Probiotika i akvakultur — kan gode
bakterier bekempe darlige?

Fisk er i stigende grad blevet husdyr, der opdrattes i dambrug. Sygdomme hos fisk kan
forebygges ved at tilsatte probiotiske bakteriekulturer til vandet, men probiotika skal
vdvzlges, sa de passer til bade fisk og patogen

Af Lone Gram, Afdeling for Fiskeindustriel Forskning, Danmarks Fiskeriundersogelser

Fisk er blevet husdyr, der
opdrattes og holdes i
fersk- eller havvandsan-
leg. I dag kommer ca. 1/3
af de fisk, vi spiser fra op-
dret. Fiskeopdrats-
sektoren er i vekst, is@r 1
Sydgstasien, og samtidig
er mengden af fisk fanget
fra vilde bestande stagne-
ret de sidste 10 ar.

Fisk kan i lighed med
alle andre organismer bli-
ve syge og rammes af
bakterie-, virus- og para-
sitinfektioner. Som hos
andre husdyr og dyrkede
planter giver det store pro-
blemer, og fiskeopdrztte-
re kemper pa samme
made som landmend og
gartnere for at kontrollere
de mange forskellige syg-
domme.
Bakteriesygdomme har vaeret bekempet med antibiotika, men
er i stigende grad bragt under kontrol vha. vaccinations-
programmer. Man er i alle led af keden fra »hav-til-mav« inte-
resseret i at nedbringe brugen af antibiotika.

Antibiotika, der bruges i opdrat og husdyrbrug, kan spredes i
miljget. Derved kan nogle af de bakterier, der findes pa fisken
og i vandet, blive resistente over for antibiotika. Efterfglgende
kan antibiotikaresistens overfgres til andre bakterier. Hvis fi-
sken efterfglgende bliver inficeret med en resistent bakterie,

Figur 1. Hemning af veekst af
bakterien Vibrio anguillarum, der
giver sygdommen vibriose hos fisk.
V. anguillarum er indstpbt i en
neeringsholdig agar, og bakterier
(probiotika) isoleret fra fiskens
overflade er anbragt i brgnde i
agaren. De klare zoner viser
omrdder, hvor V. anguillarum ikke
har kunnet vokse.

Figur 2.

a) Marin agarplade hvor prgve fra
pighvaropdreet er udsaet. Udvoksede
bakteriekolonier ses som hvide pletter.
b) Replika-plade af a) overfprt til
neeringssubstrat med Vibrio anguilla-
rum. Bakteriekolonier, der hcemmer
veekst, giver opklaringszoner i agaren,
der er turbid pga. veekst af den
fiskepatogene bakterie [4].

kan sygdommen ikke behandles, hvilket har betydelige gkono-
miske konsekvenser for dambrugsejeren.

Antibiotikaresistens kan fa meget alvorlige konsekvenser,
hvis den overfgres til bakterier, der kan forarsage sygdom hos
mennesker. Det kan betyde, at et normalt ukompliceret syg-
domsforlgb hos mennesker pludselig ikke kan behandles.

Kan fiskens naturlige mikroflora bruges?

Fisken er et koldblodet dyr, der gennemgar mange udviklings-
trin: Fra &g til sma larver, der fodres med levende foder (sma
hjuldyr og skaldyr), til yngel og endelig til voksne fisk. Fiskens
immunsystem er i de tidlige stadier meget darligt udviklet. Vac-
cination kraever, at et immunforsvar kan stimuleres og »huske«
til senere forsvar. Det er derfor svart at vaccinere larver og me-
get sma fisk, og iser i disse stadier interesserer man sig derfor
for andre sygdomsforebyggende strategier.

Alle organismer, mennesker, dyr, planter - og fisk - har en
naturlig mikroflora. Disse bakterier og andre mikroorganismer
findes pa hud, skind og i tarmsystemet og lever med os i »fre-
delig sameksistens«. Inden for mange omrader har man lenge
haft den teori, at en del af disse mikroorganismer er til gavn - at
de hjelper med at holde sygdomsfremkaldende mikroorganis-
mer vak.

Inden for plantesektoren, dyrehold og til menneskebrug har
man i adskillige ar eksperimenteret med bakteriekulturer, der
skulle gavne helbredstilstanden og forebygge sygdom. Sddanne
levende bakteriekulturer, der forventes at gge modstandsdyg-
tigheden mod sygdom, kaldes probiotika [1].

