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Sammendrag

Yersiniose (rgdmunnsyke) skyldes bakterien Yersinia ruckeri, og utbrudd av
sykdommen er ofte forbundet med stress. De fleste tilfellene av Yersiniose
blir pavist i settefiskfasen. Et av de beste forebyggende tiltakene mot syk-
dommen er vaksinering. Det er ikke praktisk & vaksinere sma fisk, og derfor
er immersjonsvaksienring det beste alternativet.

I dette prosjektet utfgrte vi et forsgk der sma yngel ble badevaksinert 2
ganger med en autogen ERM vaksine bestdende av formaldehydinaktivert
kultur av Yersinia ruckeri (serotype 01). Mellom 1. gangs og 2. gangs bade-
vaksinering var det 500 dggngrader (vanntemperatur var 12 — 14°C gjennom
forsgket). Formalet med dette forsgket var 4 undersgke om en lav dose Aqui-
S (2.5mg/1 isoeugenol) hadde en effekt pa stressresponsen malt som kortisol-
niva, og om en eventuell stressreduksjon forarsaket av Aqui-S kunne pavirke
immunresponsen. Kortisolnivaet ble malt for vaksinering (pre-stress), og opp
til 48 timer etter vaksinering, bade ved 1. og 2. gangs badevaksinering. Det-
te ble malt ved RIA (radioimmunoassay). Immunresponsen til badevaksine-
ringen ble analysert som uttrykket av interleukinene IL-1p og IL-17a, samt
produksjonen av spesifikke antistoffer for Yersinia ruckeri. Prgver av gjeller
og hodenyre for RT-PCR (real time PCR) ble tatt 1 og 3 dager etter 1. gangs
badevaksinering. Antistoffresponsen ble malt ved ELISA (enzyme-linked im-
munosorbent assay) 500 dggngrader etter 2. gangs badevaksinering.

Resultatene viser at en sedativ dose Aqui-S ikke har tilstrekkelig effekt
pa kortisolnivaet hos lakseyngel. Det ble ogsa vist at fisk som ikke ble seda-
tert med Aqui-S generelt hadde en hgyere immunrespons.
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Kapittel 1

Introduksjon

1.1 Yersiniose

Yersiniose (redmunnsyke, red mouth disease) er en sykdom som kan gi gkt
dgdelighet hos laks og regnbuegrret, bade i settefiskfasen og etter utsett i
sjo [69, 56]. Sykdommen skyldes bakterien Yersinia ruckeri som er en Gram
negativ stavbakterie, som kan vare bevegelig eller ubevegelig [30]. Det fin-
nes to serotyper av Yersinia ruckeri, 01 og 02 [102, 30]. Yersinia ruckeri ble
farst isolert fra regnbuegrret (Oncorhynchus mykiss) i ferskvannsoppdrett i
Hagerman valley i Idaho, USA, pa 1950-tallet [134]. I Europa ble bakterien
forste gang isolert pa 1970-tallet [102]. Antall paviste tilfeller av Yersiniose i
Norge de siste arene er vist i figur 1.1. I 2012 ble 12 av de 16 tilfellene pavist
i settefiskanlegg [69].

Sykdommen smitter direkte mellom individer via feces og vann eller in-
direkte via gjenstander [102, 134, 133]. Bakterien er i stand til & overleve
og forbli infeksigs i et akvatisk miljg [133]. Den er ogsa i stand til & danne
biofilm pa solide materialer [24].

Antall péviste tilfeller

2008 2009 2010 2011 2012
Ar

Figur 1.1: Antall paviste tilfeller av Yersiniose i Norge de siste arene. Tall hentet
fra Fiskehelserapporten 2012 [69].



Utbrudd med Yersiniose er ofte forbundet med stress, og kan forarsakes
av blant annet handtering, transport, vannmangel, lavt okygenniva og hgye
temperaturer [102, 66]. Yersiniose kan angripe fisk i alle livsstadier. Sykdom-
men er som oftest mest akutt hos fisk opp til yngelstgrrelse, mens den ser ut
til & falge et mer kronisk forlgp hos stgrre fisk. Angrepet fisk kjennetegnes pa
apatisk atferd og tap av appetitt, noe som igjen reflekteres i en tom tarm. Det
kan observeres blgdninger i hud, pa gjeller og finner. Blgdninger i og rundt
munnhulen har gjort at sykdommen har blitt kalt redmunnsyken. Utstdende
gyne og vaeske i bukhulen er vanlig. Innvendig kan en finne punktblgdninger
pa overflaten av lever, bukspyttkjertel (pancreas), blindsekker, svgmmeblaere
og bukhinne. Milten er ofte forstgrret og kan veere nsermest svart (milten er
normalt mgrk regdbrun) [102, 134, 64, 8].

1.2 Vaksinasjon som Forebyggende Tiltak mot Syk-
dom

Vaksinasjon er et av de viktigste forebyggende tiltakene for & hindre utrudd
av smittsomme sykdommer i Norsk og internasjonal lakseoppdrett [79]. Uten
vaksinering, spesielt mot bakterielle agens, ville bade sykdomsforekomsten
og antibiotikaforbruken veert stgrre, noe som ville gatt ut over gkonomien i
oppdrett [15]. Moderne industrielt fiskeoppdrett, slik det drives pa laks og
regnbuegrret i Norge, ville ikke vaert mulig uten vaksinasjon. Dels ville gkt
forekomst av sykdom skapt uakseptabel dyrevelferd og dels ville behandling
med antibiotika hatt uakseptable miljgpavirkninger. Summen av disse fakto-
rene ville gdelagt gkonomien i oppdrett [15]. Innferingen av vaksiner til laks
og grret har veert med pa redusere antibiotikaforbruken i oppdrett [79].

Dersom man ser pa forbruket av antibakterielle midler i forhold til meng-
den fisk produsert, ser man at i 1987 var forbruket av antibakterielle midler
(antibiotika) i oppdrettsfisk nesten 50 tonn rent legemiddel, samtidig som
fiskeproduksjonen var ca. 50 000 tonn. I 1997 var forbruket av antibakteri-
elle midler redusert til 746 kg mens fiskeproduksjonen hadde gkt til 316 000
tonn [79]. I 2012 var totalsalget av antibakterielle midler til terapeutisk bruk
i oppdrettsfisk pa 1591 kg ren substans [107] mens det ble hgstet 1326 308
tonn fisk og skalldyr, hvorav 2004 tonn var skalldyr (forelgpige tall) [153].
Bruken av antibakterielle midler har siden 1987 blitt redusert med 97%. Ef-
fektive vaksiner er en av hovedarsakene til denne nedgangen i antibiotika-
bruk, samtidig med andre infeksjonsforebyggende tiltak (som bedrede miljg-
forhold, generasjons-skille, brakkleggingperiode osv) [107].

