella sp.) MF05822 2d 1d - 

5  MF05919 - 2d - 

5  MF06147 - 2d 1d 

5  MF06148 - 2d 1d 

5  MF06149 3d 1d - 

5  MF06150 - 2d 2d 

6 (Aeromonas sp.) MF05811 3d 1d 1d 

6 MF05849 3d 1d 1d 

6  MF05850 3d 1d 1d 

6 (Morganella sp.) MF06151 3d 1d 3d 
1 - = ingen visuell vekst observert. 2 d= antall døgn (maksimum syv) før observert visuell vekst 

ved blakking av mediet, aerobt. *Ikke- sorte Shewanella. **Vekstmedium = Long and Hammer 

buljong.  
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Tabell 10 viser at alle 29 bakteriestammer ga visuell vekst ved 25 °C etter ett til to døgn. De 

fleste bakteriestammene med Shewanella, og alle bakteriestammene med Aeromonas sp., og 

Morganella sp., ga visuell vekst ved 4 °C og 37 °C etter ett til tre døgn. Innad alle grupper med 

unntak av gruppe 4 (S. vesiculosa) og 6 (Aeromonas sp., og Morganella sp.) var det variasjoner 

i vekst ved ulike temperaturer og antall døgn brukt til visuell vekst. 

4.4.5. Vekst i ulike saltkonsentrasjoner  

Bakteriestammenes evne til å vokse ved ulike saltkonsentrasjoner ble undersøkt for å 

muligens skille bakteriestammenes egenskaper fra hverandre, og for å vurdere 

vekstpotensialet i fisk og fiskeprodukter med ulikt saltinnhold.  Vekst ble undersøkt i Long and 

Hammer buljong med 1 %, 8 %, 10 % og 12 % NaCl.  Av ukjente grunner var det flere 

bakteriestammer som ikke ga visuell vekst ved noen av saltkosentrasjonene i dette forsøket, 

og de ble derfor ikke undersøk. Tabell 11 viser vekst av bakteriestammer i ulike 

saltkonsentrasjoner.  

Tabell 11: Vekst av bakteriestammer ved ulike konsentrasjoner av NaCl (1 %, 8 %, 10 % og 12 

%).  

 

Fylogenetisk gruppe 

 

Navn 

Vekst ved saltkonsentrasjoner 

1 % 8 % 10 % 12 % 

1 (S. putrefaciens) MF05487*   +1 + -2 - 

1  MF05491 + - - - 

1  MF05873 + - - - 

1  MF05921 + - - - 

3 (S. frigidimarina) MF05509 + - - - 

3  MF05903* + - - - 

4 (S. vesiculosa) MF05837* + - - - 

4  MF05929* + - - - 

5 (Shewanella sp.) MF05919 + - - - 

5  MF06147 + - - - 

6 (Aeromonas sp.) MF05811 + - - - 

6  MF05849 + - - - 

6  MF05850 + - - - 

6 (Morganella sp.) MF06151 + - - - 
1+ = visuell vekst. 2 - = ingen visuell vekst. *Ikke- sorte Shewanella. **Vekstmedium = Long 

and Hammer. *** 25 °C, maksimum 7 døgn inkubasjonstid, aerobt.   
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Tabell 11 viser at alle undersøkte stammer ga visuell vekst ved 1 % NaCl. Kun en stamme fra 

gruppe 1 (S. putrefaciens) ga visuell vekst ved 8 % NaCl. Ingen av de undersøkte stammene ga 

visuell vekst ved 10 og 12 % NaCl.  

4.4.6. Produksjon av lukt 

Det ble undersøkt om de 29 bakteriestammene produserte lukt etter inokulering i Long and 

Hammer buljong og inkubert ved 25 °C, aerobt over natt. Da Long and Hammer buljong har 

en distinkt egenlukt overdøvet dette lukt som eventuelle bakteriestammer produserte. Det er 

derfor ingen luktresultater å rapportere.  
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5. Diskusjon 

 

5.1. Isolering og identifisering av bakterier fra prosesseringsanlegg for laks 
Denne oppgaven er en del av et prosjekt der det ble isolert og karakterisert Shewanella og 

andre spesifikke forringelsesbakterier fra ferskt produkt, produksjonsutstyr og sjøvann fra 

prosesseringsanlegg for laks.   

Bakteriestammer fra prosesseringsanlegg for laks ble identifisert på slektsnivå med 16S rDNA 

sekvensering. Det er mulig å identifisere bakteriestammer på artsnivå med full- lengde 

sekvensering av 16S molekylet, men det ble ikke gjort i denne oppgaven da det er vanlig å 

utføre en såkalt «grovidentifisering» på korte gensekvenser (ca. 370 bp) på mikrobiologisk 

laboratorium ved Nofima.  

Det ble isolert og identifisert H2S- produserende bakterier tilhørende både Shewanella og 

andre bakterieslekter fra produksjonsmiljøet i anleggene. Bakterieslekten Shewanella er vist 

å være en vanlig spesifikk forringelsesbakterie i marine miljøer og på fiskeflora, og da spesielt 

S. putrefaciens og S. baltica (Rudi et al., 2004; Gram et al., 1986; Dalgaard, 1995; Vogel et al., 

2005). Det ble også identifisert H2S – produserende stammer av Aeromonas sp., og en stamme 

Morganella sp. Disse to bakterieslektene kan bli isolert fra blant annet marine miljøer, fra fersk 

og kvalitetsforringet fisk (Gennari et al., 1999; Kaznowski, 1998). Det har blitt rapportert 

stammer av Aeromonas sp., og Morganella sp., som produserer H2S under andre forhold enn 

dyrking av stammer på jernagar tilsatt svovelkilde (Gennari et al., 1999; Abbot et al., 1992). 

Det ble også identifisert seks ikke- sorte kolonier av Shewanella sp., det vil si at de ikke 

produserte H2S på jernagar tilsatt svovelkildene L- cystein og/ eller tiosulfat. Det har tidligere 

blitt observert bakteriestammer av Shewanella som ikke produserte H2S på jernagar tilsatt L- 

cystein og/ eller tiosulfat, men som allikevel produserte H2S i andre medier (Bozal et al., 2002; 

Serio et al., 2013; Gennari et al., 1999; Dalgaard, 1995).   

