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Inledning

Målsättningen med projektet var att testa om vaccin kan ge ett effektivt skydd hos regnbågslax mot infektioner med Flavobacterium psychrophilum både efter immersions och i.p. administrering av vaccinet.

Inom projektet har i huvudsak arbetat Carina Kippasto (1.1.–30.6.2002), Jari Madetoja (1.7.2002–31.12.2003) och Lars-Gustaf Lönnström (1.1.2002–31.12.2003). Carina Kippasto och Jari Madetoja har, med finansiering från detta projekt, skött om laboratorieanalyserna och bassängexperimenten, medan Lars-Gustaf Lönnström har, med finansiering från annat håll, ansvarat för fältexperimenten. Dessutom har följande personer varit involverade i projektet: Mari Madetoja, Alessandro Mangiarotti (gästforskare från Italien), Levente Baćso, Henna-Riitta Lehti och Gülsen Uluköy (gästforskare från Turkiet). 

Projektet har letts av Göran Bylund (2002) och Tom Wiklund (2003). 

Laboratorieundersökningarna har gjorts vid Laboratoriet för akvatisk patobiologi (LAP). Bassängexperimenten har genomförts vid akvarieavdelningen vid Laboratoriet för akvatisk patobiologi. Fält försöken har genomförts i samarbete med fiskodlingarna Savon Taimen, Loviisan Smoltti och Kainuun Lohi.

Vaccinerna har levererats av Alpharma Ltd, Norge.

De bakteriestammar som användes som antigen i vaccinen har isolerats och karakteriserats vid LAP (se Madetoja et al. 2001 & 2002).

Projektets ledningsgrupp har sammanträtt 2 gånger under 2002 (29.5.02 och 26.11.02), och 2 gånger under 2003 (18.3. och 23.9.).

I rapporten beskrivs först de olika metoderna som användes och därefter de experiment som genomfördes eller inleddes under år 2002 (Ia, II, III, IV, V) och år 2003 (Ib, VI, VII, VIII och IX). Varje försök beskrivs skilt för sig. Totalt genomfördes 10 olika försök, benämnda vaccinationsförsök I till vaccinationsförsök IX.

Under år 2002 genomfördes 5 olika försök, 1 laboratorie och 4 fältförsök. 

Under år 2003 genomfördes 5 olika försök, 4 laboratorieförsök och 1 fältförsök. Ytterligare genomfördes 4 (2002) + 3 (2003) pilotförsök i liten skala, samt 3 ”safety” tester av vacciner. 

Projektet har finansierats av Egentliga Finlands TE central med stöd av Fonden för Fiskets Utveckling (FFU) och av Alpharma Ltd, Oslo, Norge.
Försök

Vaccinationsförsök Ia, immersion, LAP, 2002. Inverkan av immersionsvaccinering samt immersion + i. p. vaccinering på antikroppsbildning i plasma samt på skydd mot experimentell infektion

Vaccinationsförsök Ib, immersion, LAP, 2003. Inverkan av immersionsvaccinering på antikroppsbildning i plasma och mucus samt på skydd mot experimentell infektion

Vaccinationsförsök II, immersion, fältförsök, 2002. Effekten av immersionsvaccinering av yngel av regnbågslax i en sötvattensodling
Vaccinationsförsök III, i.p., fältförsök, 2002-2003. Effekten av injektionsvaccinering av regnbågslax i en sötvattensodling på vinterdödlighet och utveckling av vintersår

Vaccinationsförsök IV, i.p., fältförsök, 2002-2003. Evaluering av injektionsvaccinering av moderfisk (regnbågslax) i en sötvattensodling.

Vaccinationsförsök V, i.p., fältförsök, 2002-2003. Injektionsvaccinering av regnbågslax i en sötvattensodling.
Vaccinationsförsök VI, i.p., LAP, 2003. Inaktivering av antigen med värme eller formalin. 

Vaccinationsförsök VII, immersion LAP, 2003. Levande virulent och icke-virulent F. psychrophilum.

Vaccinationsförsök VIII, i.p., LAP, 2003. ”Cross-protection” mellan F. psychrophilum stammar av olika serotyp

Vaccinationsförsök IX, immersion, fältförsök, 2003. Immersionsvaccinering mot F. psychrophilum under fältförhållanden

Material och metoder

Bakteriestammar för vaccin

Bakterie


Isol.
Sjukd.
   Fisk




Användning
stam

Serotyp
år
utbrott   art

Organ

Vaccin

Infektion
ELISA

P13-4/96 
Th

1996
    ja
   R-b

inre

ja

ja

ja

F6A/00
Fd

2000
    ja
   R-b

sår

ja*

VIII

ja

L5/00 
FpT/Th
2000
    ja
   R-b

sår

VIII

-

-

A6/00 
FpT

2000
   nej
   Abborre
hud

VII*

-

VII

Tabell 1. Olika F. psychrophilum stammar som användes i vaccin, infektionsexperiment och ELISA. Under rubriken ”användning” anges ifall stammen använts allmänt (ja) eller i enskilda försök (VII & VIII). *stammen F6A/00 & A6/00 användes som levande vaccin i försök VII.
Bakteriestammarna förvarades i –70 °C i glycerolpreparat och odlades rutinmässigt på TYA agar och TYB buljong vid 15 °C.

TYA agar (TYE agar), Tryptone Yeast Extract Agar

(Holt et al. 1993) 

Tryptone

4 g

Yeast extract

0.4 g

MgSO4 x 7H2O
0.5 g

CaCl2 x 2H2O

0.5 g

mQH2O

1000 ml

Agar


11 g

pH


7.2

TYES, Tryptone Yeast Extract Salt buljong

Framställs på samma sätt som TYA men utan agar.

Beskrivning av ELISA metoden

Antikroppar mot F. psychrophilum som producerades av de vaccinerade regnbågslaxarna mättes med hjälp av ett ELISA test, enligt följande protokoll:

1. ”Coating”: Mikrotiter plattorna ”coatas” med 200 µl/brunn antigen i ”coating” buffert (0.05M karbonatbuffert pH 9,6). Plattan inkuberas över natten vid +4 (C. 

2. Tvättning: tvätta plattan tre gånger med 200 µl/brunn tvättbuffert (0,9 % NaCl med 0,05 % Tween 20 pH 7,2). 

3. Blockning: Tillsätt 200 µl/brunn blockningsbuffert (1 x PBS med 0,5 % BSA, pH 7,2) och inkubera 1,5 h vid rumstemperatur.

4. Tvättning: plattan tvättas tre gånger som tidigare.
5. Prov / Kontroller: Tillsätt 100 µl serumprov/brunn (i duplikat). Serumproven späds 1:100 i utspädningsbuffert (1 x PBS med 1 % BSA och 1 % Tween 20 pH 7,2). Mucusproven skrapade med objektglas från fisk, späds 1:10 i utspädningsbuffert. Positiva och negativa kontroller (1:100) samt reagenskontroller enligt modellen C1/C2/C3 där C1 kontrollerar den primära antikroppen, C2 den sekundära antikroppen och C3 kombinationen av bägge. Till reagenskontrollerna tillsätts endast 100 µl/brunn utspädningsbuffert vid detta skede. Inkubera plattan över natten vid +4 (C.

6. Tvätta tre gånger som tidigare.
7. Primär antikropp; renad anti-regnbågslax IgG monoklonal antikropp. Tillsätt 100 µl/brunn utspädd primär antikroppslösning (1:500 i utspädningsbuffert) och inkubera plattan 1,5 h vid +37 (C. Till reagenskontrollen C2 tillsätts endast 100 µl utspädningsbuffert.

8. Tvätta tre gånger som tidigare.

9. Sekundär antikropp; Peroxidas-konjugerad kanin anti-mus immunoglobulin. Tillsätt 100 µl/brunn utspädd sekundär antikroppslösning (1:500 i utspädningsbuffert) och inkubera plattan 45 minuter vid +37 (C. Till reagenskontrollen C1 tillsätts endast 100 µl utspädningsbuffert.

10. Tvätta tre gånger som tidigare.
11. Enzym substrat: OPD tabletter. 5 OPD tabletter löses upp i 12,5 ml citronsyrabuffert (pH 5,0) genom skakning och vortexning innan 12,5 µl H2O2 (30 %) tillsätts. Denna lösning skall sedan användas inom en halv timme. Tillsätt 100 µl/brunn och inkubera plattan ca 10 minuter vid rumstemperatur. Skydda plattan från direkt ljus genom att sätta en bit aluminiumfolie runt plattan.

12. Stop lösning: Tillsätt 100 µl/brunn av stop lösningen (1.0 M H2SO4).

13. Mätning: Mät absorbansen vid 450 nm med en mikrotiter läsare (Victor2, Wallac).

Kemikalier och antikroppar:

1:a antikroppen: Cederlane laboratories

2:a antikroppen: Dako

OPD: Kementec Diagnostics

Positiv kontroll plasma erhölls från regnbåge som injicerats med antigen (F. psychrophilum, stam F6A/00 eller P13-4/96) + Freunds complete adjuvant, två gånger. Injektionstidpunkt 1.2.2002; booster 12.3.2002; avslutning 5.4. och 9.4.2002. Plasmat separerades från blodkroppar genom centrifugering och frystes i 1 ml:s volymer i ampuller vid -70°C. 

