SELVLYSENDE
BAKTERIER OG
GENNEMSIGTIGE

FISK

— nye redskaber
1 vaccineforskningen

Forskere har hidtil studeret vacciners virkningsmekanismer med
indirekte metoder. Men med fremkomsten af gennemsigtige fisk og
selvlysende bakterier kan man nu fa direkte syn for sagen.

vidpletsyge, ogsa kendt
under navnet fiskedree-
ber, er en alvorlig syg-
dom hos ferskvandsfisk
og forekommer pa alle kontinenter.
Den forarsages af en encellet pa-
rasit med det videnskabelige navn
Ichthyophthirius multifiliis, der frit
oversat betyder “fiskelusen med
de mange bgrn”. En enkelt snylter
kan nemlig pa fa dage formere
sig til tusind nye parasitter, hvilket
kan tage livet af selv en sejlivet
fisk, deraf tilnavnet “fiskedreeber”.
Snylteren er et encellet fimredyr,
der er i stand til at bore sig ind i
geeller og hud pa ferskvandsfisk.
Her aeder snylteren fiskens celler og
vokser derved op til en meget stor
celle med en diameter pa op til 1
mm, som kan ses med det blotte
gje. Den treenger derneest ud fra sit
opholdssted, hvorved der skabes
en betydelig laesion i fiskens overfla-

de, og ved kraftige infektioner vil de
mange perforationer sla fisken ihjel.
Snylteren er derfor frygtet i bade
fiskeopdreets- og akvariefisk-indu-
strien over hele verden.

Forebyggelse ngdvendig

Man anvendte tidligere en raekke
kemikalier for at holde parasitten
under kontrol. Flere af disse var
miljgmeessigt eller sundhedsmees-
sigt problematiske, hvorfor man

har fjernet dem fra dambrugenes
hylder. Flere mere skdnsomme og
miljgvenlige stoffer (sdsom natrium-
perkarbonat og pereddikesyre) er
nu tilgeengelige, men de kreever en
stgrre arbejdsindsats at bruge. Der-
for er vaccination mod sygdommen
vejen frem, hvis vi vil opna en bzere-
dygtig fremtid indenfor akvakultur.
Vacciner har nemlig allerede vist sig
seerdeles effektive til at forebygge
en reekke bakterie- og virussygdom-
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me hos fisk. Derfor virker det neer-
liggende at producere en vaccine
imod hvidpletsygen. Desveerre har
parasitter fra naturens side en evne
til at snyde veertens immunsystem,
sa man ma sta tidligt op for at have
en chance mod fiskedreeberen.
Desuden er det ogsa en udfordring,
at fisken skal vaccineres som en
ganske lille fisk pa fa gram, idet
den allerede pa yngelstadiet bliver
udsat for smitte.

Vaccinen smugles ind med
en bakterie

Vi har derfor udnyttet en kendt
metode til at vaccinere fisk mod
sygdommen yersiniose ogsa kal-
det radmundsyge forarsaget af
bakterien Yersinia ruckeri. Det er
en ubehagelig og dadelig sygdom i
regnbuegrred, men man kan med
succes vaccinere fiskene imod den
ved at dyppe de sma fisk i dgde
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Regnbuegrred (Oncorhynchus mykiss)
inficeret med fiskedraeberparasitten
Ichthyophthirius multifiliis.

Genmanipulerede Yersinia ruckeri-bakte-
rier med fiskedraeberparasittens overfla-
de-antigener, som fluorescerer grgnt ved
belysning med 488nm pga. proteinet GFP.

Vildtype zebrafisk

bakterier i 30 sekunder. De dagde

bakterier bliver herved optaget

af fisken gennem overfladerne,

og der udvikles en god immunitet
mod de levende bakterier, nar de

efterfglgende forsgger at invadere
grreden.