For å kunne undersøke sammenheng mellom karakteriseringsresultater og fylogenetisk 

slektskap ble det laget et fylogenetisk tre ved hjelp av «Neighbor Joining» metoden for 

identifiserte stammer av Shewanella sp., (Saitou og Nei, 1987). Det var ikke alle 

bakteriestammer av Shewanella sp., som ble inkludert i det fylogenetiske treet da de ikke 

hadde gode nok gensekvenser. I det fylogenetiske treet grupperte bakteriestammene rundt 

fire typestammer av Shewanella: S. putrefaciens, S. baltica, S. frigidimarina og S. vesiculosa. 
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Det har blitt vist at sekvensering med 16S rDNA ikke skiller mellom nært beslektede 

bakteriearter (Venkateswaran et al., 1998; Fox et al., 1992). I dette forsøket ble 

bakteriestammene identifisert med 16S rDNA likhet på > 98 % ved søk i BLAST. Det har også 

blitt vist at 16S rDNA likhet > 97 % ikke nødvendigvis indikerer at to isolater er av samme art 

(Venkateswaran et al., 1999), og at at ulike stammer av S. putrefaciens i GenBank har 16S rDNA 

likhet helt ned til 94 %, og dette kan sannsynligvis også gjelde andre arter av Shewanella 

(Venkateswaran et al., 1999). Det er derfor mulig at de fylogenetiske gruppene i denne 

oppgaven er relativt heterogene da noen stammer kan tilhøre andre arter av Shewanella enn 

det det fylogenetiske treet viser.  Det har vært stor utvikling innenfor identifisering av 

Shewanella, og mange nye arter har blitt identifisert de siste årene. Det er fremdeles er stor 

heterogenitet innad Shewanella- artene, så det kan indikere at det fremdeles er flere arter 

som ikke har blitt identifisert (LPSN, 2015; Venkateswaran et al., 1999).  

Identifisering av bakteriestammene tyder på at S. putrefaciens var den mest dominerende 

H2S- produserende bakteriearten i produksjonsmiljøene. Det er ikke uventet siden S. 

putrefaciens er vanlig å isolere fra fersk og kvalitetsforringet fisk og fiskeprodukter (Rudi et al., 

2004; Gram et al., 1986; Dalgaard, 1995). Det har også blitt vist at S. putrefaciens er den arten 

av Shewanella som dominerer på fisk både ved lav (0 °C) og høy (20 °C) temperatur (Chai et 

al., 1968; Herbert et al., 1971; Jensen og Schultz, 1980; Gram et al., 1986). En grunn til at S. 

putrefaciens ofte dominerer på fisk og fiskeprodukter er at S. putrefaciens har evne til å vokse 

godt ved lave temperaturer (Shewan, 1977). Det ble også vist av Bagge et al., (2001) at S. 

putrefaciens har evne til å feste seg til overflater og dannebiofilm. Under produksjon i 

prosesseringsanlegg for laks er det kontinuerlig tilføring av blod og slam som er næringsrikt. 

Lange produksjonsdager gir S. putrefaciens god tid til å vokse og danne biofilm som vil tåle 

stress i form av vask og desinfeksjon, og som da gir større mulighet for å isolerer S. 

putrefaciens fra prosesseringsmiljøet (Bagge et al., 2001).  

Det var fire bakteriestammer som ble identifisert som S. baltica. Det har blitt rapportert at S. 

baltica har en dominerende rolle i fiskeflora på fisk fanget fra det Baltiske hav i løpet av 

vintermånedene (Vogel et al., 2005). Det ble også isolert bakteriestammer av S. frigidimarina 

og S. vesiculosa i dette forsøket. Shewanella frigidimarina har tidligere blitt isolert fra 

bakterieflora på skate fanget i den engelske kanalen, og det har blitt rapportert at den kan 

vokse ved temperaturer under < 0 °C til 27 °C (Broekaert et al., 2011a; Bowman et al., 1997). 
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Shewanella vesiculosa har blitt isolert fra fisk lagret i syv til 14 dager på is etter innkjøp fra 

butikk, og at den er rapportert å kunne vokse ved -4 °C til 30 °C (Broekaert et al., 2011b; Bozal 

et al., 2009). Det kan være at disse tre bakterieartene ble isolert fra produksjonsmiljøene siden 

de har alle god evne til å vokse ved lave temperaturer, da isoleringen av bakterier til denne 

oppgaven foregikk i oktober.     

5.2. Produksjon av H2S fra ulike svovelkilder 
Produksjon av H2S gir illeluktende odører som blir forbundet med kvalitetsforringelse (Gram 

og Huss, 2000). Det ble observert at produksjon av H2S i form av sorte kolonier varierte mellom 

bakteriestammene av Shewanella når de ble dyrket på jernagar med L- cystein og/ eller 

tiosulfat som svovelkilde. De fleste stammene av Shewanella, og en stamme av Aeromonas 

sp., MF05811, produserte sorte kolonier både på jernagar med L- cystein og tiosulfat, og på 

jernagar med kun tiosulfat som svovelkilde. Dette stemmer godt med tidligere observasjoner 

der de fleste artene av Shewanella og Aeromonas har vist å produsere H2S på jernagar med 

tiosulfat som svovelkilde (Venkateswaran et al., 1999; Abbot et al., 1992). Siden disse 

bakteriestammene har evne til å bruke tiosulfat til produksjon av H2S uttrykker bakteriene 

sannsynligvis det membranbundne enzymet tiosulfat reduktase, da det har blitt rapportert at 

bakterier som har evne til å redusere tiosulfat til H2S, og dermed produsere sorte kolonier på 

jernagar, produserer dette enzymet (Stoffels et al., 2012).  

Jernagarskålene ble inkubert ved 25 °C etter utstrykning av bakteriestammer.  Det har blitt 

vist at H2S- produksjon ved høy temperatur (20 °C) fra bakterier isolert fra fisk ikke blir godt 

nok detektert ved bruk av kun tiosulfat som svovelkilde, og at det da også må brukes L- cystein 

til deteksjon av H2S- produksjon (Gram et al., 1986; Venkateswaran et al., 1999). Dette 

stemmer godt da en bakteriestamme av Aeromonas sp., MF05849, produserte sorte kolonier 

på jernagar med L- cystein og tiosulfat, og kun L- cystein som svovelkilde. Hadde det kun blitt 

brukt jernagar med tiosulfat som svovelkilde i dette forsøket ville bakteriestamme MF05849 

sannsynligvis blitt karakterisert som en ikke H2S- produserende bakterie. For stammene av 

Shewanella var det kun bakteriestamme MF05840 som produserte sorte kolonier på jernagar 

med kun L- cystein som svovelkilde. Det har blitt vist at produksjon av H2S fra L- cystein som 

svovelkilde forekommer på grunn av enzymet L- cystein desulfhydrase (Oguri et al., 2012). Det 

kan indikere at stamme MF05840 og stamme MF05849 var de eneste bakteriestammene i 

dette forsøket som hadde evne til å produsere enzymet L-cystein desulfhydrase. En mulig 
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forklaring på at kun to bakteriestammer i dette forsøket ble observert å ha evne til å produsere 

H2S fra L- cystein kan være at bakterier fra fisk har liten tilgang på L- cystein.  Det har blitt vist 

at det finnes lite av denne aminosyren i fisk fra både varme og kalde strøk (Mohanty et al., 

2014). Det kan indikere at det ikke har vært nødvendig for disse bakteriene å produsere L- 

cystein desulfhydrase, og at det derfor er få stammer som har denne egenskapen. Ioner av 

tiosulfat er derimot en kilde til redusert uorganisk svovel som finnes i de fleste miljøer på 

jorden (Steudel og Steudel, 2010). Det kan da være at at de fleste bakterier har evne til å 

produsere tiosulfat reduktase siden ioner av tiosulfat ofte er tilgjengelig for metabolisering.  