Ved vaksinering vil fiskens immunforsvar utsettes for antigener fra den
sykdomsfremkallende mikroorganismen man vil vaksinere mot. Nar antigen-
presenterende celler stgter pa antigenet, vil antigenet tas opp, brytes ned og
en liten del av antigenet vil bli vist frem pa overflaten av den antigenpresen-
terende cellen. Naive T-celler vil gjenkjenne antigenet som fremmed og ak-
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tiveres. Hjelper T-celler vil varsle andre immuncellerceller som setter i gang
immunresponsen. Naive B-celler gjenkjenner antigener vist fram av antigen-
presenterende celler og antigener i fri form. B-cellene prolifererer til flere
aktive B-celler som er spesifikk for antigenet. Noen av disse vil bli plasma
B-celler mens andre blir hukommelses B-celler. Plasma B-cellene produserer
spesifikke antistoffer. Hukommelses B-cellene vil ved en sekundaer infeksjon
aktivere plasma B-celler som skiller ut antistoffer raskere og mer effektivt
enn ved vaksineringen [158].

Mange antigener vil gi for darlig immunrespons hos vertsdyret dersom
det gis alene, og det kan derfor veere ngdvendig a tilsette adjuvans til vak-
sinene [79]. Adjuvantia er hjelpestoffer (oljer, aluminiumssalter, saponiner,
glukaner) som tilsettes for at immunsystemet skal bli ekstra trigget av kom-
ponenetene fra mikroorganismen [136, 15, 79]. Adjuvantia virker ogsa loka-
lirriterende og gir en kraftigere betennelsesreaksjon pa infeksjonsstedet [79].

1.2.1 Vaksinetyper

Det finnes flere typer vaksiner; sub-unit vaksiner [136, 76, 15], attenuerte
vaksiner [136], DNA vaksiner [73, 83] og inaktiverte vaksiner [136, 15].

I dette forsgket ble det brukt en inaktivert vaksine. Inaktiverte vaksiner
bestar av bakterier eller virus som er inaktivert av enten formalin eller p-
propiolactone, slik at den fortsatt er i stand til 4 indusere en immunrespons
uten a veere skadelig [136]. Mikroorganismen dyrkes forst opp i medium fgr
den inaktiveres [15].

1.2.2 Vaksinasjonsmetoder

Vaksinasjon av fisk kan i prinsippet skje ved tre forskjellige metoder; injek-
sjonsvaksinering (intraperitonealt eller intramuskuleert), immersjonsvaksi-
nering (dypp eller bad) eller oral vaksinering [63].

Injeksjonsvaksinering

Ved bruk av denne metoden injiseres en liten dose av vaksinen direkte i
fisken, enten intraperitonealt eller intramuskuleert [96, 63]. Dette kan gjg-
res manuelt eller automatisk [79]. Injeksjon av agens i en god formulering
gir som regel den beste beskyttelsen [96]. Ulempene med injeksjonsvaksine-
ring er at metoden er arbeidskrevende og at fisken handteres relativt mye
under prosessen [79, 63]. Det er heller ikke praktisk a injisere fisk nar den
er under 20gram [63]. I Danmark er nye metoder for 4 injeksjonsvaksinere
sma fisk under testing [22].

Injeksjonsvaksiner er ofte multivalente vaksiner som enten inneholder
ulike bakteriner eller en kobinasjon av bakteriner og drepte virus eller vi-
rale proteiner [20]. En annen fordel med injeksjonsvaksiner er at man kan
forsterke immunresponsen ved a tilsette adjuvantia[95, 7].

3



Immersjonsvaksinering

Ved immersjonsvaksinering eksponeres fiskens overflate for vaksinen[40].
Vaksinen tas hovedsaklig over gjellene [40]. Det finnes hovedsaklig to meto-
der a gjgre dette pa; dyppvaksinering eller badevaksinering. Begge metodene
krever liten eller ingen handtering av fisken, og fgrer derfor til liten belast-
ning pa fisken. I tillegg er metodene lite arbeidskrevende[79]. Ved dyppvak-
sinering dyppes en liten mengde fisk i vaksine som er fortynnet (vanligvis
1:10 fortynning). Fisken holdes vanligvis bare en kort tid i vaksinen (30-60
sekunder) [19]. Ved badevaksinering helles en fortynning av vaksinen (1:500)
direkte i fisketanken [40, 19]. Fisken eksponeres for for vaksinene i en lengre
tid (omtrent 30 minutter) [19]. Vanntilferselen stoppes, oksygen tilferes og
vannstanden senkes under selve vaksineringen [117]. Ulempen med disse to
metodene er at vaksineforbruket er stort [40, 79]. Beskyttelsen som oppnas
ved immersjonsvaksinering er kortvarig, og revaksinering kan derfor veere
ngdvendig [79].

Oral Vaksinering

Denne vaksinasjonsmetoden innebaerer at vaksinen blandes inn i foret som
gis til fisken. Fordelene med denne metoden er at den er anvendelig for alle
stgrrelser, og at det er lett & vaksinere store mengder fisk pa en gang. Me-
toden krever lite arbeid og er lite stressende for fisken. Ulempene er at det
kreves store mengder vaksine, samtidig som det er vanskelig a sikre at alle
fiskene far i seg vaksinen i tiltenkt dose. I tillegg er beskyttelsen generelt
darlig og kortvarig [40].

1.3 Immunforsvaret

Immunforsvaret bestar av spesialiserte celler, vev og molekyler som er med
pa a beskytte verten mot infeksjoner og som er med pa a utrydde etablerte
infeksjoner [1, 118]. Immunforsvaret kan deles inn i to; det medfgdte (uspesi-
fikke) immunforsvaret som gjenkjenner patogener generelt og hindrer at de
sprer seg, og det adaptive (spesifikke) immunforsvaret som gjenkjenner pato-
gener spesfikt ved hjelp av overflateantigener og eliminerer infeksjonen ved &
produsere spesifikke antistoffer og cytotoksiske lymfocytter [162]. Det med-
fedte immunforsvaret settes i gang for det adaptive immunforsvaret [161],
og er med pa aktiveringen av de spesifikke immunreaksjonene [82]. I det
medfgdte immunforsvaret inngéar stimulering av fagocytter, prouksjon av cy-
tokiner og kjemokiner, og aktivering av komplementsystemet og andre celle-
reseptorer. Alle disse er med pa stimulering av B-celler, T-celler og antigen-
presenterende celler i det adaptive spesifikke immunforsvaret [82].
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1.3.1 Det Medfodte Immunforsvaret

Det medfgdte immunforsvaret inkluderer fysiske barrierer som skjell, slim-
hinner og epidermis, celluleere faktorer som fagocytternede celler, uspesifikke
cytotoksiske celler og dendrittiske celler, og humorale faktorer som er Igselige
faktorer som gir en beskyttende funskjon ved & hemme veksten til mikroor-
ganismer eller ved a ngytralisere enzymer den patogene organismen er av-
hengig av [161, 85].

Det medfgdte forsvaret er spesialisert pa a oppdage fremmede celler ved
hjelp av reseptorer som gjenkjenner molekylere mgnstre som er forskjellig
fra vertens egne molekylaere mgnstre. Disse molekylene gar under samle-
betegnelsen “pathogen associated molecular patterns” (PAMPs), og inklude-
rer polysakkarider, lipopolysakarider, peptidoglykaner, bakterielt DNA, vi-
ralt RNA og andre molekyler som typisk ikke finnes pa overflaten til multi-
celluleere organismer [161, 92].

Fysiske Barrierer

Skjell, slimhinner pa hud og gjeller, og epidermis virker som en fgrstebarriere
mot infeksjoner [41, 108]. Slim fanger opp patogener effektivt, og innholder
flere anti-bakterielle peptider (lysozymer, lektiner og peptider) som hindrer
patogener fra a trenge inn i organismen [108].