Ved Danmarks Fiskeriundersggelser har vi i en arreekke ar-
bejdet pa projekter, hvor det vurderes, om sygdomme hos fisk
kan forebygges ved at tilsette levende ikke-sygdomsfremkal-
dende bakteriekulturer til vandet. Vi velger de formodentlig
gavnlige bakterier fra fiskens egen mikroflora, og nogle af dis-
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Figur 3. Fisk syge
af vibriose. Vibrio
anguillarum
inficerer ca. 80
forskellige marine
fiskearter og giver
sardannelser og
blodinfektion.
Foto:

H. Slierendrecht,
BioMar A/S.

se har i laboratorieforsgg vist sig at kunne hemme vakst af de
bakterier, der forarsager sygdom hos fisk. Ved at forebygge
sygdom kan brugen af antibiotika til sygdomsbeka@mpelse
mindskes og risikoen for udvikling af antibiotikaresistens redu-
ceres.

Probiotika til fisk?

Levende kulturer af mikroorganismer, der kan gavne helbredet
hos vearten, kaldes for probiotiske (pro = for; bios = liv) kultu-
rer. Til varmblodede dyr og mennesker har man typisk brugt
mealkesyrebakterier, der indtages med kosten for at stabilisere
tarmfloraen. I begyndelsen af 1900-tallet observerede den rus-
sisk fgdte professor Ilja Iljitsh Mechnikov (http://
www.nobel.se/medicine/laureates/1908/mechnikov-bio.html),
at nogle befolkningsgrupper i Bulgarien levede vasentlig len-
gere end andre. Hans undersggelser ledte til den konklusion, at
det var indtagelsen af kefir - og med den levende kulturer af
malkesyrebakterier - der var arsag til den forbedrede sund-
hedstilstand.

Hos fisk er det ikke kun tarmkanalen, der er vigtig for infice-
rende - og gavnlige - bakterier. Fisken svgmmer i vand, der
meget nemt kan overfgre bakterier, og dens skindside og gller
er konstant eksponeret for de mikroorganismer, der er i vandet.
Derfor kan det veere lige sa vigtig at beskytte skindsiden hos
fisk som tarmkanalen. Der er saledes flere eksempler pa, at
probiotika i akvakultur har virket ved, at de gavnlige bakterie-
kulturer bliver tilsat det vand, fisken svgmmer i.

Figur 4. Overle-
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Hvordan vlges fiskeprobiotika?

Man ved ikke precis hvilke egenskaber, der er vigtige, for at en
bakterie kan virke som probiotika. Den ma naturligvis ikke
kunne forarsage sygdom hos hverken fisk eller mennesker.
Men, er det f.eks. vigtigt, at den kan satte sig fast pa fiske-
celler - eller er det nok, at den svemmer rundt i vandet? Hvis
den skal virke i tarmsystemet, er det formodentlig vigtigt, at
den kan overleve galdesalte og mavens lave pH-verdi. Det er
muligvis vigtigt at velge en bakterie, der »passer til« sit
virkningssted - altsa enten adapteret til skind, geller eller tarm-
system [2,3].

Da probiotiske bakteriekulturer skal bekempe patogene bak-
terier, har man, meget naturligt, ledt efter bakterier, der kan
hemme veksten af patogene bakterier. Bakterierne undersgges
indledningsvis i petriskale, hvor den patogene bakterie stgbes
ind i en n@ringsrig agar, og den potentielle probiotiske bakterie
placeres i afmarkede omrader. Efter inkubering kan opkla-
ringszoner vise, om den patogene bakterie er blevet hemmet
(figur 1). Normalt finder man, at kun 1-4% af de bakterier, der
er isolerede fra f.eks. fisk, kan ha&mme fiskepatogene bakterier
[4,5]. Det kan derfor vaere meget tidskr@vende at finde og ud-
vaelge de rigtige bakterier. Selv om 1-4% ikke lyder af meget,
kan det dreje sig om millioner af bakterier - og det kan vaere
rigeligt til at holde de sygdomsfremkaldende bakterier i skak.
Vi har for nylig undersggt prgver fra en pighvaropdratter i
Spanien - her har vi saet prgver ud pa n@ringsagar, og efter
bakteriernes fremvekst har vi vha. af et filterpapir overfert et
aftryk af bakterierne til en ny agarplade med fiskepatogene
bakterier. Efter endnu en inkubering kan vi - uden at behgve at
isolere alle bakterierne - se hvilke, der hemmer de fiskepatoge-
ne bakterier. Vi kan nu malrettet isolere dem, der har potentiale
(figur 2).