Det var tre bakteriestammer av Shewanella, en stamme av Aeromonas sp., og en stamme av 

Morganella sp., som produserte sorte kolonier kun på jernagar med både L- cystein og 

tiosulfat som svovelkilder. Det kan indikere at disse bakteriestammene kun har evne til å 

produsere H2S når begge svovelkildene tilstede. Det ble ikke funnet tidligere beskrivelser der 

L- cystein og tiosulfat har påvirkning på hverandre ved produksjon av H2S fra bakterier, men 

det kan tyde på at sammen har de effekt som fører til uttrykk av gener i bakterier som koder 

for L-cysteine desulfhydrase og/ eller tiosulfat reduktase.  

Det ble også identifisert seks stammer av Shewanella som ikke produserte sorte kolonier på 

jernagar med verken L- cystein og/ eller tiosulfat som svovelkilde. Det er mulig at disse 

bakteriestammene ikke uttrykker enzymene L-cysteine desulfhydrase eller tiosulfat 

reduktase, men det kan heller ikke utelukkes at de kan produsere H2S under andre betingelser 

enn betingelsene i denne oppgaven. Det har tidligere blitt rapportert bakteriestammer av 

Shewanella som ikke produserte H2S på jernagar tilsatt L- cystein og/ eller tiosulfat, men som 

allikevel produserte H2S i andre medier som Trippel Sugar Iron –agar (TSI) og TMAO- medium 

(Bozal et al., 2002; Serio et al., 2013; Gennari et al., 1999; Dalgaard, 1995).   

5.3. Karakterisering og identifisering med API 20 NE 
 

5.3.1. Karakterisering 
Det ble vist at det var heterogene resultater innad alle fylogenetiske grupper ved undersøkelse 

av karakteristiske egenskaper med API 20 NE- identifiseringssystem. Denne heterogeniteten 

vises mer tydelig ved resultatene for de assimilerende testene enn for de konvensjonelle. Også 

Serio et al., (2013) observerte at det var heterogene resultater innad arter av Shewanella ved 

undersøkelse av bakteriestammer med API 20 NE.  Det har blitt observert ved flere 
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anledninger at stammer av Shewanella har heterogene egenskaper, og da spesielt stammer 

av S. putrefaciens (Venkateswaran et al., 1999; Vogel et al., 2005). Ved flere tilfeller var det de 

ikke – sorte Shewanella stammene som skilte seg mest ut da de viste vekst på enten flere eller 

færre assimilerende tester enn de andre bakteriestammene, men det var også noen sorte- 

Shewanella stammer som skilte seg ut. Mellom bakteriestammene av Aeromonas sp., var det 

også noe variasjon. Det er mulig at det er genetisk variasjon også mellom disse stammene 

siden de kun er identifisert på slekstnivå.   

Fisk inneholder mye nitrogen i form av protein og Ikke- protein nitrogen (Gram og Huss, 2000). 

Når bakterier har evne til å redusere nitrogenholdige komponenter kan det ha negativ effekt 

for kvaliteten til fisk, da det kan bli produsert illeluktende odører forbundet med forringelse 

(Gram og Huss, 2000). Det ble vist at alle de undersøkte bakteriestammene hadde evne til å 

redusere nitrat/ nitritt. Dermed har alle stammene potensiale til å produsere odører 

forbundet med kvalitetsforringelse, med unntak av den ikke- sorte Shewanella stammen 

MF05487 i fylogenetisk gruppe 1 (S. putrefaciens), som ikke reduserte nitrat/ nitritt.  Å 

redusere nitrogenholdige komponenter er en egenskap alle bakteriestammer av Shewanella 

er rapportert å ha (Venkateswaran et al., 1999).  

Det ble også observert at et mindretall bakteriestammer av Shewanella fra fylogenetisk 

gruppe 1, 4 (S. vesiculosa) og 5 (Shewanella sp.) hadde evne til å produsere indol, arginin 

dehydrolase, urease og ß- galaktosidase. Dette er viktige egenskaper ved forringelse da 

reduksjon av tryptofan til indol og dannelsen av ammoniakk fra arginin og urease også 

medfører vonde lukter og smaker forbundet med forringelse av kvalitet (Christoph et al., 1999; 

Schneider et al., 1998; Hart et al., 2012).   

Gelatin er et protein som blir utvunnet fra hud, bein og sener fra både fisk og andre dyr 

(Warris, 2010).  Ved hydrolyse av gelatin kan det bli produsert vonde lukter og smaker som 

blir forbundet med kvalitetsforringelse.  De fleste bakteriestammer av Shewanella, alle 

bakteriestammene av Aeromonas sp., og bakteriestammen av Morganella sp., viste evne til å 

produsere gelatinase som hydrolyserer gelatin, og har da mulighet til å forringe fiskeprodukter 

og andre næringsmidler med gelatin. Det har tidligere blitt observert bakteriestammer av S. 

frigidimarina og Shewanella sp., med høy protease- aktivitet ved lave temperaturer (Kulakova 

et al., 1999), så det kan indikere at det blir mer hydrolyse av gelatin i fiskeprodukter og andre 

næringsmidler når det er lagret i kjøleskapstemperatur.  
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Ingen bakteriestammer av Shewanella i dette forsøket viste evne til å fermentere glukose, 

men flere viste evne til å vokse på glukose. I følge identifiseringskriteriene av Shewanella til 

Stenström og Molin (1990), fermenterer ikke bakterier i slekten Shewanella karbohydrater 

som glukose. Det har allikevel blitt observert bakteriestammer av S. frigidimarina og S. baltica 

som har denne evnen (Bowman et al., 1997; Vogel et al., 2005). Selv om de fleste artene av 

Shewanella ikke kan fermentere glukose har det allikevel blitt rapportert at flere arter har 

evne til å bruke glukose til vekst (Satomi et al., 2003; Serio et al., 2013). Siden det er lite 

karbohydrater i fiskemuskel bør ikke egenskapen til å vokse på glukose bidra til forringelse av 

kvaliteten til fersk fisk ved lagring, men det kan påvirke fiskeprodukter der det er tilsatt 

glukose (Gram og Huss, 2000).  