Medfedte Cellulzere Faktorer

Som nevnt over inkluderer de celluleere faktorene fagocyttiske celler, ikke-
spesifikke cytotoksiske celler og dendrittiske celler.

De fagocytterende cellene inkluderer granulocytter (neutrofiler), mono-
cytter/makrofager, eosinofiler, basofiler og mastceller [55, 106, 132].
B-lymfocytter har ogsa vist seg & veere fagocytterende i fisk [78]. Monocyt-
ter/makrofager og neutrofile granulocytter er hovedcellene som er involvert
i fagocytose hos fisk [145, 143]. Monocytter finnes i nyren, og regnes for a
veere forlgperen til makrofager. De er i stand til & migrere ut i blodet til in-
flammasjonssteder, der de differensierer til makrofager. Makrofager finnes
hovedsaklig i nyre og milt, men er ogsa spredt i andre vev, inkludert gjeller
og kroppshulen [132]. Neutrofile granulocytter finnes i nyre, milt og blod i
betente vevsskader (inflammatoriske lesjoner) [3].

Fagocytose er en av de viktigste prosessene hos vekselvarme dyr, da det er
en prosess som i liten grad pavirkes av temperaturen [161]. Denne prosessen
innebaerer at mikroben eller andre substanser binder til overflaten av den
fagocytterende cellen, mikroben tas opp i et fagosom for enzymatisk nedbryt-
ning, fgr produktene eventuelt skilles ut [118]. Opsoniner (komplementfak-
torer eller antistoffer) og cytokiner kan forsterke den fagocytiske aktiviteten
ved a gke opptaket av partikler eller ved & aktivere fagocyttene [132, 118].
CRP og lektiner kan ha en opsoniserende effekt i fisk [132].
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Uspesifikke cytotoksiske celler lik naturlige dreperceller hos pattedyr, og
har som oppgave a drepe infiserte celler [52].

Antigenpresenterende celler er celler som fanger opp antigener og viser
dem frem for lymfocytter (B- og T-celler) [1]. I fisk er det vist at antigenpre-
sentering er mediert av makrofager [87, 145]. Makrofager kan aktiveres av
bade cytokiner og opptak av dgde celler [128].

Medfgedte Humorale Faktorer

I kroppsveaesker, inkludert sekrert slim, finnes det en rekke lgselige faktorer
som gir en beskyttende effekt ved & hemme veksten til mikroorganismer el-
ler ved a ngytralisere enzymer den intrengende organismen er avhengig av
[132]. De humorale faktorene klassifiseres gjerne basert pa deres mgnster-
gjenkjenningsspesifisitet eller effektorfunksjoner [85], og inkluderer vekst-
hemmere som transferrin [41] og interferon (IFN) [41, 131, 33], ulike pro-
teaseinhibitorer [86], lysozymer [85, 161], lektiner som C-type lektiner og
pentraxiner [85, 172], komplementsystemet [161], naturlige antistoffer og cy-
tokiner.

Naturlige antistoffer, hovedsaklig IgM, produseres i stgrst grad av B1 cel-
ler i fraveer av stimulering av spesifikke antigener [16]. Disse naturlige anti-
stoffene finnes i hgye nivéer i serum hos fisk hvor de gir en umiddelbar og
bred beskyttelse mot bakterier og virus, noe som gjgr disse cellene til viktige
komponenter av det medfsdte immunforsvaret [172]. Naturlige antistoffer er
en del av farstelinjeforsvaret og kan pavirke graden av antistoffrespons for
ytterligere immunisering med samme antigen [148].

Cytokiner er signalmolekyler som skilles ut av leukocytter for 4 koordine-
re immunresponser [132], ved & regulere vekst, differensiering og aktivering
av andre immunceller [163]. Denne utskillelsen er viktig for en rask og effek-
tiv immunrespons [162]. Cytokinene kan deles inn i interferoner (IFN), in-
terleukiner (IL), tumor nekrose faktor (TNF), kolonistimulerende faktorer og
kjemokiner [139]. Kjemokinene og noen proinflammatoriske cytokiner, som
som IL-1p, TNF-a og IL-6 virker ved & tiltrekke fagocytter til inflammsjons-
stedet [132, 146, 101]. IL-1p er et av cytokinene som blir tidligst uttrykt un-
der en infeksjon, og lar organismen reagere umiddelbart pa infeksjoner ved &
sette i gang en kaskade av reaksjoner som fgrer til inflammasjon [37]. IL-1p
har blitt pavist hos 13 teleoster, og er involvert i reguleringen av immunitet
gjennom stimuleringen av T-celler. Funksjonen til IL-1p hos disse artene er
analog til den hos IL-1f hos pattedyr [88, 86]. Hos pattedyr produseres IL-
1P hovedsaklig av monocytter i blod og makrofager i vevet [129]. Reseptorer
for IL-1 familien har blitt klonet og sekvensert fra regnbuegrret og Atlantisk
laks. Disse reseptorene ser ut til 4 vaere uttrykt i flere vev og er regulert i
hodenyre, milt, lever og gjeller etter stimulering med LPS og TNF-a. Dette
indikerer at IL-1 spiller en rolle i reguleringen av IL-1p under betennelsesre-
sponser [138, 155]. TNF-a spiller en viktig rolle i flere ulike vertsresponser,
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inkludert celleproliferasjon, differensiering, nekrose, apoptose og induksjon
av andre cytokiner [121]. IFN-y og IL-17/IL-22 frigis under spesifikke im-
munresponser og virker ved & aktivere fagocytter og forsterker uspesifikke
forsvarsmekanismer [132]. IL-17 er et proinflammatorisk cytokin som skil-
les ut av aktiverte T-celler [99]. Gener for IL-17 familien uttrykkes spesielt i
gjeller og hodenyre [72]. TNF-a og -p aktiverer makrofager. Dette er vist for
regnbuegrret, piggvar (turbot), sea bream (Sparus aurata), gullfisk (Carassi-
us auratus) og malle [175, 100, 157].

1.3.2 Det Adaptive Immunforsvaret

Det adaptive immunforsvaret gjennkjenner spesifikke patogener og setter i
gang en sterkere og mer effektiv respons ved en sekundeer infeksjon [162].

Hovedcellene i de spesifikke immunmekanismene er B- og T-lymfocyttene,
samt deres produkter (antistoffer) [132, 1]. Disse cellene er ansvarlig for spe-
sifikk gjenkjennelse av patogener og initiering av den adaptive immunre-
sponsen (humorale immunresponser, cellemedierte immunresponser og im-
munologisk hukommelse) [86, 132]. Cellene uttrykker reseptorer som gjen-
kjenner substanser av mikroben, antigener [1]. T-cellene har antigenresep-
torer i membranen, som virker via direkte kontakt med andre celler (direct
cell-to-cell contact), mens B-cellene skiller ut lgselige antigenreseptorer som
sendes ut til hele kroppen [141]. Det har blitt vist at fisk har tydelige popu-
lasjoner av B- og T-celler [149].