Positiv kontroll hud mucus erhölls från 1:10 utspädd poolad negativ kontrollfisk hud mucus till vilket tillsattes 1:100 positiv plasma.

Infektionsexperiment

Målsättningen med infektionsexperimenten var att klarlägga ifall vaccinering skyddar regnbågslax mot Flavobacterium psychrophilum. 

      En av de största svårigheterna vid experimentella arbeten med F psychrophilum är avsaknaden av tillförlitliga och reproducerbara infektionsmetoder. Eftersom smittan i naturen och i fiskodlingar sker via vattnet vore naturligtvis smittoförsök via immersion eller bad den mest relevanta metoden. Det har emellertid tidigare, såväl i våra egna som i andras  arbeten, visat sig svårt att få tillförlitliga och reproducerbara resultat med denna metod. 

För att testa möjligheterna att använda immersionsinfektion för utvärdering av vaccineringseffekter gjordes tre olika försöksserier i vilka regnbågslaxyngel i storleksklassen 1,0 – 8,1 g exponerades för bakterier i bad samtidigt som ett flertal parametrar manipulerades på olika sätt (vattenkvalitet, exponeringstid, vattentemperatur, mekaniska hudskador och stress). Ytterligare genomfördes  försöksserier med intraperitoneal (i.p.) och intramuskulär (i.m.) infektion.

Konklusionerna på basen av resultaten från dessa försök är att badinfektion med F. psychrophilum inte ger särskilt tillförlitliga resultat men kan ha en viss relevans för test på fiskyngel i storleksklasser < 2-3 gram. Infektionstest på större fisk bör göras genom i.p. eller i.m. injektion av bakterierna. Intramuskulär infektion gav högre mortalitet än i.p. infektion. För de egentliga vaccineringsförsöken  användes i fortsättningen infektion genom i.m. injektion.

Infektionsexperimenten genomfördes som i.m. injektion av 0,1 ml NaCl (0,5 %) innehållande varierande mängd bakterier, beroende på fiskens storlek. Bakterierna odlades i två dygn i TYES buljong på skakapparat, vid 15 °C. Bakterierna tvättades därefter 2 ggr i 0,5 % NaCl och bakterietätheten justerades optiskt med en spektrofotometer till 0,2 vid 520 nm. Därefter späddes bakteriesuspensionen 1:10, eller 1:100 beroende på fiskens storlek.

Fisken bedövades med benzocain och injicerades med bakteriesuspensionen. Fisken överfördes därefter till bassänger med genomströmmande vatten vid ca 13 °C. Döende fisk avlägsnades flera gånger dagligen och ett representativt antal av dessa fiskar genomgick bakteriologisk undersökning.

Olika försök 2002

Vaccinationsförsök Ia, Immersion samt immersion + i.p., LAP

Inverkan av immersionsvaccinering samt immersion + i.p. vaccinering på antikroppsbildning i plasma samt på skydd mot experimentell infektion

Målsättning
Att undersöka om immersionsvaccinering inducerar förhöjd antikroppsnivå i serum samt resistens mot infektion med F. psychrophilum.

Försöksuppläggning 

Yngel av regnbågslax vaccinerades i laboratoriet genom immersion samt immersion + i.p. injektion. Fisken var när försöket inleddes i storleksklassen 1 gram, när försöket avslutades cirka 25 g. Fyra olika vaccinationsschema tillämpades: 1x immersion; 1x immersion + i.p; 2x immersion; 2x immersion + i.p. Antikroppsnivåerna följdes upp 18 veckor efter den första vaccineringen (ELISA). Infektionsförsöken inleddes 18 veckor efter den första vaccineringen, varefter mortaliteten följdes upp under 29 dygn.

Vaccin

Baserat på stammarna F6A/00 (Fd), P13-4/96 (Th); formalin inaktiverade celler; vattenbaserat (immersion) samt med oljeadjuvant (i.p.). Vaccinen för de båda stammarna levererades separat och blandades samman före vaccineringen. Utspädning  för immersion: 1 del vaccin och 9 delar vatten. Vid i.p. vaccinering gavs 0,1 ml vaccin per fisk.

Fisk och försöksgrupper

Regnbågslax i storleksklassen 1 g. Fisken härstammade från Hanka-Taimen Oy och hade hållits en vecka i laboratoriets bassänger innan försöket inleddes.

Försöksgrupper:

1) 1x immersion (200 fiskar)

2) 1x immersion + i.p. vaccinering (200 fiskar)

3) 2x immersion (200 fiskar)

4) 2x immersion + i.p. vaccinering (200 fiskar)

5) kontroll (400 fiskar)

Resultat

Antikroppsrespons

Immersionsvaccineringen, oberoende om den gjordes en eller två gånger, hade s.g.s. ingen effekt på antikroppsnivåerna. Immersion + i.p. vaccinering gav däremot god antikroppsrespons (Fig. Ia.1).  Det var ingen skillnad beträffande antikroppsnivåer mellan fisk som vaccinerats en resp. två gånger genom immersion före i.p. vaccineringen.
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Fig Ia.1. Antikroppsnivåer hos regnbågslax som vaccinerats genom immersion 1 eller 2 gånger, + injektionsvaccinering, x-axeln anger antal veckor efter den första immersionsvaccineringen (3 till 18 veckor). Den andra immersionsvaccineringen skedde 3 veckor efter den fösta vaccineringen. Injektionsvaccineringen skedde 9 veckor efter den första immersionsvaccineringen. ”Positive” och ”negative” anger positiv respektive negativ kontroll vid detektering av antikroppar med ELISA. 

Infektionsskydd

I infektionsförsöket hade infekterad fisk som vaccinerats genom immersion en något lägre kumulativ mortalitet än kontrollfisken men skillnaden var inte signifikant (Fig. Ia.2).  Den kumulativa mortaliteten var densamma oberoende om fisken vaccinerats en eller två gånger genom immersion. Immersion + i.p. vaccinering gav däremot relativt gott infektionsskydd. Inte heller i detta fall var det någon skillnad mellan fisk som immersionsvaccinerats en resp. två gånger före i.p. vaccineringen.

Konklusion

Resultaten indikerar att immersionsvaccinering av yngel inte har någon effekt på antikroppsbildningen mot F. psychrophilum. Däremot resulterar i.p. vaccinering med oljebaserat vaccin i höga antikroppsnivåer och relativt gott infektionsskydd mot ifrågavarande patogen.
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Fig Ia.2. Dödligheten (cumulative mortality %) hos regnbågslax som vaccinerats genom immersion en (1x bath vacc.) eller två (2x bath vacc.) gånger, samt genom immersion en (1x bath+inj.vacc.) eller två (2xbath.inj.vaccin.) gånger + injektions vaccinering. Dödligheten anges som en funktion av tiden efter infektionen.

Vaccinationsförsök II, immersion, fältförsök

Effekten av immersionsvaccinering av yngel av regnbågslax i en sötvattensodling

Målsättning

Att undersöka om immersionsvaccinering av yngel mot F. psychrophilum några veckor efter kläckningen ger infektionsskydd

Försöksuppläggning

Yngel av regnbågslax immersionsvaccinerades 11.07.02, ca. 8 veckor efter kläckningen. Avsikten var att följa upp dödligheten, att ge en del av fisken  boostervaccinering i.p. så snart den nått lämplig storlek och att i senare skede transportera en del av fisken till laboratoriet för infektionsförsök.

Odling: 

Hanka-taimen Oy, Vanaja

Vaccin: 

Stammarna F6A/00 (Fd), P13-4/96 (Th); formalininaktiverade celler, vattenbaserat. De två vaccinen levererades separat och blandades samman före vaccineringen. Utspädning: 1 del vaccin och 9 delar vatten.

Fisk: 

Regnbågslax i stoleksklassen 0,8 g, två grupper á 16700 fiskar. Som kontroll användes odlingens ovaccinerade fisk av samma population (ca 16700 fiskar).

Resultat och diskussion

Avsikten var att inleda fältförsöket  på våren, innan vattentemperaturen hunnit stiga för högt. Då testvaccinerna erhölls senare än planerat kunde fältförsöken emellertid inledas senare än beräknat. Vattentemperaturen hade redan vid vaccineringen stigit till +20o C. På grund av den höga vattentemperaturen insjuknade all fisk i odlingen, både vaccinerad och ovaccinerad, redan några dagar senare (Flavobacterium columnare) och fisken måste medicineras. Som följd av de exceptionellt höga vattentemperaturerna hela sensommaren (>20 oC fram till mitten av september) måste fiskbeståndet medicineras ytterligare två gånger och dödligheten var hög. Försöket avslutades andra veckan i oktober eftersom det ansågs omöjligt att dra egentliga slutsatser om vaccineringens effekt på basen av det återstående fiskmaterialet.  

Vaccinationsförsök III, i.p., fältförsök 2002-2003
Effekten av injektionsvaccinering av regnbågslax i en sötvattensodling på vinterdödlighet och utveckling av vintersår

Målsättning:

Att undersöka om vaccinering mot F. psychrophilum inverkar på förekomsten av vintersår och vinterdödlighet hos regnbågslax. 

Försöksuppläggning

Regnbågslax vaccinerades i.p. i fält (sept. 2002) på en fiskodling och fisken hölls på odlingen över vintern 2003 och 2004. Dödlighet och utveckling av vintersår följdes upp kontinuerligt på odlingen. Förekomsten av antikroppar hos fisken mot F. psychrophilum undersöktes vid vaccinationstillfället.