5.3.2. Identifisering 
Resultatene fra API 20 NE- identifiseringssystem ble registrert i API- web for identifisering av 

bakteriestammene. Det ble vist at identifisering med API 20 NE og 16S rDNA sekvensering ga 

motstridende resultater for mange stammer. Identifiseringsresultatene fra API 20 NE med 

homologi > 95 % må bli tatt i betraktning i forhold til 16S rDNA resultatene, selv om det 

tidligere har blitt vist at sekvensering av 16S molekylet gir bedre identifiseringsresultater enn 

API 20 NE (Bosshard et al., 2006). Det var kun ti av 29 bakteriestammer med homologi > 95 % 

til bakteriestammer i databasen til API- web. Alle API- identifiseringsresultater med homologi 

< 95 % var for dårlige til å anta at det var korrekt identifisering av bakteriestammene. 

Bakteriestammer av Shewanella sp., og Aeromonas sp., har tidligere blitt identifisert på 

slektsnivå med API 20 NE, og som medførte konklusjon om at fenotypiske 

identifiseringssystemer som API 20 NE ikke gir nøyaktig identifisering på artsnivå da det kan 

være mange ulike responer og ulik utførelse (Beaz- Hidalgo et al., 2014).  

For syv av de ti bakteriestammene som ble identifisert med homologi > 95 % stemte 

resultatene fra API 20 NE og 16S rDNA sekvensering overens. Flesteparten av disse var 

stammer tilhørende fylogenetisk gruppe 1. Det kan komme av at S. putrefaciens er den mest 

kjente arten av Shewanella som har blitt studert i årevis, og det kan være at mange stammer 

av denne arten har blitt identifisert i årenes løp og ligger inne i databasen til API- web.  

Tre bakteriestammer, alle fra gruppe 1, ble identifisert ulikt med API 20 NE og sekvensering 

av 16S molekylet. Dette kan komme av at disse bakteriestammene har karakteristiske 
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egenskaper som ligner mer på egenskapene til andre bakterieslekter enn Shewanella, men at 

de er genetisk mer like Shewanella enn de er til andre bakterieslekter.  

De fleste bakteriestammen i denne oppgaven ble identifisert med homologi < 95 % med API 

20 NE. Det kan være en mulighet at API 20 NE tradisjonelt har blitt brukt til identifisering av 

bakterier isolert fra andre miljøer enn fra fiskenæringen, da det kan være at de fleste 

mikrobiologiske tester som utvikles er mest relevante for human helse (Serio et al., 2013; 

Venkateswaran et al., 1999; Vogel et al., 2005).  Det kan derfor være at API 20 NE ikke er et 

godt identifiseringssystem for bakterier isolert fra fisk.  

Fra hver fylogenetisk gruppe med Shewanella ble en eller flere bakteriestammer identifisert 

som A. salmonicida eller A. hydrophilia/ caviae med homologi < 95 %. Dette kan indikere at de 

undersøkte stammene av Shewanella har egenskaper som er relativt like egenskapene til 

stammer av A. salmonicida og/ eller A. hydrophilia/ caviae, men at de er genetisk forskjellige. 

Det er ikke helt uventet at stammer av Shewanella og stammer av Aeromonas har lignende 

egenskaper da stammer fra begge slektene har tidligere blitt isolert fra kvalitetsforringet fisk, 

og de har vist å kunne redusere TMAO og produsere H2S (Lindeberg, 1997; Gram et al., 1990; 

Stenström og Molin, 1990).  

5.4. Reduksjon av TMAO til TMA 
Den luktløse TMAO kan reduseres til den illeluktende TMA som blir forbundet med 

kvalietsforringelse i fisk (Gram og Huss, 2000). Det var heterogene resultater innad alle 

grupper, utenom gruppe 4 (S. vesiculosa), som kan tyde på at forringelsespotensialet til 

bakteriestammer tilhørende samme art varierer.  Det var generelt størst reduksjon av TMAO 

i fylogentisk gruppe 1 (S. putrefaciens) og gruppe 6 (Aeromonas sp., og Morganella sp.). 

Observasjonene av bakteriestammer som reduserte mye TMAO stemmer godt med andre 

observasjoner der S. putrefaciens er vist å være en viktig spesifikk forringelsesbakterie som 

reduserer mye TMAO (Rudi et al.,2004; Gennari et al., 1999; Gram et al., 1986).  Det har også 

tidligere blitt observert at stammer av Morganella sp. og Aeromonas sp. har evne til å redusere 

TMAO, men det ble ikke rapporter hvor stor reduksjonen var (Gennari et al., 1999; Beaz- 

Hidalgo et al., 2014). 

I fylogenetisk gruppe 2 (S. baltica) ble TMAO generelt lite redusert eller ikke redusert i det 

hele tatt. Den lille reduksjonen av TMAO kan komme av at de inokulerte reagensrørene ble 
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inkubert ved 25 °C, siden det tidligere har blitt observert bakteriestammer av S. baltica som 

ikke reduserte TMAO ved inkubering ved 25 °C , men ved 4 °C (Serio et al., 2013; Vogel et al., 

2005). Det kan indikere at det hadde vært større reduksjon av TMAO ved lavere 

inkuberingstemperatur. En bakteriestamme i gruppe 2 reduserte mye TMAO. Det indikerer at 

det er heterogene stammer innad S. baltica. 

I fylogenetisk gruppe 3 (S. frigidimarina) ble ikke TMAO redusert av bakteriestammen med 

sort Shewanella, mens den ikke- sorte Shewanella reduserte litt TMAO. Ingen av de tre 

bakteriestammene med ikke- sorte Shewanella i fylogenetisk gruppe 4 reduserte TMAO. Det 

har tidligere blitt observert bakteriestammer av S. frigidimarina og S. vesiculosa som reduserte 

TMAO, men hvor mye TMAO som ble redusert, eller om de observerte stammene var sorte 

eller ikke- sorte Shewanella ble ikke rapportert (Bowman et al., 1997; Bozal et al., 2009). Dette 

kan indikere at bakteriestammer av sorte og ikke- sorte Shewanella har ulikt potensiale for 

kvalitetsforringelse selv om de er av samme bakterieart. 

I fylogenetisk gruppe 5 (Shewanella sp.) var det delte resultater da bakteriestammene enten 

reduserte mye TMAO eller lite/ ingen TMAO.  Observasjonene av de to stammene som 

reduserte mye TMAO stemmer godt med karakterisering av Shewanella der alle stammer av 

Shewanella reduserer TMAO (Stenström og Molin, 1990). Det var allikevel flere 

bakteriestammer som ikke reduserte TMAO, noe også Serio et al., (2013) observere i sitt 

studie av blant annet S. baltica og S. putrefaciens.  