Lymfocytter er tilstede i sirkulerende blod og lymfe, og er funnet i de
lymfoide organene hos fisk: thymus, nyre og milt [132]. I tillegg er det kom-
met beviser som indikerer at hud, gjeller og tarm burde regnes som immun-
reaktive vev, ettersom det under enkelte patologiske eller fysiologiske forhold
vil veere et stgrre antall lymfocytter til stede og et stgrre antall av antistoff-
produserende celler kan bli funnet [27, 28, 29, 179].

Et viktig aspekt ved den spesifikke immuniteten er hukommelse, som ut-
gjor en adaptiv forandring i de lymfoide cellepopulasjonene, slik at ved en
senere eksponering vil en sekunder immunrepsons skje. Denne sekundae-
re immunresponsesn er karakterisert av en kortere latent periode og stgrre
omfang [132].

Spesifikk Cellemediert Immunitet

Den cellemedierte immuniteten medieres av T-celler (T-lymfocytter) [132, 1].
T-cellene produserer faktorer som enten koordinerer responsene hos andre
immunceller eller cytotoksiske faktorer som direkte dreper infiserte eller ab-
normale celler [74]. Funksjonene til T-celler hos fisk er stort sett ukjent, ho-
vedsaklig pa grunn av manglende populasjoner av spesifikke klonale anti-
stoffer (mAbs). I senere tid har det kommet beviser som tyder pa aktivitet
til cytotoksiske T-celler [104, 52]. T-cellene kan deles inn i hjelper T-celler
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(CD4%) og cytotoksiske T-celler (CD8+).

Hjelper T-celler er cytokinproduserende celler som gjenkjenner mikrobi-
elle antigener forbundet med klasse II MHC-molekyler pa antigenpresente-
rende celler [74, 1]. Disse cellene uttrykker overflatemolekyler pa celler som
binder til reseptorer pa B-celler og makrofager. Binding til B-celler fgrer til
produksjon av antistoffer mens binding til makrofager stimulerer makrofa-
gen til 4 eliminere mikroben [1]. CD4" hjelper T-celler kan differensieres til
underklasser av effektorceller som produserer bestemte sett av cytokiner og
utferer ulike effekter. Utviklingen av disse ulike cellene reguleres av stimu-
liet som de native CD4* T-cellene mottar nar de stgter pa mikrobielle anti-
gener [1, 74]. Blant underklassene av hjelper T-celler finner man blant annet
Tul, Tg2, Tgl7, og Tregs (regulatoriske T-celler) [74].

Tg1-celler sekrerer cytokiner som IFN-y og TNF-a og IL-2. TNF« virker
pa leukocytter og makrofager i hodenyren, og induserer et gkt uttrykk av pro-
inflammatoriske molekyler [181]. TNFa aktiverer ogsa makrofager [161].

Cytokinet IFNY har blitt pavist hos fisk, men til forskjell fra hos hgyere
vertabrater har fisk to former av dette cytokinet (IFN-y1 og IFNy2). Dette
cytokinet kontrollerer intracelluleere infeksjoner [130]. IL-2 induserer proli-
ferasjon av T-celler [36].

Ty2-celler produserer IL-4, IL-5 og IL-13 som stimulerer B-celler og kon-
trollerer ekstracelluleere infeksjoner [74].

Ty17-celler produserer hovedsaklig IL-17. De kan ogsa produsere 1L-21
og IL-22 [169]. IL-17 ser ut til & kontrollere ekstracelluleere bakterielle in-
feksjoner, men deres ngyaktige funksjon er fortsatt uklar [60]. Tg22-celler
skiller ut IL-22 som er involvert i reparasjon av epidermis [46].

Noen hjelper T-celler fungerer ved & hindre eller begrense immunrespon-
sen, og kalles regulatoriske T-celler [1]. Regulatoriske T-celler finnes i flere
former, medfgdte Treg eller ervervet Treg. Medfgdte demper inflammasjon
ved celle-til-celle kontakt, mens de ervervete skiller ut TGF-f og IL-10 som
reduserer inflammasjon [71].

Cytotoksiske T-celler (CD8*) gjenkjenner peptider som stammer fra cyto-
plasmiske mikrober (intracelluleere mikrober), og som er forbundet med klas-
se Il MHC-molekyler pa antigenpresenterende celler [1]. Cytotoksiske T-celler
har evnen til 4 drepe infiserte eller abnormale celler direkte. Dette gjgre de
ved 4 frigi cytotoksiske proteiner, som granzymer og perforin, fra celluleere
granula [180].

Noen av T-cellene som dannes utvikles til hukommelses T-celler. Disse
cellene vedvarer etter en infeksjon og sirkulerer rundt i en inaktiv form, klar
til 4 ekspandere ved en sekundaer infeksjon [1, 124].

Spesifikk Humoral Immunitet

Spesifikke humorale immunresponser innebgerer produksjon av antistoffer
som enten uttrykkes som reseptorer pa B-celler eller som skilles ut i plas-
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ma [132, 173, 124]. B-cellene er de eneste cellene som produserer antistoffer
[179].

Antistoffer er en klasse av proteiner kalt immunglobuliner (Ig). Den be-
skyttende rollen til antistoffer inkluderer ngytralisering av virus, toksiner og
bakterielle adhesiner, aktivering av komplementsystemet og opsonisering av
partikler (bakterier og virus) [132, 53, 81]. Hos teleoster finnes det tre klasser
immunglobuliner; IgM, IgD og IgT [61]. Immunglobulinene er tilstede i blod,
og i mukussekresjoner fra hud og tarm, og i galle [137].

Nar antistoffene uttrykkes som reseptorer, gjenkjenner de antigener og
initierer prosessen som aktiverer B-cellen [1, 132]. Nar B-cellene tar opp anti-
gener, bryter de dem ned, og viser frem peptider bundet til MHC-molekyler
for gjenkjennelse av hjelper T-celler. Hjelper T-celler uttrykker cytokiner og
overflateproteiner som sammen virker til & aktivere B-cellen. Ved aktivering
prolifererer og deretter differensierer B-cellene til hukommelsesceller eller
plasmaceller [1, 86]. Plasmacellene skiller ut ulike klasser antistoffer med
bestemte funksjoner [1].

Lymfoide Organer

Cellene som utgjgr immunsystemet, er lokalisert i bestemte organer og vev,
og sirkulerer via blod- og lymfearer mellom organene. Til forskjell fra patte-
dyr mangler fisk lymfeknuter og beinmarg, men har lymfoide organer [118].
De stgrste lymfoide organene funnet i fisk inkluderer thymus, milten og ny-
ren (hodenyre og midtnyre) [161].

Thymus er et paret intraepitelialt organ som er lokalisert i gvre del av
gjellehulen og som hovedsaklig bestar av lymfoid vev [118]. I utgangspunk-
tet kan thymus betraktes som en samling av makrofager som fremmer den
innkapslede proliferasjonen av T-celler [31]. Thymus er ansvarlig for produk-
sjonen av T-celler [161]. Umodne T-celler migrerer til thymus der de differen-
sieres til immunkompetente T-lymfocytter [118].