Odling: 

Kainuun Lohi, Hyrynsalmi

Fisk:
Regnbågslax (medelvikt 373 g) 2 grupper:

1) I.p. vaccinering 

2) Kontrollfiskar: Ingen behandling

Vaccin: 
Stammar F6A/00 (Fd), P13-4/96 (Th); formalin inaktiverade celler, oljeadjuvant. Vaccinen levererades separat som var sitt vaccin och blandades samman före vaccineringen i förhållandet 1:1.

Resultat, diskussion och konklusioner

Antikroppar

En stor del av de undersökta fiskarna hade tydligt förhöjda antikroppsnivåer mot F. psychrophilum före vaccineringen (Fig. III.1). Av denna anledning ansågs det omotiverat med fortsatt provtagning från de vaccinerade fiskarna för evaluering av antikroppsresponsen.

Sjukdomsutbrott och vintersår

Tyvärr förekom det inte i allmänhet vintersår vintern 2003 varken hos de vaccinerade fiskarna, kontrollfiskarna, eller i andra regnbågspopulationer vid odlingen. Inga sjukdomsutbrott kunde registreras hos de vaccinerade fiskarna eller kontrollfiskarna. Fisken kommer att slaktas, vägas och räknas våren 2004, då de slutliga resultaten erhålls.

En del av fiskarna kommer eventuellt att användas som moderfisk vid odlingen. Dessa fiskar kunde utnyttjas för uppföljning av sjukdomsresistens hos ynglen.
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Fig III.1. Cirkulerande antikroppsnivåer hos regnbågslax före (0-sample) vaccineringen mot F. psychrophilum. Positive plasma och negative plasma utgörs av positiv och negativ kontroll prov för ELISA.
Vaccinationsförsök IV, i.p., fältförsök 2002-2003

Evaluering av injektionsvaccinering av moderfisk (regnbågslax) i en sötvattensodling

Målsättning

Att undersöka om vaccination av moderfisk mot F. psychrophilum överför antikroppar eller infektionsskydd till ägg och yngel.

Försöksuppläggning

Moderfisken vaccinerades i fältförsök i.p. mot F. psychrophilum (september 2002) med oljebaserat vaccin innehållande antigen för 2 serotyper. Därefter hölls fiskarna i jorddammar tills de kramades vecka 13 (25 – 31.3.2003) följande år. Rommen hölls på odlingen och kläcktes vecka 18. Blodprov för bestämning av antikroppsnivån togs från moderfisk i samband med vaccineringen. Rom och yngel transporterades till LAP för undersökning på förekomst av antikroppar.

Rommen (2 prov), ynglen (4 prov) samt ynglens transportvatten undersöktes även för F. psychrophilum med hjälp av PCR.

Odling: 

Kainuun Lohi, Veneheitto

Fisk:

Regnbågslax (medelvikt 3500 g) två grupper

1) i.p. vaccinering

2) obehandlad kontrollgrupp

Vaccin:  


Stammar: F6A/00 (Fd), P13-4/96 (Th); formalin inaktiverade celler, oljeadjuvant. Vaccinen levererades separat som var sitt vaccin och blandades samman före vaccineringen i förhållandet 1:1.

Resultat, diskussion och konklusioner

Antikroppar detekterades i de vaccinerade honfiskarna (Fig. IV.1) men antikroppar kunde inte detekteras vare sig i rom eller yngel.

Så gott som samtliga yngel i kontrollgruppen dog på grund av tekniska problem med vattenkvaliteten i bassängerna. Av denna anledning kunde infektionsexperiment inte genomföras som planerat. Av denna anledning avslutades även experimentet.

Analys av rom och yngel för F. psychrophilum med PCR gav negativa resultat. Däremot gav transportvattnet positivt resultat i det ena provet (vaccinerad fisk).

Försöket visade att detekterbara mängder (med den aktuella ELISA metoden) antikroppar inte överförs från moderfisk, vaccinerad mot F. psychrophilum, till ägg eller yngel.
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Fig. IV.1. Cirkulerande antikroppar hos moderfisk (0-sample) vaccinerad mot F. psychrophilum.

Vaccinationsförsök V, i.p. fältförsök, 2002-2003

Injektionsvaccinering av regnbågslax i en sötvattensodling

Målsättning: 

Att undersöka om fisk vaccinerad mot F. psychrophilum får naturliga sjukdomsutbrott förorsakade av denna bakterie, samt undersöka antikroppsutvecklingen hos den vaccinerade fisken under fältförhållanden.

Försöksuppläggning

Regnbåge vaccinerades (okt. 2002) i.p. med oljebaserat vaccin innehållande antigen av två serotyper vid en fiskodling. Efter sju månader (maj, 2003) transporterades  60 vaccinerade och 60 ovaccinerade fiskar till LAP för bestämning av antikroppar i serum samt för infektionsförsök med F. psychrophilum. En del av försöksfisken på odlingen sparades och resten av den vaccinerade och ovaccinerade fisken sammanslogs och användes för vidareodling.

Odling: 

Hankataimen, Venekoski

Fisk: 

Regnbågslax (medelvikt 14,3 g) två grupper

1) i.p. vaccinerade

2) obehandlade

Vaccin: 

Stammar: F6A/00 (Fd), P13-4/96 (Th); formalin inaktiverade celler + oljeadjuvant. Vaccinen levererades separat som var sitt vaccin och blandades samman före vaccineringen i förhållandet 1:1.

Antikroppsrespons: 

Antikroppsnivån hos den vaccinerade fisken undersöktes med ELISA på prov tagna vid vaccinationstillfället samt sju månader efter vaccineringen. Två olika stammar användes som antigen (de stammar som använts vid vaccinframställningen).

Infektion:

Den vaccinerade fisken utsattes för infektionsförsök 33 v efter vaccineringen, med F. psychrophilum stam P13-4/96. Infektionsförsöket varade i 28 d. Vävnadsprov (njurvävnad) för bakterieisolering togs från döda fiskar samt även från 5 fiskar/grupp av de överlevande, 28 d efter infektionen.

Resultat

Antikroppsrespons

Inga sjukdomsutbrott eller dödlighet förekom hos den vaccinerade fisken.  Antikroppsnivån hos den vaccinerade fisken visade tydliga förhöjda nivåer (mot båda antigenen) jämfört med kontrollgruppen, samt med nivån hos fiskpopulationen före vaccineringen (Fig. V.1). Adhesioner noterades hos en del av den vaccinerade fisken (Tab. V.1) men pigmentbildning kunde inte noteras. 
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Fig. V.1. Nivåer av cirkulerande antikroppar mot F. psychrophilum hos i.p. vaccinerad (2 serotyper) (vaccinated) och ovaccinerad regnbågslax (control) mot F. psychrophilum. Blodprov för ELISA togs vid vaccineringen (0-sample) och 7 månader efter vaccineringen från vaccinerad och ovaccinerad fisk. 



Icke vaccinerade
Vaccinerade

Medeltal

0


1,95

Min


0


0

Max


0


3

Tabell V.1 Adhesioner hos vaccinerad och icke vaccinerad regnbågslax enligt Speilberg skala (0-6) (n=20+20).

Infektionsexperiment

I infektionsexperimentet med F. psychrophilum dog 100% av de ovaccinerade fiskarna medan endast en liten del (~10%) av de vaccinerade fiskarna dog (Fig. V.2.).

Diskussion och konklusioner

Försöket visade entydigt att vaccinet inducerade en antikroppsrespons hos den vaccinerade fisken under fältförhållanden under en lång tid efter vaccineringen; de vaccinerade fiskarna erhöll även ett extremt gott skydd mot experimentell infektion med F. psychrophilum. Vår konklusion är att det testade antigenet tillsammans med en oljeadjuvant ger ett utmärkt skydd mot infektioner med F. psychrophilum.


[image: image6.wmf]0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

22

24

26

28

days post challenge

cumulative mortality

unvaccinated

vaccinated


Fig. V.2. Kumulativ dödlighet hos ovaccinerad (unvaccinated) och i.p. vaccinerad (vaccinated) (2 serotyper av F. psychrophilum) regnbågslax efter infektion med F. psychrophilum, sju månader efter vaccineringen.

Olika försök 2003

Vaccinationsförsök Ib, immersion, LAP

Inverkan av immersionsvaccinering på antikroppsbildning i plasma och mucus samt på skydd mot experimentell infektion

Målsättning 

Att undersöka om immersionsvaccinering inducerar en förhöjd antikroppsnivå i serum och mucus, samt resistens mot experimentell infektion med F. psychrophilum.
Detta försök var en upprepning av ett tidigare försök (Ia, 2002) och genomfördes på nytt eftersom den experimentella infektionen i det tidigare experimentet gjordes alltför lång tid (9 v) efter immersionsvaccineringen. Försöket genomfördes samtidigt som experiment VII, immersionsvaccinering med levande virulent (Fd) och levande avirulent (FpT) F. psychrophilum.

Försöksuppläggning

Regnbågslaxyngel vaccinerades genom att bada fisken i 1 minut i en vaccinsuspension. Efter 3 v upprepades vaccineringen för halva antalet av dessa fiskar med samma vaccin. En lika stor grupp regnbågslax lämnades obehandlad som kontrollgrupp. Antikroppsnivån i plasma och mucus mättes 3 gånger. Infektionsresistensen hos fiskarna testades genom att experimentellt infektera den vaccinerade fisken och kontrollfiskar i.m. 6 v efter vaccineringen.