Metoden brukt for å undersøke bakteriestammenes evne til å redusere TMAO var en uprøvd 

metode ved mikrobiologisk laboratorium ved Nofima. Bedømmelsen av TMAO- reduksjon 

foregikk ved å observere fargeendringer i mediet ved slutten av inkubasjonstiden. Det ble gjort 

flere forsøk med to ulike fargeindikatorer: resazurin og metylenblått. Ved forsøk med 

resazurin var det svært vanskelig å se fargeforskjeller. Ved forsøk med metylenblått var det 

enklere å se fargeforskjeller, men metoden var ikke optimal og det var vanskelig å få like 

resultater med paralleller. Til videre arbeid bør metoden optimaliseres ved å finne bedre 

metoder for å få oksygenet ut av løsningen enn ved koking da det var veldig usikkert om nok 

oksygen var ute av løsningen for å få anaerobe forhold. Det har tidligere blitt vist at 

bakteriestammer av S. putrefaciens ikke reduserer TMAO hvis det er ca. 10 % eller mer 

oksygen tilstede (Boskou og Debevere, 1998). Selv om det ble tilsatt glyserol til løsningen for 

å gi et anaerobt miljø under inkubering så kan det være at det var for mye oksygen til stede i 
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løsningen. Utvikling av en standardisert skala med fargeendringer som representerer hvor 

lite/ mye TMAO har blitt redusert kan også være til hjelp.   

5.5. Vekst ved ulike temperaturer 
Fisk fra nordiske hav- og vannområder har som oftest en mikrobiell flora som har 

karaktersitiske evner for vekst som gjenspeiler miljøet de kommer i fra, og som da kan vokse 

ved temperaturer mellom – 2 °C til 12 °C (Adams og Moss, 2008). Lagringstemperaturen for 

fersk fisk og fiskeprodukter hos både produsent, distributør og forbrukerer er rundt 4 °C. I 

dette forsøket ble det observert at alle fylogenetiske grupper hadde en eller flere 

bakteriestammer som ga synlig vekst ved 4 °C etter to til fire døgn. Det indikerer at i alle 

grupper er det en eller flere bakteriestammer som kan vokse opp til et signifikant celletall, og 

som da kan gi forringende effekt ved kjøleskapstemperatur etter få døgn.  

Det ble observert at alle bakteriestammer ga visuell vekst ved 25 °C etter ett til to døgn. Dette 

indikerer at temperatur rundt 25 °C sannsynligvis er optimal veksttemperatur for de fleste 

stammer. Disse observasjonene stemmer godt med teori der optimal veksttemperatur er 

rapportert å være rundt 25 °C for de fleste Shewanella, Aeromonas og Morganella (Ivanova et 

al., 2003; Venkateswaran et al., 1999; Bozal et al., 2002; Vivekanandhan et al., 2003; 

Kaznowski, 1998).  Det var også en eller flere bakteriestammer fra hver fylogenetisk gruppe 

som ga synlig vekst ved 37 °C etter ett til to døgn. Observasjonene der bakteriestammene 

vokser fort ved høye temperaturer viser at det er svært viktig å ikke bryte kjølekjeden ved- og 

etter produksjon, og ved distribusjon av fersk fisk og fiskeprodukter, spesielt i varme måneder 

og i varme land, da bakteriene fort kan vokse til høye nok celletall til kvalitetsforringelse. 

I fylogenetisk gruppe 2 (S. baltica) ble det observert at alle bakteriestammer ga visuell vekst 

ved 25 °C og 37 °C, med unntak av stamme MF05840 som ga ikke visuell vekst ved 37 °C. 

MF05840 var også den eneste bakteriestammen i denne fylogenetiske gruppen som viste 

vekst ved 4 °C.  Dette stemmer dårlig med teorien om at stammer av S. baltica har evne til å 

vokse ved 4 °C, men ikke 37 °C (Ziemke et al., 1998). Det har blitt vist tidligere at S. baltica har 

en dominerende rolle i mikrobiell flora på fisk lagret på is etter 14 dager (Vogel et al., 2005). I 

forsøket til Vogel et al., (2005) var bakterietallet høyt, ca. 109 cfu/ml først etter 14 dager. Etter 

syv dager, den samme tiden dette forsøket ble avsluttet, var celletallet i forsøket til Vogel et 

al., (2005) ca. 106 cfu/ ml. Selv om det ble brukt høyere temperatur (4 °C) i dette forsøket kan 

det indikeres at bakteriestammene ikke rakk å nå høye nok celletall til synlig vekst. Det kan 
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heller ikke utelukkes at bakteriestammene som viste dårlig vekst på jernagar ved 4 °C kan 

vokse på fisk ved samme temperatur.  

Det har tidligere blitt vist at psykrotolerante stammer av M. morganii kan produsere histamin 

ved 5 °C i fiskekjøtt (Emborg og Dalgaard, 2006) Det ble observert i dette forsøket at 

bakteriestammen med Morganella sp., ga vekst ved 4 °C, noe som kan tyde på at denne 

bakteriestammen er psykrotolerant. Selv om det har blitt observert produksjon av histamin 

fra M. morganii i laks ved både 4 °C, 25 °C og 37 °C var produksjonen liten i forhold til 

histaminproduksjon i andre fiskearter som makrell (Kim et al., 2006). Det kan indikere at hvis 

den undersøkte bakteriestammen av Morganella sp., er en histaminproduserende stamme så 

er det liten sannsynlighet for at den  produserer nok histamin i laks til at det kan være en fare 

for forbrukere.  

5.6. Vekst i ulike saltkonsentrasjoner 
Mange fiskeprodukter blir tilsatt salt for bedre smaksopplevelse, og for å redusere 

vannaktiviteten i produktet og dermed hemme mikrobiell vekst (Hemmer et al., 2001). Det ble 

observert at to eller flere bakteriestammer fra hver fylogenetisk gruppe ga synlig vekst i 1 % 

NaCl, men at ingen stammer ga synlig vekst i 10 % eller 12 % NaCl. Unntaket var gruppe 2 (S. 

baltica) der ingen stammer viste vekst i 1 % NaCl eller i de øvrige saltkosentrasjonene. Den 

ikke- sorte Shewanella, MF05487 fra gruppe 1 (S. putrefaciens), var den eneste undersøkte 

stammen som viste vekst i 8 % NaCl. 