Hodenyren inneholder hovedsaklig lymfoide og hematopoetiske celler, mens
den midtre og bakre delen av nyren hovedsaklig inneholder ekskretoriske
komponenter (men ogsa lymfoide og hematpoetiske celler) [118]. Hodenyren
er et viktig hematopoetisk organ [47] og har likheter med beinmargen hos
hgyere vertebrater [93]. Hovedcellene som finnes i hodenyren er makrofager
som aggregerer til strukturer kalt melanomakrofagsentre, og lymfoide celler
som er funnet ved alle utviklingsstadier hos fisken og som hovedsaklig finnes
som B-celler (Ig+ celler) [116]. I hodenyren finner man ogsa et omfattende
system av sinusoider som er stgttet opp av endotelceller (som kler sinusoide-
ne), adventitial celler (som dekker abluminaloverflaten til endotelcellene) og
retikuleere celler som har fagocyttisk aktivitet [93]. Makrofager og endotelcel-
ler i sinusoider bidrar til & fange opp partikler fra blodet [84, 26, 18, 118]. Det
produseres antistoffer i hodenyren, og melanomakrofagsentrene er i stand
til & holde antigener tilbake for en lengre periode etter administrering el-
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ler vaksinering [75, 62, 160, 18], noe som kan spille en rolle i immunologisk
hukommelse [120].

Milten bestar av et system gjort opp av ellipsoider, melanomakrofagsentre
og lymfoid vev. I de fleste fiskeartene er ellipsoidene samlet rundt de andre to
komponentene [49]. Milten kan deles inn i rgd og hvit pulpa. Rgd pulpa utgjer
sterstedelen av milten [59, 144, 118] og bestar av et nettverk av retikuleere
celler som stgtter opp sinusoider. Sinusoidene inneholder ulike immunceller,
blant annet makrofager og lymfocytter. Den hvite pulpa inneholder to kom-
ponenter: melanomakrofagsentre og ellipsoider [118, 4, 62, 43]. Ellipsoidene
er tykkveggede kappileerer [161] med spesialiserte vevsmakrofager som har
som oppgave a fagocyttere blod-barne substanser som antigener og immun-
komplekser (antigen-antistoff-komplekser) [118, 161, 39, 144, 45]. Veggene i
ellipsoidene bestar av tettpakket retikulinfibre, der makrofager finnes blant
fibrene og er aktive i opptaket av fremmede partikler, som karbonpartikler
og bakterier [132, 178, 44]. Ved antigenstimulering vil antistoffproduserne-
de celler, lik de man finner i nyren, dukke opp. Retilkulinfibrene i ellipso-
idene er viktige for & fange opp immunkomplekser, som holdes tilbake av
melanomakrofagsentrene for en lengre periode [132, 42, 50, 4]. Prosessen
med antigenfanging og prosessen der antigener holdes tilbake har en vik-
tig rolle i immunologisk hukommelse [132, 161]. Evnen melanomakrofager
har til 4 holde igjen antigener for en lengre periode har likheter med germi-
nale sentre hos hgyere vertebrater [42, 50, 4]. Hos fugl og pattedyr er ger-
minale sentre tilstede i milt og lymfeknuter. Dendrittiske celler i de germi-
nale sentrene fanger immunkomplekser via komplementreseptorer pa over-
flaten. B-hukommelsesceller, spesifikk for det fangede antigenet, er tilstede i
og hjemme pa de germinale sentrene. Disse strukturene er regnet for a vaere
involvert i gjennomfgringen av og/eller etableringen av immunhukommelse.
Fisk og andre vekselvarme dyr mangler germinale sentre, men de er i stand
til anamnestisk (immnologisk hukommelse) respons, og det har blitt foreslatt
at melanomakrofagsentre kan representere en primitive analoger til de hgy-
ere verteraters germinale sentre [119, 5].

1.4 Stress

Fisk i oppdrettsanlegg gar i lgpet av livet gjennom flere prosesser som kan
virke forstyrrende og dermed stressende pa fisken. Dette kan vaere handte-
ring, transport, vaksinering, predatorer osv. Effekten av slike forstyrrelser
er en endring i de biologiske forholdene utover den normale hviletilstanden
som forstyrrer homeostasen. Som en respons pa slike stressorer skjer det
en rekke adaptive mekanismer i fisken som forsgker a fa systemet i balan-
se igjen/opprettholde homeostasen. Stress kan dermed defineres som en til-
stand der homeostasen gjenopprettes gjennom en serie av adaptive responser
[23]. Disse responsene kan vaere en endring i oppfgrsel eller de kan veere fy-
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siologiske responser, som endringer i fysiologiske funksjoner, hormoner eller
cellulere mekanismer, som er med pa a gjenopprette homestasen [2, 170, 9].

1.4.1 Akutt og Kronisk Stress

Man skiller gjerne mellom akutt og kronisk stress. Akutt stress defineres
som stress som varer fra minutter til timer, mens kronisk stress er stress
om varer i flere timer per dag over uker eller maneder [35]. Det er viktig &
understreke at forskjellen mellom akutte og kroniske stressorer overlapper,
og det er vanskelig a generalisere effektene ulike stressorer har pa ulike dyr
[142].

Fisk har en naturlig kapasitet til & respondere pa stress og dermed opp-
rettholde homeostasen. Disse responsene er adaptive og er ikke skadelige for
fisken. Dersom disse responsene tvinges utenfor de normale grensene, vil re-
sponsene vaere maladaptive og skadelig for fisken. For eksempel vil kortisol
som skilles ut under akutt stress veere med pa a opprettholde homeostasen
gjennom stimulering av glukoneogenesen og gjennom involvering i osmoregu-
lering. Under langvarig, kronisk, stress kan kontinuerlig utskillelse av korti-
sol gi skadelige, maladaptive effekter [112].

1.4.2 Klassifisering av Stressresponser

Stressresponser kan deles inn i primeaere, sekundeere og tertisere stressre-
sponser [165, 168, 166], og er illustrert i figur 1.3.

Den primeere stressresponsen involverer frigjgring av katekolaminer, adre-
nalin og noradrenalin, fra kromaffint vev [123, 125], og stimulering av HPI-
aksen (hypotalamus-hypofyse-interrenalt vev) til & frigjere kortikosteroid-
hormoner, blant annet kortisol, ut i blodbanen [38, 170, 97]. De sekundare
stressresponsene skjer som et resultat av de primare endokrine responsene
[91], inkluderer metabolske, hematologiske, hydromineralske og strukturelle
forandringer [14, 165, 58]. Ved langvarig stress kan det oppsta teertire stress-
responser, som pavirker hele dyret (individet eller populasjonen) [167, 166].
Disse stressresponsene pavirker blant annet vekst, metabolisme, sykdoms-
motstand, reproduksjon og svgemmeevne [14, 165, 58, 166].

1.4.3 Den Endokrine Stressresponsen

Stress fgrer til to typer endokrine responser; den adrenerge responsen som fg-
rer til gkt plasmakonsentrasjon av adrenalin og noradrenalin, og HPI-responsen
som resulterer i gkt plasmakonsentrasjon av kortisol [156].

Den Adrenerge Stressresponsen

Stress etterfplges av en gyeblikkelig, rask gkning i plasmakonsentrasjonen
av katekolaminer, hovedsaklig adrenalin og noradrenalin [156, 91, 123, 125].
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Stressor:
For eksempel fysiske stressorer i
akvakulturen, som handtering,
trengsel og transport.