Vaccin: 

Stammar F6A/00 (Fd), P13-4/96 (Th); formalin inaktiverade celler. Vaccinen levererades separat som var sitt vaccin och blandades samman före vaccineringen i förhållande 1:1. Utspädning 1 del vaccin och 9 delar vatten.

Fisk: 

Regnbågslax (medelvikt 0,9 g) 3 grupper

1) Immersionsvaccinering 1 gång

2) Immersionsvaccinering 2 gånger

3) Ingen behandling

Antikroppsrespons: 

Antikroppsnivån i plasma och mucus hos den vaccinerade fisken undersöktes 0, 3 och 6 veckor efter vaccinationen. Mängden antikroppar bestämdes med ELISA med två olika antigen (F6A/00 (Fd); P13-4/96 (Th)) dvs. de stammar som använts vid vaccinframställningen.

Infektion:

Den vaccinerade fisken utsattes för infektionsförsök 6 v efter vaccineringen, med bakteriestammen P13-4/96. Infektionsförsöket varade i 28 d. Vävnadsprov (njurvävnad) för bakterieisolering togs från döda fiskar samt även från 5 fiskar/grupp av de överlevande, 28 d efter infektionen.

Resultat

Antikroppar

Plasma: Tre veckor efter vaccineringen uppmättes inga cirkulerande antikroppar hos de vaccinerade fiskarna mot någondera antigenet (Fig Ib.1A och 1B). Däremot uppmättes en förhöjd antikroppsnivå hos fisken i alla tre grupper, dvs. även i den icke-vaccinerade gruppen, sex veckor efter vaccineringen. Dock uppvisade antikroppsnivåerna en tämligen stor variation. Mucus: Samma resultat erhölls vid undersökningen av hudmucus, inga förhöjda antikroppsnivåer efter tre veckor men en höjd nivå efter sex veckor i alla grupper (Fig 1b.2A och 2B).

A.






B.
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Fig Ib.1. Antikroppsnivån i plasma hos regnbågslax immersionsvaccinerade mot F. psychrophilum en gång (Alpharma 1x), två gånger (Alpharma 2x), samt hos ovaccinerad regnbågslax (non-vaccinated). Antikroppsnivån mättes med stammarna F6A/00 (A) och P13-4/96 (B) som antigen i ELISA:n. Staplarna anger medeltal ±SD.
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Fig. Ib.2. Antikroppsnivån i mucus (B) hos regnbågslax immersions vaccinerade mot F. psychrophilum en gång (Alpharma 1x), två gånger (Alpharma 2x), samt hos ovaccinerad regnbågslax (non-vaccinated). Antikroppsnivån mättes med stammarna F6A/00 (A) och P13-4/96 (B) som antigen i ELISA:n. Staplarna anger medeltal ±SD.

Infektion

Infektionsresultaten visade tydligt att inget skydd erhölls varken efter 1 (total dödlighet 39 %) eller 2 gångers (total dödlighet 58 %) immersionsvaccinering. I själva verket uppvisade de ovaccinerade fiskarna den lägsta totala dödligheten av de tre grupperna (total dödlighet 28 %).
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Fig. Ib.3. Dödligheten hos regnbågslax som immersions vaccinerats med F. psychrophilum serotyp Fd och Th, en (Alpharma 1x) och två gånger (Alpharma 2x) och därefter infekterats i.m. med F. psychrophilum. Non-vaccinated: icke vaccinerad fisk infekterad med F. psychrophilum. Negativ control: icke vaccinerad fisk injicerad med NaCl i samband med infekteringen av de övriga grupperna.

Diskussion och konklusion

Experimentet visade att den testade immersions vaccinationsproceduren inte inducerade produktion av antikroppar hos den vaccinerade fisken (mucus eller serum) varken 3 eller 6 veckor efter immersionsvaccineringen eller resistens mot infektioner med F. psychrophilum,. Antigenets upptagning i fisken (gälar, hud) bör evalueras innan fortsatta immersionsvaccineringsexperiment genomförs. 

Vaccinationsförsök VI, i.p. LAP

Inaktivering av antigen med värme eller formalin

Målsättning

Att undersöka hur inaktivering (formalin – värme) av vaccinets antigen påverkar antikroppsresponsen och infektionstoleransen mot F. psychrophilum hos vaccinerad regnbågslax.

Försöksuppläggning

Vaccin: 

Stammar: F6A/00, serotyp Fd; P13-4/96, serotyp Th. Vaccin baserat på båda stammarna levererades från Alpharma som separata vacciner och blandades samman innan vaccineringen till ett enda vaccin i förhållandet 1:1.

A. Formalin (0,5%) inaktiverade celler; oljeadjuvant  
B. Värme inaktiverade celler, 60 °C, 15 min; oljeadjuvant

Fisk: 

Regnbågslax, tre olika grupper:

A. ”Formalin”: vaccinerade med formalin inaktiverade celler

B. ”Värme”: vaccinerade med värme inaktiverade celler

C. ”Kontrollgrupp”: ovaccinerade, injicerade med 0,5 % NaCl

Antikroppsrespons: 

Antikroppsnivån hos den vaccinerade fisken undersöktes 0, 3, 6, och 9 veckor efter vaccinationen. Ytterligare undersöktes mängden antikroppar hos de fiskar som överlevde infektionen. Mängden antikroppar bestämdes med ELISA med två olika antigen (de stammar som använts vid vaccinframställningen).

Infektion:

Den vaccinerade fisken utsattes för infektionsförsök 9 v. efter vaccinering, med bakteriestammen P13-4/96. Infektionsförsöket varade i 28 d. Vävnadsprov (njurvävnad) för bakterieisolering togs från döda fiskar samt även från 5 fiskar/grupp av de överlevande, 28 d efter infektionen. I detta försök fanns det fyra fiskgrupper:

1) Vaccinerade med formalin inaktiverat antigen, bakterieinfekterade

2) Vaccinerade med värme inaktiverat antigen, bakterieinfekterade

3) Negativ kontroll: ovaccinerade, ”sham-infekterade” med NaCl

4) Positiv kontroll: ovaccinerade, bakterieinfekterade

Resultat

Antikroppsrespons hos vaccinerad fisk

Antikroppsnivån mot F. psychrophilum (stam 13-4/96, serotyp Th och stam F6A/00, serotyp Fd) hos den vaccinerade fisken visade förhöjda värden 6 och 9 veckor efter vaccineringen, både hos regnbågslax vaccinerade med värme inaktiverat antigen och med formalin inaktiverat antigen. Inga signifikanta skillnader i antikroppsnivån erhölls mellan de båda inaktiverings metoderna (Z-test: two samples for means; P(z) two-tail; p<0.1). Signifikanta skillnader i antikroppsnivån erhölls mellan fisk vaccinerad med formalin inaktiverat antigen (F6A/00) i jämfört med ovaccinerad fisk (negative) 6 och 9 veckor efter vaccineringen samt jämfört med 
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Fig. VI.1. Antikroppsnivån i plasma hos regnbågslax i.p. vaccinerade mot F. psychrophilum  med formalin inaktiverat antigen (Form.) och med värme inaktiverat antigen (Heat) 0, 3, 6 och 9 veckar efter vaccineringen, samt hos överlevande fisk efter infektionsförsöket. Negative = ovaccinerad regnbågslax, oinfekterade; positive = ovaccinerad regnbågslax som infekterats med F. psychrophilum. Antikroppsnivån bestämd med stammarna F6A/00 (A) och P13-4/96 (B) som antigen i ELISA:n.

fisk som överlevde infektionsförsöket. Likaså erhölls signifikant skillnad i antikroppsnivåerna mellan fisk som vaccinerats med värme inaktiverat antigen (F6A/00) versus ovaccinerade (negativ) fisk 6 veckor efter vaccineringen.

Signifikanta skillnader i antikroppsnivån erhölls även mellan fisk vaccinerad med formalin och värme inaktiverat antigen mot den andra stammen (P13-4/96) versus ovaccinerad fisk (negativ) 6 veckor efter vaccineringen. 

Antikroppsnivån hos de överlevande fiskarna efter infektionen visade extremt höga värden även för de få överlevande i den positiva kontrollgruppen (injicerade med NaCl och infekterade med F. psychrophilum). Ovaccinerad (injicerad med 0,5 % NaCl) och icke infekterade fisk visade låga antikroppsnivåer under hela experimentet.

Infektionsförsök med vaccinerad fisk

I infektionsförsöken dog i medeltal (av 2 replikat) 22% av fisken vaccinerade med formalin inaktiverat antigen och i medeltal 11 % av fisken vaccinerad med värme inaktiverat antigen. I gruppen ovaccinerad (injicerad med 0,5% NaCl) dog 97 % av fisken. Ovaccinerad fisk som injicerades enbart med NaCl uppvisade ingen mortalitet. 
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Fig VI.2. Dödligheten hos regnbågslax som infekterats i.m. med F. psychrophilum 9 veckor efter i.p. vaccinering med formalin inaktiverat (Vacc. formaline) respektive värme inaktiverat (Vacc. heat) antigen av F. psychrophilum serotyperna Fd och Th. Positive: icke vaccinerad fisk infekterad med F. psychrophilum. Negative: icke vaccinerad fisk injicerad med NaCl i samband med infekteringen av de övriga grupperna.