Det har tidligere blitt rapportert at bakteriestammer av S. putrefaciens, S. baltica, S. 

frigidimarina og S. vesiculosa kan vokse ved ulike saltkonsentrasjoner, men alle fire artene kan 

vokse i 6 % NaCl (Bowman et al., 1997; Venkateswaran et al., 1999; Bozal et al., 2009; Vogel 

et al., 2005). Det har også blitt rapportert at bakteriestammer av Aeromonas sp., og 

Morganella sp.,  kan vokse i 4 % NaCl (Vivekanandhan et al., 2003; Emborg et al., 2006). Den 

observerte evnen til vekst i 1 % men ikke 8 % NaCl indikerer at de undersøkte 

bakteriestammene har evne til å vokse på fisk og fiskeprodukter med et lavt saltinnhold. Det 

kan også indikere at de undersøkte bakteriestammene har evne til å vokse i 

saltkonsentrasjoner mellom 1- 8 %.  For å karakterisere bakteriestammenes evne til vekst i 

ulike saltkonsetrasjoner ytterligere, og dermed også karakterisere potensialet for vekst i fisk 

og fiskeprodukter ytterligere, burde forsøket blitt optimalisert ved å undersøke bakterievekst 

også i saltkosentrasjoner som 3 % og 6 %.  
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Det var flere bakteriestammer som ikke ble undersøkt for vekst i ulike saltkonsentrasjoner da 

disse stammene ikke viste vekst i overnattkulturer før poding til de ulike Long and Hammer 

buljongene. Det at bakteriestammene ikke ville vokse i overnattkulturene kan være på grunn 

av for lang lagringstid av bakteriestammer på agarskål. Agarskålene stod på kjøl (4 °C) mellom 

forsøkene i denne oppgaven som tok flere måneders arbeid, noe som sannsynligvis ikke var 

en god lagringsmetode for flere av bakteriestammene over tid. Bakteriestammene burde med 

jevne mellomrom blitt strøket ut på ny jernagarskål fra nedfrosset tilstand. Noen 

bakteriestammer viste allikevel evne til å vokse i overnattkulturene, og i de ulike 

saltkonsentrasjoner. Det er da mulig at disse bakteriestammene er mer hardføre og tåler 

bedre fysiske påkjenninger.   

5.7. Produksjon av lukt 
Det var ingen produksjon av lukt fra de ulike bakteriestammene som ble registrert siden Long 

and Hammer medium brukt i dette forsøket hadde for sterk egenlukt. Det burde isteden blitt 

brukt et medium uten egenlukt for undersøkelse av luktproduksjon fra bakteriestammene. 
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6. Konklusjon 

 
Fra produksjonsmiljøet i prosesseringsanlegg for laks ble det isolert flest H2S- produserende 

bakterier som ble identifisert å tilhørte bakterieslekten Shewanella, og da spesielt arten S. 

putrefaciens. Flere bakteriestammer av S. putrefaciens viste stort potensiale for forringelse av 

kvaliteten til fisk og fiskeprodukter da de produserte illeluktende odører som H2S og TMA, og 

også enzymer som kan bidra med ytterligere produksjon av vond lukt og smak. De viste også 

evne til å kunne vokse til høye celletall ved et bredt spektrum av temperaturer, deriblandt 

kjøleskapstemperatur, og også ved små konsentrasjoner av salt. Bakteriestammer av 

Aeromonas sp., og Morganella sp., som ble isolert fra produksjonsmiljøet viste også stort 

potensiale for forrringelse av kvaliteten til fisk og fiskeprodukter. Ved dårlig hygienisk prosess 

kan disse bakteriene bli overført fra prosesseringsmiljøet til fiskeprodukt, og kan dermed 

medføre at holdbarheten reduseres.  

Bakteriestammer av S. putrefaciens og av andre arter av Shewanella som ble isolert fra 

produksjonsmiljøet viste heterogene egenskaper for potensiale til kvalitetsforringelse. 

Bakteriestammer som ikke produserte H2S på jernagar med L- cystein og/ eller tiosulfat som 

svovelkilder hadde generelt mindre potensiale for kvalitetsforringelse. 

 

7. Forslag til videre arbeid 

 
- Undersøke vekst i ulike saltkosentrasjoner for bakterier av samme art, men isolert fra 

ulike miljøer for å finne om opprinnelsesmiljø påvirker vekstegenskaper.  

- Undersøke produksjon av hydrogensulfid fra bakteriestammer i andre typer medier 

eller agarer enn jernagar tilsatt L- cystein og/ eller tiosulfat som svovelkilde. 

- Undersøke hvor mye hydrogensulfid som blir produsert fra hver bakteriestamme for å 

bedre anslå forringede egenskaper.  

- Undersøke nærmere forringende egenskaper til ikke- sorte Shewanella og finne 

ulikheter/ likheter med bakteriestammer fra samme art. 

- Undersøke forringelsespotensialet til bakteriestammene med poding til fisk med 

påfølgende sensorisk og kjemisk analyse.   
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Vedlegg 1. Medier og løsninger 
 

Alle medier ble steriliert med CertoClav (A- 4050, Traun, Østerriket ) ved 121 °C i 15 

minutter. 

1.1. Jernagar med tiosulfat og L- cystein  
43.3 g pulver Iron Agar (Oxoid LTD, Hampshire, England) ble løst i 1 liter destillert vann og 

deretter autoklavert. Løsningen ble avkjølt til 45 °C før 10 ml 0,04% L- Cystein (L- cysteine 

Hydrochloride Monohydrate, Sigma- Aldrich, Steinheim, Tyskland) ble tilsatt. Løsningen ble så 

overført til petriskåler og lagret ved 4 °C før bruk. 

1.2 Jernagar med tiosulfat uten L- cystein  
Løsningen ble laget som i vedlegg 1.1. Jernagar med tiosulfat og L- cystein, men L- cystein ble 

ikke tilsatt etter autoklavering og avkjøling til 45 °C. Løsningen ble så overført til petriskåler og 

lagret ved 4 °C før bruk. 

1.3 Jernagar uten tiosulfat med L- cystein  
Oppskrift etter Gram et al.,(1986). 

2% Peptone Bacteriological (Oxoid LTD, Hampshire, England) 

0,3 % Lab Lemco Powder (Oxoid LTD, Hampshire, England) 

0,3 % Yeast Extract (Oxoid LTD, Hampshire, England) 

0,03 % jerncitrat trihydrat (VWR International, Belgia) 

 0,5 % NaCl (Sodium Chloride for analysis, Merck, Danmark) 

0,4 % Nr. 1 bacteriological agar (Oxoid LTD, Hampshire, England) 

Reagensene ble løst i destillert vann. Løsningen ble pH- justeret til pH 7,4, autoklavert og 

avkjølt til 45 °C før 0,04 % av 4 % L- cystein (L- cysteine Hydrochloride Monohydrate, Sigma- 

Aldrich, Steinheim, Tyskland) ble tilsatt. Løsningen ble så overført til petriskåler og lagret ved 

4 °C før bruk. 