STRESS
Stressrespons
Adaptiv Maladaptiv
For eksempel: For eksemp§1:
ANPlasmakortisol (?) ANStrom av ioner/vann
A Plasmakatekolaminer <) Metabolsk acidose
A Bronkial blodstrem WVSirkulerende lymfocytter
A\Plasmaglukose V¥ Immunokompetanse
——

WReproduksjonskapasitet

A Muskelaktivitet W Kapasitet til vekst

Figur 1.2: En enkel representasjon gjengitt fra Barton 2002 [9] av forholdet mel-
lom stressor, stress og de adaptive og maladaptive stressresponsene i fisk. Selv om
en gkning i plasmakortisol kan ses pa som en adaptiv respons pa grunn av de mu-
lige glukoneogeniske effektene, har ikke denne rollen til kortisol under stressende
forhold for fisk blitt entydig bekreftet.
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Primeere responser:
For eksempel:
* Pkning i kortikosteroider og katekolaminer.

+ Endringer i aktiviteten til neurotransmittere.

Kjemiske stressorer:
For eksempel:

* Forurensninger.

* Lavt oksygen-niva.

* Forsuring. \ /

Fysiske stressorer:
For eksempel:

Sekundere responser:
For eksempel:

' Hé’md.tering. — =———> + Endringer i metabolismen
' gangmg. L (ekning i glukose og laktat;
* Begrenset plass. nedgang i glykogen ute i
* Transport. vevet).
l * Cellulere forandringer (okt
Terti ) produksjon av HSP).
Fae 1:: ~ resll)'onser » Osmoregulatorisk forstyrrelse
Oppfattede stressorer: oF @ ksempe’: & (Klorid-, natrium-, vannbalanse).

* Endringer pa
individ-niva (vekst,
svemme-evne,
sykdomsmotstand).

* Endring i oppfersel
(foring, aggresjon).

* Endringer i hematologiske
prosesser (hematokritt,
leukokritt, hemoglobin).

* Endringer i immunfunksjon
(lysozom-aktivitet, produksjon
av antistoffer).

For eksempel:

* Stimuli som fremkaller
en skremmende respons.

* Tilstedevaerelsen av
predatorer.

Figur 1.3: Faktorer som pavirker stress, og resultatet av disse. Hentet fra Barton
2002 [9].
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Katekolaminer skilles ut fra kromaffine celler, som hovedsaklig er lokali-
sert i fremre del av nyren [127, 125]. Sekrerte katekolaminer synes & pavir-
ke kardiovaskuleere og respiratoriske funskjoner, og virker ved & mobilisere
energilagre. Malet med disse responsene er a rette pa de forstyrrende ef-
fektene stress har pa normalfysiologi [123]. Selv om katekolaminer frigjgres
fra lagrene under stress, fgrer ikke dette en nedgang i mengden katekolami-
ner, noe som tyder pa at disse hormonene produseres hele tiden. Det er da
tilstrekkelige mengder av katekolaminer tilgjengelig dersom en ytterligere
belastning forekommer [126]. Sirkulerende katekolaminer har kort biologisk
halveringstid, og det er derfor lite brukt som indikator pa primeere stressre-
sponser [170, 171].

HPI-Stressresponsen

Aktivering av HPI-aksen fgrer til at kortisol produseres og skilles ut fra
fremre del av nyren [156]. Kaskaden av hormoner i HPI-aksen som fgrer til
denne utskillelsen er illustrert i figur 1.4, og begynner med frigjgringen av
kortikotropinfrigjgrende hormon (CRH) eller kortikotropinfrigjgrende faktor
(CRF) fra hypotalamus i hjernen. CRH/CRF stimulerer kortikotrofe celler i
den fremre delen av hypofysen til a skille ut adrenokortikotropin (ACTH) ut
i blodstrgmmen. Sirkulerende ACTH stimulerer videre interrenale celler i
fremre del av nyren til a4 produsere og skille ut kortisol ut i blodstrgemmen.
Effektene av kortisol inkluderer endringer i elektrolyttbalansen, endringer
i metabolismen og endringer i immunforsvaret [112]. Aktiviteten til HPI-
aksen er regulert gjennom negative tilbakekoblingsmekanismer [54, 38, 17,
170].

1.4.4 Kortisol som Indikator pa Stress

Syntesen og frigjgrngen av kortisol er forsinket pa flere minutter i forhold
til frigjoringen av katekolaminene adrenalin og noradrenalin [165, 57]. Ge-
nerelt vil kortisolnivaet reflektere varigheten og alvorlighetsgraden pa stres-
set. [114, 13] Pa grunn av dette er det sirkulerende nivaet av kortisol brukt
som et mal pa graden av stress [12, 170]. Hvilenivaet av sirkulerende kor-
tisol ligger generelt under 82,8 — 110,4nmol/L (40 — 200ng/ml) [114]. Dette
nivaet kan pavirkes av naturlige svingninger i kortisol-nivaet [113]. For ek-
sempel kan nivaet av kortisol tidobles under smoltifisering hos anadrome
salmonider [10, 176]. Vanligvis ligger toppen av sirkulerende kortisol mellom
110,4-552nmol/L (40—200ng/ml) [114], men hgyere nivaer er ikke unormalt
[11, 89, 32, 77].

1.4.5 Effekter av Stress pa Immunforsvaret

Stress gker mottakeligheten for sykdom [111, 164, 152]. Men stress kan ha
bade en positiv eller en negativ effekt pa immunfunksjonene [90, 48], og dette
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Figur 1.4: HPI-aksen med tilbakekoblingsmekanismer. Modifisert fra Pickering
1989 [112].

vil avhenge av intensiteten og varigheten til stressoren [35, 34]. Som nevnt
over kan langvarig, kronisk stress fore til skadelige effekter, og gjgre fisken
mer mottakelig for sykdom [112].

Hos rotter er det blitt vist at akutt stress forte til en betydelig gkning i
antigenspesifikke, cellemedierte immunresponser i huden. Grunnen til det-
te kan vare redistribusjon av leukocytter til huden. Kronisk stress hemmet
denne responsen [35]. Hos fisk er dette ogsa observert, der man kan se en
endring i distribusjonen av leukocytter og en endring i antall sirkulerende
leukocytter under stress [115]. Antallet lymfocytter og monocytter gar ned
mens antallet neutrofiler gar opp. Akutt stresset fisk har hgyere antall akti-
verte makrofager i huden, gkt aktivering av T-celler og hgyere antall T-celler
i huden [34, 174].

Det har blitt vist at kortsiol hemmer LPS-indusert uttrykk av
pro-inflammatoriske cytokiner som IL-1p, TNF-a og IL-12 [135, 48, 154]. Det
har ogsa blitt vist at kortisol hemmer apoptose og proliferasjon avimmuncel-
ler, noe som er ngdvendig for effektiv aktivering og inaktivering av immunre-
sponser. Dett har blitt vist for blant annet makrofager og monocytter i regn-
buegrret [109] og for makrofager i Atlantisk laks [48].

Stress reduserer antallet sirkulerende B-celler, og senker antistoffpro-
duksjonen etter immunisering in vivo [162].
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Tabell 1.1: De ulike stadiene av anestesi hos fisk. Hentet fra Coyle et al. 2004 [25].

Stadie | Tilstand Oppfersel/Respons

I Sedasjon Bevegelse og respirasjon redusert.