Statistiska undersökningar (chi2) visade att det fanns en statistiskt signifikant skillnad i dödligheten mellan 1) fisk vaccinerade med värme inaktiverat antigen i förhållande till positiva kontrollfiskarna, och mellan 2) fisk vaccinerade med formalin inaktiverat antigen i förhållande till positiva kontrollfiskarna, samt 3) mellan positiva kontrollfiskar och negativa kontrollfiskar. Ingen signifikant skillnad i dödlighet erhölls mellan fisk vaccinerade med värme inaktiverat antigen i förhållande till formalininaktiverat antigen.

Bakterieisolering från vaccinerad fisk

F. psychrophilum isolerades från alla undersökta fiskar från infektionsexperimentet.

Diskussion

Även detta experiment visade tydligt att det använda vaccinet inducerade produktion av antikroppar mot F. psychrophilum hos vaccinerad regnbågslax. De vaccinerade fiskarna (både med värme- och formalininaktiverat antigen) uppvisade även en signifikant bättre överlevnad än icke vaccinerad fisk. Dock erhölls ingen statistiskt signifikant skillnad i antikroppsproduktion och överlevnad mellan regnbågslax vaccinerade med formalin respektive med värme inaktiverat antigen, även om fisken vaccinerad med värmeinaktiverat antigen uppvisade en något lägre dödlighet. Av denna anledning anser vi att formalin inaktiverat antigen ger tillräckligt skydd mot infektioner med F. psychrophilum. Formalin inaktiverat antigen användes i de fortsatta experimenten, eftersom det tekniskt och ekonomiskt sett är enklare att kommersiellt producera och distribuera formalin inaktiverat antigen.

Vaccinationsförsök VII, immersion, LAP

Levande virulent och icke-virulent F. psychrophilum 

Målsättning

Att undersöka om immersions exponering med levande bakterier inducerar produktionen av antikroppar i hud och plasma samt om exponeringen ger skydd mot infektioner med F. psychrophilum.

Försöksuppläggning

Olika grupper av försöksfisk (regnbågslax) exponerades för levande bakterier i suspensioner med två olika F. psychrophilum stammar. Därefter mättes mängden antikroppar i plasma och mucus efter olika tidsintervaller. Sex veckor efter exponeringen utsattes fiskarna för i.p. infektion med F. psychrophilum.

Antigen: 

Stammar: F6A/00 (serotyp Fd, virulent); A6/00 (serotyp FpT, icke virulent). Stammarna odlades och behandlades innan exponeringen vid LAP.

Fisk: 

Regnbågslax (medelvikt 0,9 g), tre olika grupper:

1. Exponering för icke virulent bakteriestam A6/00 (serotyp FpT)

2. Exponering för virulent bakteriestam F6A/00 (serotyp Fd)

3. Kontrollgrupp: Ingen behandling

Antikroppsrespons: 

Antikroppsnivån hos den vaccinerade fisken undersöktes hos 10-20 fiskar 0, 3 och 6 veckor efter vaccinationen. Mängden antikroppar bestämdes med ELISA med två olika antigen (A6/00, serotyp FpT och F6A/00, serotyp Fd). De båda antigenen användes för fisk vaccinerad med respektive bakteriestam.

Infektion:

Den vaccinerade fisken utsattes för i.m. infektion med bakteriestammen P13-4/96 6 veckor efter vaccineringen. Infektionsförsöket varade i 28 d. Vävnadsprov (njurvävnad) togs från döende fiskar samt även från de överlevande för bakterieisolering.

Resultat
Antikroppsrespons hos vaccinerad fisk

Plasma: Antikroppsnivån i plasmat hos fisken exponerad för stammen F6A/00 uppvisade inga nämnvärda förhöjda värden 3 och 6 veckor efter exponeringen. Fisk som exponerats för den icke-virulenta stammen A6/00, uppvisade något förhöjda antikroppsnivåer 6 veckor efter exponeringen. Den icke-exponerade kontroll fisken uppvisade även förhöjda antikroppsnivåer.
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Fig VII.1. Antikroppsnivån i plasma hos regnbågslax, immersions exponerade (Plasma Live vaccine”) för A) en levande virulent stam (F6A/00) av F. psychrophilum  och B) en levande icke virulent (stam A6/00), 0, 3 och 6 veckor efter exponeringen. Positive plasma = det plasma som använts som positiv kontroll i ELISA:n. Non-vaccinated plasma = plasma från icke-exponerad regnbågslax

Mucus: Antikroppsnivån i mucus hos fisk exponerad för stammen F6A/00 uppvisade inga nämnvärda förhöjda värden 3 och 6 veckor efter exponeringen. Fisk som exponerats för den icke-virulenta stammen A6/00, uppvisade förhöjda antikroppsnivåer 6 veckor efter exponeringen. Den icke-exponerade kontroll fisken uppvisade även förhöjda antikroppsnivåer.
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Fig VII.2. Antikroppsnivån i mucus hos regnbågslax, immersions exponerade (Skin mucus ”Live vaccine”) för A) en levande virulent stam (F6A/00) av F. psychrophilum  och B) en levande icke virulent stam (A6/00), 0, 3 och 6 veckor efter exponeringen. Positive plasma = det plasma som använts som positiv kontroll i ELISA:n. Non-vaccinated plasma = plasma från icke-exponerad regnbågslax

Infektionsförsök med vaccinerad fisk

Infektionsexperimentet visade att det inte fanns någon tydlig skillnad i skydd mellan de olika grupperna (Fig. VII.3.). Den icke exponerade kontrollgruppen uppvisade en ganska låg dödlighet.


[image: image19.wmf]Infection experiment, immersion vaccination 

0

10

20

30

40

50

60

1

4

7

10

13

16

19

22

25

28

Days after challenge

Cumulative mortality 

(%)

Non-vaccinated

Negat. control

(NaCl)

A6/00 "LIVE"

(chall. with P13-

4/96)

F6A/00 "LIVE"

(chall. with P13-

4/96)


Fig VII.3. Dödligheten hos regnbågslax som infekterats i.m. med F. psychrophilum 6 veckor efter immersions vaccinering med levande celler av en virulent (F6A/00, serotyp Fd) och en icke virulent (A6/00, serotyp FpT) av F. psychrophilum. Non-vaccinated: icke vaccinerad fisk som infekterats. Negat. control: icke vaccinerad fisk injicerad med NaCl i samband med infekteringen av de övriga grupperna.

Diskussion

Sex veckor efter exponeringen av försöksfisken för en icke-virulent stam (A6/00, serotyp FpT) erhölls förhöjda antikropps nivåer både i plasma och mucus. Vid infektionsexperimentet uppvisade dock dessa fiskar ett något sämre skydd mot en experimentell infektion med F. psychrophilum jämfört med de fiskar som exponerats för en virulent stam (F6A/00, serotyp Fd) eller jämfört med oexponerade fiskar (kontrollgrupp). Dock noterades små skillnader i mortalitet mellan de olika grupperna.

Vaccinationsförsök VIII, i.p., LAP

”Cross-protection” mellan F. psychrophilum stammar av olika serotyp

Målsättning

Att undersöka hur vaccin baserad på F. psychrophilum stammar av olika serotyp (isolerade från Finland) inverkar på antikroppsproduktionen i regnbågslax och toleransen mot infektion med två olika serotyper av F. psychrophilum.

Försöksuppläggning

Vaccin: 

Stammar: F6A/00, (serotyp Fd); P13-4/96, (serotyp Th); L5/00 (serotyp FpT/Th); 

Antigenen blandades i olika kombinationer av Alpharma: Alla stammar separat i var sitt vaccin och dessutom tillsammans i två olika kombinationer (Th + Fd och FpT/Th + Fd). Totalt vaccinerades 5 olika grupper + kontrollgrupper. Antigenet utgjordes av hela formalin inaktiverade celler. I vaccinet ingick en oljeadjuvant.

Fisk: 

Regnbågslax, sex olika grupper, i.p. vaccinering 0,1 ml:

1. vaccinerade med P13-4/96, serotyp Th; 200 fiskar

(FLAVO 13.03 FO-1)

2. vaccinerade med F6A/00, serotyp Fd; 200 fiskar

(FLAVO 13.03 FO-2)

3. vaccinerade med L5/00 (serotyp FpT/Th); 200 fiskar
(FLAVO 13.03 FO-3)

4. vaccinerade med serotyp Th + serotyp Fd; 200 fiskar
(FLAVO 13.03 FO-4)

5. vaccinerade med serotyp FpT/Th + serotyp Fd; 200 fiskar
(FLAVO 13.03 FO-5)

6. ovaccinerade, injicerade med 0,5 % NaCl; 200 fiskar

7. ”kontroll” för infektionen (ej injicerade med vaccin eller 0,5% NaCl), injicerade med 0,5 % NaCl då de andra grupperna infekterades med bakterier).

Antikroppsrespons: 

Antikroppsnivån i plasma hos den vaccinerade fisken undersöktes hos 10-20 fiskar 0, 3 och 6 veckor efter vaccinationen. Mängden antikroppar bestämdes med ELISA med två olika antigen (F6A/00, serotyp Fd och P13-4/96, serotyp Th). 

Infektion:

Den vaccinerade fisken utsattes för ett infektionsförsök 6 v efter vaccinering, med bakteriestammen P13-4/96 och F6A/00 i två olika grupper. Fisk från samtliga grupper vaccinerade med olika vaccin och infekterade med olika bakterier + kontrollgrupper, hölls i två parallella bassänger.