Virker det?

Vi har i samarbejde med BioMar A/S udfgrt forsgg [5,6], hvor
grreder under kontrollerede betingelser inficeres med bakterien
Vibrio anguillarum, der giver sygdommen vibriose (figur 3).
Efterfglgende behandles nogle af fiskene med probiotiske bak-
terier; i dette tilfelde Pseudomonas-bakterier, der flere gange
dagligt tilsettes tank-vandet. I figur 4 ses et infektionsforlgb,
hvor 5 bakteriestammer er blevet testet i model-infektions-
systemet. Det viste sig, at de fleste af de tilsatte »gavnlige«
bakterier forbedrer overlevelsen, og at is@r 2 bakteriestammer
var meget virksomme. Af hensyn til dyrevelferden er det na-
turligvis vigtigt at begraense disse forsgg mest muligt — om-
vendt er de ngdvendige i enhver afprgvning af sygdomsfore-
byggende foranstaltninger.

Hvordan virker det?

De Pseudomonas-bakterier, der i grredforsgg har vaeret
sygdomsreducerende, danner nogle stoffer, sakaldte
siderophorer, der kelerer jern. Jern er central for bakterier (og
mange andre), men er sjeldent let tilgeengeligt. Fe (III) er
oxiderende og er i hgj koncentration gdeleggende for levende
vav. Derfor findes jern i komplekse forbindelser, og bakterier
har udviklet en hgjt specialiseret strategi for at fa fat pa det
ngdvendige neringsstof. En af pseudomonaernes siderophorer
ses i figur 5 [8]. Vi har ogsa vist [9], at Vibrio anguillarum ud-
trykker gener, der induceres af jern-sult, nar den udszttes for
den probiotiske bakterie.

Andre probiotiske bakterier virker pa andre mader. F.eks. ar-
bejder vi i gjeblikket med en marin, fototrof bakterie: Roseo-
bacter, der er isoleret fra pighvaropdrat [4]. Denne bakterie
danner et extracellulert stof, der draeber fiskelarve-patogene
bakterier. Stoffet er lavmolekylart og kan ikke ekstraheres i
ethylacetat eller chloroform - men vi ved endnu ikke, hvad det
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er. Sadan viden er meget vigtig i forbindelse med brugen af
probiotiske bakterier - de skulle ngdig bare vere sma antibioti-
kaproducerende enheder - det vil ikke Igse problemerne med
antibiotikaresistens.

Praktisk anvendelse af probiotika i akvakultur
Fiskeprobiotika undersgges mange steder i verden, og forsk-
ningsgrupper i Norge, Frankrig, Skotland, Australien og Dan-
mark forsgger at udvikle princippet [10]. Praktisk anvendelse
af probiotika finder i dag bl.a. sted i rejeindustrien i Sydgst-
asien, hvor filippinske opdret har vaeret ramt af resistente
sygdomsfremkaldende bakterier. Det har medfgrt gkonomisk
krise og kollaps af produktionen i flere omrader, men tilsat-
ning af probiotiske Bacillus-kulturer til vandet har vist sig ef-
fektivt at kunne forebygge bakteriesygdom.

Duvs. princippet fungerer »i det virkelige liv«. Men, det bliver
ikke den magiske »golden bullet«, der Igser alle problemer.
Probiotika til fisk skal udvealges, sa det passer til bade fisk og
patogen.
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UV-lys

Pertti Hari, der er ansat ved
Helsinki Universitet, har med-
delt, at fyrretreer afgiver
nitrogenoxider, nar treerne ud-
sattes for ultraviolet lys.

Pa bjerge er der meget UV-lys,
og han skriver, at der i bjergsko-
ve kan vere sa meget nitrogen-
oxid, at emissionen pavirker det
globale nitrogenoxidregnskab.
Mangderne er sa store, at de er
sammenlignelige med mengder-
ne fra trafik og industri.
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