1.4 TMAO- medium 
Oppskrift etter Gram et al., (1986).  

2% Peptone Bacteriological (Oxoid LTD, Hampshire, England) 
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 0,3% Lab Lemco Powder (Oxoid LTD, Hampshire, England) 

 0,3% Yeast Extract (Oxoid LTD, Hampshire, England) 

 0,03% Jerncitrat trihydrat (VWR International, Belgia) 

 0,4% NaCl (Sodium Chloride for analysis, Merck, Danmark) 

 0,4% KH2PO4 (Merck, Danmark) 

 0,4% K2HPO4 (Merck, Danmark) 

 0,025% Metylenblått (Sigma) / Resazurin (Sigma) (Serio et al., 2013) 

 0,4% Nr. 1 bacteriological agar (Oxoid LTD, Hampshire, England) 

 0,04% med 4% L- cystein (L- cysteine Hydrochloride Monohydrate, Sigma- Aldrich, 

Steinheim, Tyskland),  

0,5% TMAO, 2H2O (Sigma) 

Reagensene ble løst i destillert vann. Løsningen ble pH- justert til 6,8 og autoklavert. L- 

cystein ble tilsatt når løsningen var avkjølt til 45 °C. Løsningen ble så kokt for å fjerne 

oksygen. Ved ny avkjøling til 45 °C ble TMAO tilsatt. Løsningen ble inokulert straks etter 

tillaging.  

1.5 Long and Hammer buljong 
Buljong laget i henhold til NMKL metode nr. 184, men uten gelatin og agar.  

0,2 % Peptone Bacteriological (Oxoid LTD, Hampshire, England)  

0.001 % K2HPO4 (Merck, Darmstadt, Tyskland)  

0,1 % NaCl (Sodium Chloride for analysis, Merck, Danmark) 

Reagensene ble løst i destillert vann, og deretter pH justeres til 7,0 ± 0,2 ved 20- 25 °C. 

Løsningen ble autoklavert og avkjølt til 45 °C før 2,5 ml 10 % Fe(III)NH4Citrat (Sigma- Aldrich) 

ble tilsatt. Buljongen ble på flaske i romtemperatur. 

Ved forsøk 3.2.7. Vekst ved ulike saltkonsentrasjoner ble mengden NaCl i Long and Hammer 

buljongen justert slik at det ble laget buljong med 1 % (vanlig oppskrift), 8 %, 10 % og 12 % 

NaCl.  
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1.7. Peptonvann 
1,0 g Bacto Peptone (Difco) 

8,5 g NaCl (Sodium Chloride for analysis, Merck, Danmark) 

Reagensene løses i 1000 ml destillert vann og autoklaveres. Oppbevares på flaske i 

romtemperatur.  

1.8. 0,5*TBE- buffer 
54g/L Trizma Base (Sigma) 

27, 5 g/L Boric Acid (Merck) 

3.72 g/L EDTA (Invitrogen) 

Vedlegg 2. Reagenser  

2.1. Orange mix 
20 g Ficoll (Sigma) 

0,25 g Orange G (Sigma) 

100 ml dH2O 

Oppbevares i 1 ml eppendorfrør ved 1 – 20 °C. 

2.2 Standard VI 
60 µl Standard Marker VI (DNA, Molecular Weight Marker VI 0,15- 2,1 kbp, Roche, Oslo, Norge) 

100 µl Orange mix 

140 µl dH2O 

Oppbevares i 1 ml eppendorfrør ved 1- 20 °C. 

 

Vedlegg 3. Produksjon av H2S og kolonimorfologi 

 
Isolerte og identifiserte bakteriestammer (29) fra anlegg A og B ble platespredd på tre 

jernagarer med ulike sulfidkilder for å undersøke evnen til å produsere hydrogensulfid som gir 

utslag som sorte kolonier på jernagar. Beskrivelse av kolonier sin evne til å produsere sorte 

kolonier, og kolonienes morforologi vises i tabell 12. 
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Tabell 12: Beskrivelse av bakteriekoloniers morfologi og produksjon av sorte kolonier på 

ulike jernagarer (15 °C, 5 døgn, aerobt).  

Fylogenetisk 
gruppe 

Stamme JA1* JA2** JA3*** 

1 (S. putrefaciens) MF05008 Gule/ oransje 
kolonier med sort 

Oransje kolonier med 
sort. Noe blakket 
overflate 

Lys oransje 
kolonier, ikke 
sort 

 MF05485 Grå/ beige kolonier 
med sort 

Oransje/ beige 
kolonier med sort. 
Blakket overflate 

Oransje/ beige 
kolonier, ikke 
sort 

 MF05487 Hvite/ beige 
kolonier, ikke sort 

Små hvite kolonier, 
ikke sort 

Hvite/ beige 
kolonier, ikke 
sort 

 MF05491 Gul/ oransje med 
sort 

Oransje kolonier med 
sort. Blakket overflate 

Oransje/ beige 
kolonier, ikke 
sort 

 MF05526 Rosa/ oransje 
kolonier med sort 

Oransje kolonier, ikke 
sort 

Oransje/ beige 
kolonier, ikke 
sort 

 MF05862 Gule/ oransje 
kolonier med sort 

Oransje kolonier, ikke 
sort 

Oransje/ beige 
kolonier, ikke 
sort 

 MF05863 Gjennomsiktige/ 
beigekolonier med 
sort 

Hvite/ beige kolonier, 
noe sort 

Hvite/ beige, ikke 
sort 

 MF05873 Grå/ beige 
kolonier, ikke sort 

Oransje kolonier med 
sort, noe blakket 
overflate 

Oransje/ beige 
kolonier, ikke 
sort 

 MF05874 Oransjekolonier 
med sort 

Oransje/ beige 
kolonier med sort 

Oransje/ beige 
kolonier, ikke 
sort 

 MF05921 Hvite/ gule 
kolonier med sort 

Oransje kolonier med 
sort 

Oransje/ beige 
kolonier, ikke 
sort 

2 (S. baltica) MF05009 Grå/ beige kolonier 
med sort. Svært 
blakket overflate 

Oransje/ beige 
kolonier med sort. 
Blakket overflate 

Oransje/ beige 
kolonier, ikke 
sort 

 MF05816 Små grå/ beige 
kolonier, ikke sort 

Hvite/ beige kolonier, 
ikke sort 

Hvite/ beige 
kolonier, ikke 
sort 

 MF05840 Oransje/ beige 
kolonier med sort. 
Blakket overflate 

Oransje med sort. 
Blakket overflate 

Oransje/ 
beigekolonier, 
noe sort 

 MF05910 Gjennomsiktige 
kolonier m sort 

Oransje kolonier med 
sort 

Oransje/ beige 
kolonier, ikke 
sort 

3 (S. 
frigidimarina) 

MF05509 Grå/ beige kolonier 
med sort 

Oransje/ beige 
kolonier med sort. 
Blakket overflate 

Oransje/ beige 
kolonier, ikke 
sort 
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 MF05903 Oransje/ 
gjennomsiktige 
kolonier, ikke sort 

Beige/ gjennomsiktige 
kolonier, ikke sort 

Oransje/ beige 
kolonier, ikke 
sort 

4 (S. vesiculosa) MF05836 Rosa/ oransje 
kolonier, ikke sort 

Mørk oransje kolonier, 
ikke sort 

Lys oransje 
kolonier, ikke 
sort 

 MF05837 Grå/ beige 
kolonier, ikke sort 

Hvite/ beige kolonier, 
ikke sort 

Hvite/ beige 
kolonier, ikke 
sort 

 MF05929 Små grå/ beige 
kolonier, ikke sort 

Hvite/ beige kolonier, 
ikke sort 

Hvite/ beige, ikke 
sort 

5 (Shewanella 
sp.) 