Infektionsförsöket varade i 28 d. Vävnadsprov (njurvävnad) togs från döda fiskar samt även från 3 fiskar/grupp av de överlevande för bakteriologisk undersökning.

Resultat

Antikroppsrespons hos  vaccinerad fisk

Antigen P13-4/96

Resultaten av analyserna av antikroppsnivåer mot serotyp Th (stam P13-4/96) hos vaccinerad fisk framgår av figur VIII.1. Antikroppsnivån hos fisk vaccinerad med enbart serotyp Fd uppvisade de lägsta antikroppsnivåerna både 3 och 6 veckor efter vaccinationen. Hos fisken vaccinerad med andra serotyper eller kombinationer av olika serotyper uppvisade inga signifikanta skillnader i antikroppsnivån 3 eller 6 veckor efter vaccinationen. Fisken injicerad med NaCl uppvisade inga förhöjda antikroppsnivåer.
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Fig VIII.1. Antikroppsnivån (mot antigenet P13-4/96) i plasma (vid 0, 3 och 6 v efter vaccineringen) för regnbågslax, i.p. vaccinerad med olika antigen (serotyp Th, Fd, FpT/Th, Th+Fd, FpT/Th+Fd) och för ovaccinerad fisk injicerad med NaCl (NaCl vacc.) vid vaccinationstillfället samt för ovaccinerad fisk injicerad med NaCl vid infektionstillfället samt kumulativ dödligheten i de olika grupperna (vita staplar) efter i.m. infektion (i laboratorium) med stammen P13-4/96. Posit. plasma anger den plasma som använts som positiv kontroll i ELISA:n. 

Antigen F6A/00

Resultaten av analyserna av antikroppnivåer mot serotyp Fd (F6A/00), hos vaccinerad fisk framgår av figur VIII.2. Antikroppsnivån hos fisk vaccinerad med serotyp Th eller FpT,Th uppvisade markant lägre antikroppsnivåer 3 veckor efter vaccinationen jämfört med fisk vaccinerad  med andra serotyper eller kombinationer av serotyper. Fisk vaccinerad med kombinationerna Th+Fd och FpT/Th+Fd uppvisade högre antikroppsnivåer 6 veckor efter vaccinationen jämfört med fisk vaccinerade med de andra serotyperna. Fisken injicerad med NaCl uppvisade inga förhöjda antikroppsnivåer.

Infektionsförsök med vaccinerad fisk

Infektion med P13-4/96, serotyp Th

Resultaten av infektionsförsöken med stam P13-4/96 (serotyp Th) framgår av fig VIII.1. De infekterade fiskarna uppvisade en ytterst liten dödlighet enbart hos den fisk som vaccinerats med serotyp Th. De ovaccinerade kontrollfiskarna (injicerade med NaCl), uppvisade en dödlighet på ca 80%. Ingen dödlighet noterades hos den kontrollfisk som vid infektionstidpunkten av de andra grupperna injicerats enbart med NaCl.
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Fig VIII.2. Antikroppsnivån (mot antigenet F6A/00) i plasma (vid 0, 3 och 6 v efter vaccineringen) för regnbågslax, i.p. vaccinerad med olika antigen (serotyp Th, Fd, FpT/Th, Th+Fd, FpT/Th+Fd) och för ovaccinerad fisk injicerad med NaCl (NaCl vacc.) vid vaccinationstillfället samt för ovaccinerad fisk injicerad med NaCl vid infektionstillfället samt kumulativ dödligheten i de olika grupperna (vita staplar) efter i.m. infektion (i laboratorium) med stammen F6A/00. Posit. plasma anger den plasma som använts som positiv kontroll i ELISA:n. 

Infektion med F6A/00, serotyp Fd

Resultaten av infektionsförsöket med stam F6A/00 (serotyp Fd) framgår av fig VIII.2. De infekterade fiskarna uppvisade dödlighet i de grupper som vaccinerats med serotyperna Th, Fd och FpT,Th. Ingen dödlighet noterades hos fisken i de grupper som vaccinerats med kombinationsvaccinen ”Th + Fd” och ”FpT/Th + Fd”. Ovaccinerade kontrollfiskar (injicerade enbart med NaCl), uppvisade en dödlighet på 100 %.

Bakterieisolering från vaccinerad fisk

F. psychrophilum isolerades från alla undersökta döda vaccinerade och ovaccinerade fiskar.

Diskussion 

F. psychrophilum är antigeniskt sett en tämligen heterogen grupp som består av ett flertal olika serotyper. Den klassiska indelningen bygger på serotypning enligt ett danskt system som inkluderar typerna Fd, Th och FpT (Lorenzen & Olesen, 1999). Serotyperna Fd och Th är patogena för regnbågslax och isoleras ofta i samband med sjukdomsutbrott. Serotypen FpT anses allmänt inte vara patogen för regnbågslax men den serotypen isoleras ofta från silver lax (coho salmon, Onchorhynchus kisutch) i bl.a. USA och Japan. En japansk studie delade in de analyserade stammarna i 3 olika serotyper O1, O2 och O3 (Izumi & Wakabayashi, 1999). Relationen mellan denna indelning och den danska indelningen var något oklar. Nyligen  gjordes en spansk studie (Mata et al., 2002) som inkluderade stammar från både den danska och den japanska indelningen samt ett flertal andra stammar. Resultaten av den undersökning framgår ut tabell VIII.1. Denna stude visade klart att F. psychrophilum stammar isolerade från regnbågslax tillhör två olika serotyper Fd eller Th. Dock har vi i våra undersökningar isolerat en del stammar som vi inte entydigt, med de metoder vi har använt (slide agglutination), kunnat definiera entydigt som serotyp Th eller Fd utan dessa stammar reagerar med antiserum för två eller tre serotyper. Dessa stammar definieras enligt sitt agglutinationsmönster, tex FpT/Th.

Spansk indelning

Dansk

Japansk
Fiskart

1



FpT

O1

silverlax

2a



Fd

-

regnbågslax

2b



Th-2

-

-   ”   -

3



Th-1

O3

-   ”   -

4



-

-

ål

5



-

-

carp

6



-

-

sutare (Tinca tinca)

7



-

O2

Ayu

Tabell VIII.1. Olika beskrivna serotypningsmetoder från Spanien, Danmark och Japan (enligt Mata et al., 2002).

Samtliga testade vacciner gav ett fullgott skydd mot infektioner med två serotyper (Th och Fd) av F. psychrophilum 6 veckor efter vaccinationen. Det bästa skyddet gav de vacciner som innehöll en kombination av två olika serotyper ”Th + Fd” och ”FpT,Th + Fd” med ingen dödlighet hos de infekterade fiskarna. Resultaten tyder på att serotypen Fd har de viktigaste antigena egenskaperna som ger det bästa skyddet mot infektioner mot F. psychrophilum serotyp Fd och Th.

Vaccinationsförsök IX,  immersion, fältförsök

Immersionsvaccinering mot F. psychrophilum under fältförhållanden

Upprepning av Vaccinationsförsök II (2002), som misslyckades. 

Målsättning

Evaluering av immersionsvaccinering av yngel under fältförhållanden ger ett effektivt skydd mot infektioner med F. psychrophilum. 

Försöksuppläggning

Yngel av regnbågslax immersionsvaccinerades kort efter kläckningen. Avsikten var att följa upp dödligheten och immunresponsen mot F. psychrophilum. 

Odling:

Savon Taimen, Tyyrinvirta

Vaccin:

Stammarna F6A/00 (Fd), och P13-4/96 (Th); formalin inaktiverade celler, vattenbaserat. Utspädning 1 del vaccin och 9 delar vatten.

Fisk:

Regnbågslax i storleksklassen 1g. Som kontrollfisk utnyttjades odlingens ovaccinerade fisk av samma population.

Resultat och diskussion

Avsikten var att inleda fältförsöket på våren då vattentemperaturen är låg. Eftersom testvaccinerna erhölls senare än planerat inleddes försöket även senare än beräknat. På grund av den höga vattentemperaturen fick den vaccinerade fisken (8.7.03) en infektion med F. columnare (fiskprov analyserade vid LAP) och populationerna erhöll antibiotika upprepade gånger. Dessutom behandlades fisken med formalin för Ichthyophthirius infektion. Försöket avslutades andra veckan i september eftersom det ansågs svårt att dra några egentliga slutsatser av vaccineringen pga de bakterieinfektioner och medicinbehandling fiskarna genomgått. Ingen skillnad noterades i antikroppsnivån i plasmat hos de vaccinerade fiskarna i jämförelse med de ovaccinerade fiskarna vid försökets slut (Fig. IX.1). 
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Fig IX.1. Antikroppsnivån, mot två antigen (F6A/00 och P13/96), hos regnbågslax tre månader efter immersionsvaccinering i en fiskodling. Vaccinated = vaccinerad fisk; control = ovaccinerad kontrollgrupp. Positive plasma = positiv plasma i ELISA:n.

Projektets konklusioner

Inom projektet genomfördes vaccination av regnbågslax genom immersion och genom ip injektion. I.p. vaccinering med de testade vaccinerna inducerade en tydlig förhöjd antikroppsrespons i de vaccinerade fiskarna både i laboratorieförsök (försök Ia, III, VI, VIII) och i fältförsök (försök V).  Den vaccinerade fisken som hade en förhöjd antikroppsrespons uppvisade även ett utmärkt skydd mot experimentell infektion (i.m.) med F. psychrophilum (försök Ia, V, VI, VIII).