11 Anestesi Delvis tap av likevekt.
Reagerer pa bergring.

111 Kirurgisk anestesi | Fullstendig tap av likevekt.
Reagerer ikke pa bergring.

v Dgd Respirasjon og hjerteslag stopper.
Overdose - eventuell dgd.

1.5 Anestesi

Anestesi (fra gresk: an- ‘uten’ og aisthesis ‘fglelse’) bestar av flere kompo-
nenter, inkludert sedasjon, immobilisering, narkose, amnesia (tap av av hu-
kommelse) og analgesi (smertelindring) [177]. Sedasjon er nedsatt falsomhet,
noe som resulterer i nedsatt bevegelse og redusert respirasjon [25, 177]. Nar-
kose (generell anestesi) forarsaker en tilstand med bevisstlgshet og hukom-
melsestap, og inkluderer immobilisering og smertelindring. De ulike kompo-
nentene av anestesi kan oppnas ved & bruke ulike anestetiske midler [177].

De fleste anestetiske midler gir flere nivaer av anestesi. Disse stadiene
inkluderer sedasjon, anestesi, kirurgisk anestesi og ded (tabell 1.1).

Den vanligste maten & administrere et anestetisk middel er ved immer-
sjon [105]. Det anestetiske middelet Igses da ut i vann i anbefalt konsen-
trasjon. Nar fisken dyppes i anestesibadet vil middelet tas opp via gjellene
og huden. Vannkvaliteten i anestesibadet og oppvakningstanken burde veere
mest mulig lik vannkvaliteten i tanken fisken kom fra [25, 51, 177].

Mange faktorer pavirker effektiviteten til det anestetiske middelet, blant
annet kroppsstgrrelse, helsetilstand og fettlgselighet til det anestetiske mid-
delet. Jo stgrre gjelleareal i forhold ti kroppsvekten, jo mer effektivt vil det
anastetiske middelet vaere, og stgrre individer krever ofte stgrre konsentra-
sjoner enn mindre individer. Syke og svake individer er ofte mer mottakelig
for anestesi. Enkelte anestetiske midler, som MS-222, er fettlgselig og tas opp
mye lettere over gjellene og huden [25].

I dette forsgket ble to ulike bedgvelser benyttet, Aqui-S™ og Metomidat.

1.5.1 Aqui-S™

Aqui-S™ er et reativt nytt anestetikum for fisk, utviklet av Seafood Rese-
arch Laboratory i New Zealand, som fikk markedfgringstillatelse i Norge
14.mai 2013. Dette middelet bestar av omtrent 50% (540g1~!) isoeugenol (2-
methoxy-4-propenylphenol) (aktivt stoff) og 50% polysorbat 80 (emulgator)
[25, 68]. Middelet har vist 4 ha en stresshemmende effekt [68, 25], og er der-
for gunstig & bruke under prosesser som kan vaere stressende for fisken.
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I fglge pakningsvedlegg fra ScanAqua vil en konsentrasjon pa 3.7—-9.3ml
Aqui-S /1000liter vann gi sedasjon. Dette tilsvarer 2 — 5mg isoeugenol/liter
vann.

1.5.2 Metomidat

Metomidat (DL-1-(phenylethyl)-5-(methoxycarbonyl)imidazde hydrochloride)
er klassifisert som et hypnotikum uten smertedempendende effekt [65]. Me-
tomidat stimulerer og aktiverer GABA4 (gamma-aminobu-tyric acid type A)
reseptorer som finnes i sentrale deler av nervesystemet. Stimuleringen vir-
ker hemmende for signaloverfgring, og gir en sedaterende effekt [177].

Her ble metomidat benyttet pa grunn av egenskapen stoffet har til 4 hem-
me kortisolsytesen [150, 159, 68].

1.6 Problemstilling

Formaélet med denne oppgaven var a kartlegge immunresponsen hos sma
lakseyngel etter badevaksinering med Yersiniose, med og uten stressreduse-
rende tiltak som sedatering med Aqui-S under handtering og vaksinering.
Det har tidligere blitt vist at Aqui-S har en blokkerende effekt pa kortisol
ved bruk av doser over 20mg/L isoeugenol (40 mg/L Aqui-S) [68]. Her ville vi
se om bruken av lavdose Aqui-S kan gi adferdsmessige effekter tilsvarende
det man ser pa stor fisk, og om dette pavirket stressresponsen i form av plas-
makortisol. Videre formal var a pavise eventuell immunrespons ved bruk av
badevaksine, og om sedatering pavirket immunresponsen.

Problemstillingen kan deles inn i tre delmal:

1. Har en sedativ dose Aqui-S en effekt pa stressresponsen i form av kor-
tisol?

2. Pavirker sedasjon immunresponsen etter badevaksinering?
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Kapittel 2

Materiale og Metoder

Badeaksinering ble gjennomfgrt ved Mgrkvedbukta forskningsstasjon ved
Universitetet i Nordland i perioden 21.03.2013 til 30.04.2013. Prgver til korti-
solanalysering; ekstrasksjon av kortsiol og radioimmunoassay (RIA) ble ogsa
gjennomfgrt her. Isolasjon og kvantitering av RNA, cDNA-syntese, Real-Time
PCR og enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ble gjennomfgrt ved
Pharmags lokaler i Oslo. RIA og ELISA ble utfgrt av UiN og Pharmagq. I det
folgende til det kun derfor reffereres til deres protokoller.

2.1 Forsoksfisk

Rogn ble levert av AquaGen (Tingvoll) og var av typen Atalantic QTL-innOva
IPN. Stamfisken var ogsa screenet for ILA/IPN og PD virus. Rogna ble levert
til Mainstream Hopen 12.11.2012 som gyerogn. Fisken var ferdig klekket
28.11.2012, og ble startforet fra 15.01.2013. Vanntemperaturen pa rognstadi-
et og pa plommesekkstadiet var 8°C. De to fgrste ukene under startéring var
vanntemperaturen 12°C, de neste to ukene 13°C og etter det 14°C. Fisken
ble hentet til forskningstasjonen 07.03.2013, hvor den ble fordelt i 7 kar med
gjennomstrgmning av oppvarmet vann som 14 mellom 12 —14°C gjennom for-
sgket. Karene var skjermet for innsyn og forstyrrelser utenfra med ugjen-
nomsiktig plast.

Oksygennivaet 1a gjennom forsgket mellom 80 — 100 % Og, og var aldri
under 80 %. Med unntak av en hendelse i kar 6 etter fgrste badevaksinering
da oksygennivaet var nede i 25 %, og 31 fisk dgde. Utenom dette var det kun
registrert 2 dgdfisk, kar 4 22.03.2013 og kar 7 08.04.2013.

Snittvekter ble registret omtrent hver andre uke, og det ble da tatt mer
enn 30 fisk fra hvert kar (figur B.1).
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Figur 2.1: Forsgksoppsettet. Fisken ble holdt i Hall 6. I kar 1 ble kontrollfisken
holdt, i kar 2, 4 og 6 var fisken som ikke ble sedatert og i kar 3, 5 og 7 var fisken
som ble sedatert. Ved prgvetaking (etter vaksninering) ble fisken overfart til Celle 2.
Hvert kar inneholdt 6 rgr, ett til hvert kar, der fisken ble holdt til prgvetakning.