For at tilpasse metoden til fiskedrae-
ber har vi modificeret Yersinia-bak-
terien ved at indsaette et gen, som
koder for fiskedreeberparasittens
overflade-antigener i bakterien. For
preecist at kunne fglge de dgde bak-
teriers vej ind i fisken, har vi ogsa
indsat et gen, der far bakterierne til
at udtrykke et protein kaldet Green
Fluorescent Protein (GFP), som
fluorescerer grgnt, ndr man belyser
det med en bestemt bglgeleende
(488 nm).

De genmodificerede bakterier blev
slaet ihjel med formalin, og dermed

havde vi en vaccine, der kunne bru-
ges til forsgg.

Syn for sagen med
gennemsigtige fisk

Indenfor vaccineforskningen

ma man som oftest vurdere de
komplicerede immunreaktioner i
organismen ved at bruge en reekke
tidskreevende metoder. Men inden-
for fiskeforskningen er der nu etab-
leret forsggsdyrsmodeller, der giver
forskerne en enkel mulighed for at
studere feenomenerne direkte. Vi
har saledes inddraget en gennem-
sigtig zebrafisk og brugt den som
model for regnbuegrreden for at
veere i stand til at fglge bakteriens
optagelse og videre skeebne i fi-
sken. Den gennemsigtige zebrafisk
har faet udkoblet to gener, som
medfarer at huden bliver gennem-
sigtig, og man kan derfor folge de
fysiologiske processer og anatomi-

Fotos: Louise

Gennemsigtig zebrafisk von Gersdorff

ske detaljer pa farste parket. Det
er saledes muligt at se hjertet sla,
falge blodet og dets immunceller
pa deres vej til immunorganer
(hovednyre, thymus og milt) samt
til leveren, svgmmebleeren, tarmen
og geellerne.

Vi har i vores forskning vist, at det
er muligt at dyppe de gennemsigti-
ge fisk i den kombinerede bakterie-
og parasitvaccine og efterfglgende
registrere optagelsen til forskel-
lige tidspunkter ved hjeelp af et
fluorescens-mikroskop. Bakterierne
med parasitproteiner og GFP blev
optaget i fisken via tarmsystemet
og hudens skeellommer og kunne
efterfglgende spores i milt, lever
og hovednyre efter et par dage.
Denne made at optage “bad-vac-
ciner” pa i zebrafisk minder meget
om de tilsvarende mekanismer i
regnbuegrred. Og da zebrafisk ogsa
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Fotoet viser tarmen fra en zebrafisk, som lyser grent pa grund af de
genmanipulerede bakterier med GFP.

kan fa hvidpletsyge, kan vi nu bruge
zebrafisken som modelorganisme
for denne fgdevarefisk.

En model for fremtiden

Det har altid veeret forbundet med
stort besveaer, manglende succes og
stor frustration at fremstille vacci-
ner mod parasitter. Med fremkom-
sten af den gennemsigtige fiske-
model og de selvlysende vacciner
har vi nu et redskab til at vurdere,

Pa billedet kan man se, at bakterierne har samlet sig i en

skeellomme ved en finne.

hvorledes fremtidens vacciner op-
tages i veerten. Vi vil kunne se, hvor
immunreaktionerne etableres, og
hvordan den vaccinerede veert rea-
gerer mod de snedige snyltere.

Vi har dog endnu ikke Igst problemet
med fiskedraeberen, da vaccinen
ikke viste sig seerlig effektiv i regn-
buegrred. Vores teori er, at bakterien
ikke kunne fremstille parasitproteinet
pa en sadan made, at det lignede

det virkelige protein. Derfor er vi nu
pa jagt efter et andet antigen, der
giver beskyttelse og er lettere for
bakterierne at producere i en vellig-
nende udgave. Nar vi har fundet et
sadant, har vi forhdbentlig lgsningen
pa problemet med fiskedraeber-
parasitten. Vi vil fremadrettet kunne
teste alle vacciner imod fiskedraeber i
zebrafisk, hvilket vil vaere en stor gko-
nomisk fordel, da zebrafisk er meget
lettere at holde end regnbuegrred. m
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