I motsats till i.p. vaccineringen uppvisade immersionsvaccineringen med de testade vaccinerna ingen nämnvärd produktion av antikroppar i laboratorieförsök (försök Ia, Ib) eller fältförsök (försök IX) hos den vaccinerade fisken eller ett skydd mot experimentell i.m. infektion (försök Ib), i förhållande till ovaccinerad fisk.

Konklusionerna från de genomförda undersökningarna är att i.p. vaccinering med de använda vacinerna gav ett utmärkt skydd mot infektioner med F. psychrophilum. Däremot gav immersionsvaccineringen med de testade vaccinerna inget eller ett dåligt skydd mot infektioner med F. psychrophilum. Mera detaljerade undersökningar av upptagningsmekanismerna av F. psychrophilum i huden av regnbågslax samt av bakteriens ytstrukturer fordras för att utveckla ett effektivt immersionsvaccin mot infektioner med F. psychrophilum.

Bilagor

Försök Ia

Inverkan av immersionsvaccinering samt immersion + i. p. vaccinering på antikroppsbildning i plasma samt på skydd mot experimentell infektion



Transport till LAP
ImmersionI
ImmersionII
I.p.vacc

Infektion      Avslutning

Tidtabell
16.5.02


23.5.02

25.6.02

5.8.02

1.11.02       29.11.02

Vikt

~0.8g


0.9g

3.3g

7g

29g
      31g


Antal fiskar
1500


800

400

200+200
66/90grupp

Temp

12


12

13

13

12

ELISA

20


20

20

10

-





Fisk

Ursprung: 
Hankataimen Oy, Vanaja

Transport: 
16.5.2002

Testning: 
ELISA; 20 st; resultat negativt

Vaccin & vaccinering

Batch:
Bad; F6A/00 (Fd), GEN 11.02FO-5;  P13-4/96 (Th), GEN 11.02FO-6


Inj; F6A/00 (Fd), GEN 11.02 FO-1; P13-4/96 (Th), GEN 11.02 FO-3


Mängd: Bad; 250 ml + 250 ml = 500 ml vaccin + 4500 ml H2O


Inj; 500 ml + 500 ml

Ankomst:

Anm.: -

Vaccinerare: Jari M., Carina K.

Bedövning: Benzocain (inj.)

Vaccinadministration: Immersion / I.p. injektion (0,1 ml), manuellt

Bassänger: 225L, 2.5-3L/min; icke cirkulerande vatten

ELISA

Coating av ELISA brunnar: P13-4/96, serotyp Th resp. F6A/00, serotyp Fd (OD 0,6 vid 520 nm = ~5x108 CFU/ml ( ~1x108 CFU/brunn

Antalet fiskar testade per provtagningstillfälle: blodprov 10-20 fiskar

Positiv plasma erhållet från: 
P13-4/96: framställt 9.4.2002 i regnbågslax vid LAP





F6A/00: framställt 5.4.2002 i regnbågslax vid LAP

Infektion

Stam: P13-4/96

Upparbetning: 2 d TYES (se början av rapporten sid 4)

Dos: 7.3 x 105 CFU/fisk

Uppläggning: 3 bassänger, alla grupper i en och samma bassäng = 3 parallella grupper/behandling

Bedövning: Benzocain

Antal fiskar:

Bassäng
1ximm.

2ximm.

1ximm.+inj.
2ximm.+inj. 
Kontroll
23

30

30

22

30

22

24

30

30

22

30

22

25

30

30

22

30

22

Försök Ib

Inverkan av immersionsvaccinering på antikroppsbildning i plasma och mucus samt på skydd mot experimentell infektion



Transport till LAP
VaccI

VaccII

Infektion
Avslutning

Tidtabell
11.04.03

16.4.03

7.5.03

28.5.03

25.6.03

Vikt

0,9 g


 1 g

2,5 g

5 g

8,4 g

Antal fiskar
800


 500 + 250
250

80+80+80
-

Temp

-


 14

14

14

14

ELISA

-


10-15

15





Fisk

Ursprung: 
Hanka-Taimen, Vanaja

Transport: 
11.04.03

Testning: 
PCR av fisk: 4x 5 st, resultat negativt 



PCR av transportvatten (4 prov): ¼ positiv (samma som trial VII)

Vaccin & vaccinering

Batch:
F6A/00 (Fd), GEN 11.02FO9;  P13-4/96 (Th), GEN 11.02FO10. 

Mängd: 200 ml + 200 ml = 400 ml vaccin + 3600 ml H2O

Ankomst:

Anm.: -

Vaccinerare: Jari M.

Bedövning: -

Vaccinadministration: Immersion

Bassänger: 225L, 2.5-3L/min; icke cirkulerande vatten

ELISA

Coating av ELISA brunnar: P13-4/96, serotyp Th resp. F6A/00, serotyp Fd (OD 0,6 vid 520 nm = ~5x108 CFU/ml ( ~1x108 CFU/brunn

Antalet fiskar testade per provtagningstillfälle: blodprov 10-15 fiskar; mucus 4x5 fiskar.

Positiv plasma erhållet från: 
P13-4/96: framställt 9.4.2002 i regnbågslax vid LAP





F6A/00: framställt 5.4.2002 i regnbågslax vid LAP

Infektion

Stam: P13-4/96

Upparbetning: 2 d TYES (se början av rapporten sid 4)

Dos: 4.0 x 104 CFU/fisk 

Uppläggning: 2 bassänger, alla grupper i en och samma bassäng = 2 parallella grupper/behandling

Bedövning: Benzocain

Antal fiskar:

Bassäng

Alph1x

Alph2x 

Kontroll
27


40

40

40

29


40

40

40

Resultat
Infektionsförsök:

Grupp:

Alpharma 1x

Alpharma 2x

Kontroll
Bassäng:
27/29


27/29


27/29

Dödl X:

39 %


58 % 


28 %

Dödl/tank:
22/56 %

74/43 %

28/28 %
Försök II, 

Effekten av immersionsvaccinering av yngel av regnbågslax i en sötvattensodling



ImmersionsVacc

Tidtabell
11.7.2002

Vikt

0,8 g

Antal fiskar
ca 2x 16700

Temp

20

ELISA







Vaccin & vaccinering

Batch:
 F6A/00 (fd), GEN 11.02FO-9; P13-4/96 (Th), GEN 11.02FO-10

Mängd: -

Ankomst: -

Anm.: -

Vaccinerare: Jari M.

Bedövning: -

Vaccinadministration: Immersion

Försök III

Effekten av injektionsvaccinering av regnbågslax i en sötvattensodling på vinterdödlighet och utveckling av vintersår



Vaccinering

Tidtabell
26.9.02




Vikt

373 g





Antal fiskar
10059 + kontr*



Temp

8,9





ELISA

20 st



* Kontrollgrupp av samma bestånd; n= ca lika stor grupp som de vaccinerade, dock ej räknade.

Fisk
Ursprung: Kainuun Lohi 

Bassänger, dammar (hurdana förhållanden): Jorddammar utnyttjar älvvatten.

Vaccin

Batch: P13-4/96, GEN 11.02 FO7; F6A/00, GEN 11.02 FO8



Volym: 500 + 500 ml

Ankomst:

Anm.: -

Vaccinerare: L.Lönnström + Svante Wistbacka

Bedövning: Benzocain

Vaccinadministration: I.p. injektion (0,1 ml), manuellt

ELISA

Coating av ELISA brunnar: F. psychrophilum hela celler

Antalet fiskar testade per provtagningstillfälle: blodprov 20 fiskar. 

Positiv plasma erhållet från: P13-4/96: framställt 9.4.2002 i regnbågslax vid LAP




      F6A/00: framställt 5.4.2002 i regnbågslax vid LAP

Försök IV, 

Evaluering av injektionsvaccinering av moderfisk (regnbågslax) i en sötvattensodling



Vaccinering

Romprov
Yngelprov


Tidtabell
27.09.02

16.4.03
28.5.03


??

Vikt

3500 g



0,1 g



Antal fiskar
480 


10 rör

20



Temp

6,2°C




ELISA

20 st


10 st

20 st

Fisk
Ursprung: Kainuun Lohi 

Bassänger, dammar (hurdana förhållanden): Jorddammar med åvatten (Tipasjoki).

Testade, pre vaccinering (ELISA): n=20

Kontrollfisk: samma bestånd, tyvärr stor dödlighet innan kramningen, orsaken okänd.

Vaccin

Batch:
Formalin GEN 11.02F07/F08 mixat

Mängd: 500 + 500 ml

Ankomst: ?

Anm.: -

Vaccinerare: L.Lönnström + Svante Wistbacka

Bedövning: Benzocain

Vaccinadministration: I.p. injektion (0,1 ml), manuellt

ELISA

Coating av ELISA brunnar: F. psychrophilum hela celler

Positiv plasma erhållet från: P13-4/96: framställt 9.4.2002 i regnbågslax vid LAP




      F6A/00: framställt 5.4.2002 i regnbågslax vid LAP

Försök V

Injektionsvaccinering av regnbågslax i en sötvattensodling







Transport



Vaccinering


till LAP


Infektion 
avslutning

Tidtabell
9.10.02



17.5.03


28.5.03

25.6.03

Vikt

14,3 g



 23-28 g

-

-

Antal fiskar
10180 + kontr*

 
ca 60 + ca 60

44 + 45

Temp

5.2



14


13

ELISA

20 st



20 + 20


-

* Kontrollgrupp av samma bestånd; n= ca lika stor grupp som de vaccinerade, dock ej räknade.