MF05822 Oransje/ beige 
kolonier med sort. 
Blakket overflate 

Oransje/ beige 
kolonier med sort 

Oransje/ beige 
kolonier, ikke 
sort 

 MF05919 Oransje/ 
gjennomsiktige 
kolonier med sort 

Oransje kolonier, ikke 
sort 

Lys oransje 
kolonier, ikke 
sort 

 MF06147 Grå/ beige kolonier 
med sort. Blakket 
overflate 

Oransje/ beige 
kolonier med sort 

Oransje/ mørk 
beige kolonier, 
ikke sort 

 MF06148 Grå/ beige kolonier 
med mye sort 

Oransje/ beige 
kolonier med mye 
sort. Blakket overflate 

Oransje/ beige 
kolonier, ikke 
sort 

 MF06149 Gjennomsiktige 
kolonier med mye 
sort 

Oransje kolonier med 
sort 

Oransje/ beige 
kolonier, ikke 
sort 

 MF06150 Grå/ beige kolonier 
med sort. Blakket 
overflate 

Oransje/ beige 
kolonier med noe sort. 
Blakket overflate 

Oransje/ beige 
kolonier, ikke 
sort 

6 (Aeromonas sp.) MF05811 Hvite kolonier med 
sort 

Hvite/ beige kolonier 
med sort 

Hvite/ beige 
kolonier uten 
sort 

 MF05849 Hvite/ beige 
kolonier med sort 

Hvite/ beige kolonier, 
ikke sort 

Hvite/ beige 
kolonier, noe sort 

 MF05850 Hvite kolonier med 
sort 

Hvite/ beige kolonier, 
ikke sort 

Hvite/ beige 
kolonier, ikke 
sort 

6 (Morganella 
sp.) 

MF06151 Hvite/ beige 
kolonier med noe 
sorte/ grå kjerne 

Hvite/ beige kolonier, 
ikke sort 

Hvite/ beige 
kolonier, ikke 
sort 

*JA1 = jernagar med tiosulfat og L- cystein. **JA2 = jernagar med tiosulfat uten L- cystein. 

***JA3 = jernagar uten tiosulfat med L- cystein. 
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Vedlegg 4. Reduksjon av TMAO 
Identifiserte og isolerte bakteriestammer (29) isolert fra anlegg A og B ble undersøkt for sin 

evne til å redusere trimetylamin N- oksid (TMAO) til trimetylamin (TMA). Endring av farge på 

inokulert medium etter tre døgn indikerte reduksjon av TMAO. Resultatene for reduksjon av 

TMAO- medium med metylenblått som fargeindikator er fremstilt i tabell 13, og reduksjon 

av TMAO- medium med resazurin som fargeindikator er fremstilt i tabell 14.   

Tabell 13: Reduksjon av TMAO med metylenblått som fargeindikator (25 °C, tre døgn). 

  TMAO reduksjon 

Fylogenetisk gruppe Stamme 1 2 3 4 Gjennomsnitt 

1 (S. putrefaciens) MF05008  -*  ++/+++  ++/+++   ++/+++ 

1  MF05485  +++  +  ++/+++  ++/+++  ++/+++ 

1  MF05487  ++  +  +    ++ 

1  MF05491  +++  +  +++    +++ 

1  MF05526  +++  ++  ++/+++   ++/+++ 

1  MF05862  +  +  +++    + 

1  MF05863  -  -  -    - 

1  MF05873  +++  -  +/++  +/++  +/++ 

1  MF05874  -  +++  +++    +++ 

1  MF05921  +++  ++  +++   +++ 

2 (S. baltica) MF05009  -  -  -    - 

2  MF05816  -  -  -  +++  - 

2  MF05840  -  +++  +++   +++ 

2  MF05910  -  +  -/+   -/+ 

3 (S. frigidimarina) MF05509  -  -  -   - 

3 MF05903  -  +  +/++   + 

4 (S. vesiculosa) MF05836  -  -  -   - 

4  MF05837  -  -  -   - 

4  MF05929  +  -  -   - 

5 (Shewanella sp.) MF05822  -  +/++  -  +  -/+ 

5 MF05919  -  +  -/+   -/+ 

5  MF06147  -  +  -   -/+ 

5  MF06148  +++  ++  ++/+++   ++/+++ 

5  MF06149  -  +  -   -/+ 

5  MF06150  +++  +++  +++   +++ 

6  Aeromonas sp. MF05811  ++  +  +++  ++  ++ 

6 MF05849  +++  +++  +++   +++ 

6 MF05850  ++  ++  ++   ++ 

6 Morganella sp. MF06151  +++   ++  +++   +++ 

*- = ingen reduksjon, + = lite reduskjon, ++ = noe reduskjon, +++ =mye reduksjon. 
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Tabell 14: Reduksjon av TMAO med resazurin som fargeindikator (25 °C, tre døgn). 

 

Gruppe Stamme TMAO- reduksjon 

1 (S. putrefaciens) MF05008 ++* 

1  MF05485 ++ 

1  MF05487 - 

1  MF05491 + 

1  MF05526 ++ 

1  MF05862 ++ 

1  MF05863 ++ 

1  MF05873 + 

1  MF05874 ++ 

1  MF05921 + 

2 (S. baltica) MF05009 ++ 

2  MF05816 ++ 

2  MF05840 ++ 

2  MF05910 ++ 

3 (S. frigidimarina) MF05509 ++ 

3  MF05903 ++ 

4  MF05836 ++ 

4  MF05837 ++ 

4  MF05929 ++ 

5 (Shewanella sp.) MF05822 ++ 

5 MF05919 ++ 

5  MF06147 + 

5  MF06148 + 

5  MF06149 ++ 

5  MF06150 + 

6 Aeromonas sp. MF05811 - 

6 MF05849 ++ 

6 MF05850 ++ 

6 Morganella sp. MF06151 -  

*- = ingen reduksjon, + = lite reduskjon, ++ = noe reduskjon, +++ =mye reduksjon. 
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