Fisk

Ursprung: Savon Taimen




Bassänger, dammar (hurdana förhållanden): Glasfiber tankar under tak, naturlig beslysning.

Vaccin

Batch: F6A/00 GEN 11.02FO7; P13-4/96 GEN 11.02FO8 Mängd: 500 + 500 ml

Anm.:-

Vaccinerare: L.Lönnström + personal/maskin Thormed 8000

Bedövning: Benzocain

Vaccinadministration: I.p. injektion (0,1 ml) 

ELISA

Coating av ELISA brunnar: P13-4/96, serotyp Th resp. F6A/00, serotyp Fd.

Antalet fiskar testade per provtagningstillfälle: 20

Positiv plasma erhållet från: P13-4/96: framställt 9.4.2002 i regnbågslax vid LAP




      F6A/00: framställt 5.4.2002 i regnbågslax vid LAP

Infektion

Stam: P13-4/96

Upparbetning: 2 d odling, skak, TYES.

Dos: 1,6 x 105 CFU/fisk (abs520 = 0,20)

Uppläggning: 2 bassänger, parallella grupper

Bedövning: Benzocain

Kontinuerligt vattenflöde (~2,4 l/min)

Antal fiskar:

Bassäng

Vaccinerade
Icke vaccinerade
A


22

22





B


23

22



Dödlighet

9%

100%

Försök VI

Inaktivering av antigen med värme eller formalin



Vaccinering
3 v

6v

Infektion
Avslutning

Tidtabell
22.1.03





1.4.03

30.4.03

Vikt

50 g





84 g

116 g (överl.); döda 89 g

Temp

12-13°C




12-13°C
12-13°C

Fisk

Ursprung: Hankataimen

Transport: 

Testning: 
PCR av fisk: 5+5; resultat negativt



PCR av transportvatten: 2; resultat negativt

Vaccin

Batch:
A. Formalin inaktiverat: 
GEN 11.02 FO Batch 1 (Fd)


    


GEN 11.02 FO Batch 3 (Th)


B. Värme inaktiverat:
GEN 11.02 FO Batch 2 (Fd)





GEN 11.02 FO Batch 4 (Th)

Volym: 500 ml + 500 ml 

Ankomst:

Anm.:

Vaccinerare: Jari M.

Bedövning: Benzocain

Vaccinadministration: I.p. injektion (0,1 ml) med automatisk vaccineringspistol (Socorex).

ELISA

Coating av ELISA brunnar: P13-4/96, serotyp Th resp. F6A/00, serotyp Fd.

Antalet fiskar testade per provtagningstillfälle:

Positiv plasma erhållet från: P13-4/96: framställt 9.4.2002 i regnbågslax vid LAP




      F6A/00: framställt 5.4.2002 i regnbågslax vid LAP

Infektion

Stam: P13-4/96, serotyp Th

Upparbetning: 2 d, TYES

Dos: 2,1 x 106 CFU (abs520 = 0,20); 0,05 ml

Uppläggning: alla grupper i olika bassänger, värme och formalin i två parallella grupper

Bedövning: Benzocain

Temp.: 13°C

Kontinuerligt vattenflöde (~2,4 l/min)

Antal fiskar




Avslutning

Vaccin



Infektion
överlevande
% dödl.

Formalin


58 + 58

47 + 44

19 + 24

Värme



49 + 49

46 + 41

6  + 16

NaCl



64 (NaCl)
64

  0

NaCl



64 (bakterier)
2

 97

Vaccinationsförsök VII, 

Levande virulent och icke-virulent F. psychrophilum 



Transport till LAP
Vacc

3 v Provt.
6v Infektion
Avslutning

Tidtabell
11.04.03

16.4.03

6.5.03

27-28.5.03
25.6.03

Vikt

0,9 g


 1 g

2,5 g

5 g

8,4 g

Antal fiskar
~1200 


 500 + 250


80+80+80
-

Temp

-


 14

14

14

14

ELISA

-


10-15

10-15

10-15



Fisk

Ursprung: 
Hankataimen

Testning: 
PCR av fisk: 4x 5 st, resultat negativt 



PCR av transportvatten (4 prov): ¼ positiv (samma som försök Ib)

Vaccin & vaccinering

Batch:
F6A/00 (Fd);  A6/00 (FpT). 

Mängd: 200 ml + 200 ml = 400 ml vaccin + 3600 ml H2O

Bakterierna tvättades 2x med 0,5 % NaCl.

Anm.: -

Vaccinerare: Jari M.

Bedövning: Benzocain

Vaccinadministration: Immersions, tid: 1 min.

Bassänger: 225L, 2.5-3L/min; icke cirkulerande vatten

ELISA

Coating av ELISA brunnar: P13-4/96, serotyp Th resp. F6A/00, serotyp Fd (OD 0,6 vid 520 nm = ~5x108 CFU/ml ( ~1x108 CFU/brunn

Antalet fiskar testade per provtagningstillfälle: blodprov 10-15 fiskar; mucus 4x5 fiskar.

Positiv plasma erhållet från: 
A6/00: framställt 10.3.2003 i regnbågslax vid LAP





F6A/00: framställt 5.4.2002 i regnbågslax vid LAP

Infektion

Stam: P13-4/96

Upparbetning: 2 d TYES 

Dos: 4.0 x 104 CFU/fisk 

Uppläggning: 2 bassänger, alla grupper i en och samma bassäng = 2 parallella grupper/behandling

Bedövning: Benzocain

Antal fiskar:

Bassäng
A6/00

F6A/00

Kontroll

27

40

40

40

29

40

40

40

Vaccinationsförsök VIII 

”Cross-protection” mellan F. psychrophilum stammar av olika serotyp



Transport



till LAP

Vaccinering
Antikroppspr

Antikroppspr.
Infektion    

Tidtabell
23.6.03

21.8.03

11.9.03
(3 v)

2.10.03
(6 v)
6.10.03
Vikt

4 g

18 g

~20 g


22 g

39 g, överl; 32 g, döda
Antal fisk
~1500

33x6/grupp
10x6=60

10x6=60
se nedan

Temp

-

12-14°C
12-13°C

12-13°C

ELISA

-

20 fisk

10 fisk


10 fisk

Fisk

Ursprung: 
Hanka-Taimen; Vanajanmylly

Testning: 
PCR av fisk: 2 x 5, negativa



PCR av transportvatten: 4 prover, 2/4 positiva

Vaccin & vaccinering

Batch:
se experimentbeskrivning

Mängd: 50 ml/vaccin

Ankomst: 12.6.03

Vaccinerare: Jari M.

Bedövning: Benzocain

Vaccinadministration: I.p. injektion med automatisk Socorex vaccineringspistol.

Fisk av samtliga grupper hölls i en och samma bassäng, 6 parallella bassänger, fenklippta.

Vattenflöde: ~2,4 l/min.

ELISA

Coating av ELISA brunnar: P13-4/96, serotyp Th resp. F6A/00, serotyp Fd.

Antal ”brunnar”/fisk: 2

Positiv plasma erhållet från: P13-4/96: framställt 9.4.2002 i regnbågslax vid LAP





  F6A/00: framställt 5.4.2002 i regnbågslax vid LAP

Infektion

Stam: P13-4/96 (Th); F6A/00 (Fd).

Upparbetning: 2 d, TYES

Dos:  2,7 x 105 CFU/fisk (P13-4/96); 4,2 x 105 CFU/fisk (F6A/00); 0,05 ml

Bedövning: Benzocain

Vattenflöde: ~2,4 l/min

Infektionsuppläggning

Antal fiskar per vaccin och bakteriestam och bassäng:

Bakt stam för infektion

P13-4/96

  F6A/00
Bassäng:


25
26

27
28


Fd


33
33

33
33

Th


33
33

33
33



Vaccin
FpT/Th


33
33

33
33

Th + Fd


33
33

33
33

FpT/Th + Fd

33
33

33
33

Totalt

           165       165
           165       165

Vaccinationsförsök IX 

Immersionsvaccinering mot F. psychrophilum under fältförhållanden



Kläckning
ImmersionsVaccI

Fisktransport
Antikroppar

Tidtabell


12.6.03



23-29.6

15.9.03

Vikt

-

1 g

Antal fiskar
-

26300 + 26000 (kontroll)
20+20

Temp

-

11°C

ELISA

-

-



20+20



Fisk

Odling: Hanka-Taimen, Vanaja, flyttade till Savon Taimen, Tyyrinvirta v 26 (23 – 29.6.03)

Testning: - 
 

Ursprung: KLFM-STR-03/4 (Hanka-Taimen)


Bassänger/dammar: Fisken hölls i glasfibertankar inomhus i Vanaja; i glasfibertankar utomhus vid Tyyrinvirta, ytvatten.

Vaccin & vaccinering

Batch:
 FlavoDip, Batch Flavo 12.03 FO-1

Anm.: -

Vaccinerare: Lasse, Jari

Bedövning: -

Vaccinadministration: Immersion 1 min.
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