2.2 Forsgksoppsett

Det ble satt opp 2 forsgksgrupper; en gruppe som ble sedatert ved bruk av en
sedativ dose Aqui-S (dose) for den ble vaksinert, og en som ikke ble sedatert
for vaksinering. I tillegg ble det satt opp en kontrollgruppe som ikke ble vak-
sinert. Forsgksoppsett er vist i figur 2.1. Far forsgket startet opp ble fisken
akklimatisert i 14 dager.

2.3 Badevaksinering

I forkant av badevaksineringen ble 6 0-prgver (Pre-stress) tatt ut fra kar 1.
Fiskene ble bedgvet i metomidat (5mg/81 vann), fgr de ble avlivet ved slag i
hodet. Prgvene ble lagt i en merket plastpose og frgset ned ved —20°C fram
til kortisolanalyse. Prosedyre som ble fulgt under badevaksineringen kan ses
i tabell 2.1. Den ikke-sedaterte gruppen ble handtert tilsvarende uten tilset-
ning av Aqui-S vet. (sedativ). Metodikk og prosedyre ble planlagt i samrad
med Scanvacc AS og Pharmaq. Vaksinen benyttet i dette forsgket var levert
av Pharmagq, og var en autogen ERM vaksine bestdende av formaldehydin-
aktivert kultur av Yersinia ruckeri (serotype O1). Ved prgvetakning ble yngel
fra begge gruppene tatt ut etter badevaksineringen (dvs. restituering etter
1, 3, 6, 12, 24 og 48 timer). For prgvetakning under restitusjon ble fisken

20



Tabell 2.1: Prosedyre ved badevaksineringen ved bruk av sedasjon.

| Tid | Handling

0 | Vannstanden i karene ble senket til 901, og 51

(konsentrasjon 2.5mg/l isoeugenol) Aqui-S Vet. ble fylt i hvert kar.
Vannstanden ble hevet til 1001, fgr vannet ble slatt av.
Sedasjonen fikk virke i 20 minutter

Vaksine ble malt opp; 80 ml/kar.

19 | Vannstanden ble senket til 101.

20 | Vaksinen ble fordelt i karene, og vannet ble satt pa i 2 minutter.
32 | Vannet ble satt pa i 5 minutter.

47 | Satte vannet pa i 3 minutter, og lot det renne.

50 | Prgvetakning.

satt i mindre enheter i Celle 2 (Se figur 2.1), og fikk sta der uforstyrret til
prgvetakningstidspunktet. Ved prgvetakning ble fisk umiddelbart overfgrt til
metomidat (5mg/81 vann). Yngelen ble deretter avlivet ved slag i hodet og
lagt i merkede plastposer og frgset ned ved —20°C fram til kortisolanalyse.
Det ble ogsa tatt ut prgver for analyse av immunrespons fra hodenyre og
andre gjellebue 1 dag og 3 dager etter vaksinering. Disse prgvene ble lagt i
rgr med RNAlater, og oppbevart kaldt frem til analysering. RNAlater stabi-
liserer RNAet. Dette er absoutt forutsetning for a fa en korrekt analyse av
genuttrykket senere. @yeblikkelig stabilisering av RNA i biologiske prgver
rett etter prgvetakning er ngdvendig, da endringer i genuttrykket vil skje pa
grunn av spesifikke og uspesifikke degraderinger av RNA, samt pa grunn av
transkripsjonsinduksjon.

2.4 Isolasjon av RNA

Metodikken for isolasjon av RNA er beskrevet i RNeasy® Mini Handbook
(Qiagen). Denne teknologien kombinerer de selektive bindingsegenskapene
til en silika-basert membran med hastigheten til microspinteknologi. Et spe-
sialisert buffer-system med hgyt saltinnhold tillater opp til 100 ug av RNA pa
mer enn 200 basepar a binde til RNeasy silika-membranen. Biologiske prgver
lyseres og homogeniseres forst ved tilstedevaerelse av en hgyt denaturerende
buffer som inneholder guanidine og thiocyanate. Denne bufferen inaktiverer
RNaser gyeblikkelig og sikrer renselse av intakt RNA. Etanol tilsettes for a
gi passende bindingsforhold. Prgven pafagres deretter pa en RNeasy Mini spin
column, hvor total RNA binder til membranen og kontaminanter vaskes ut.
RNA fortynnes til slutt i 30— 100 pl vann. En metallkule (3—7mm i diameter)
ble overfgrt til rgr (microsentrifugergr med rund bunn), bit av organ (30mg)
ble overfgrt, deretter ble 350 ul Buffer RLT Lysis tilsatt hvert rgr. Prgvene
ble s homogenisert 2 x 1 minutt i Retsch MM400. Metallkulene ble sa tatt
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Tabell 2.2: Varmesykluser brukt under cDNA-syntese.

Temperatur | Varighet

25°C 10 minutter
50°C 30 minutter
85°C 5 minutter
4°C

ut fra prgvene, for de deretter ble sentrifugert i 3 minutter ved 13200 rpm
(Eppendorf Centrifuge 4515R). Prgvene ble deretter plassert i QIAcube, med
program RNeasy Mini. Til slutt ble prgvene frosset ned ved —80°C.

2.5 Kvantitering av RNA

Konsentrasjonen av RNA ble kvantifisert ved maling av absorbans (A260)
ved bruk av Picdrop Application (Picodrop). RNase-fritt vann ble brukt som
nullpunkt fgr ferste maling og mellom hver 20. maling. RNA ble kvanti-
fisert i 2,5l prgvematerial. RNA-konsentrasjonen ble uttrykt som ng/ul.
Tilfredsstillende kvalitet pa det isolerete RNAet ble definert som A260/280
> 1,8 i henhold til anbefalinger fra produsent av Fast SYBR® Green Mas-
ter Mix Protocol (Applied Biosynthesis). Prgvene ble fortynnet til en RNA-
konsentrasjonen pa 500ng/ul og volum pa 8 ul, fgr de ble lagret ved —80°C.

2.6 cDNA-syntese

Ved cDNA (complementary DNA) syntetiseres DNA fra et mRNA (messenger
RNA) templat i en reaksjon katalysert av enzymene revers transkriptase og
DNA polymerase.

Prosdeyren for cDNA-syntese er beskrevet i Superscript® ITI First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen). Hver prgve ble tilsatt 10ul RT
Reaction mix og 2ul RT Enzyme mix. Prgvene ble spunnet ned fgr de ble
plassert i S1000™ Thermal Cycler og kjgrt pa programmet ssplat. Varme-
syklusene prgvene ble kjgrt gjennom er vist i tabell 2.2. Til slutt ble hver
prgve tilsatt 180 ul vann, og plassert kaldt.

2.7 RT-PCR

For RT-PCR (real time PCR) ble Fast SYBR® Green Master Mix Protocol (Ap-
plied Biosystems) benyttet. SYBR Green er et fargestoff som binder til dob-
belttradig DNA. Resultatet av dette er at fluorescensintensiteten gker pro-
porsjonelt med mengden dobbelttradig PCR-produkt produsert. ROX™ dye
Passive Reference gir en intern referanse SYBR Green kan normalisere seg
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Tabell 2.3: Tabellen viser primersekvenser benytter til RT-PCR. Primerene er fra

Eurofins MWG Operin, og er vist i 5” til 3" retning.

Gen Sekvens (5°- 3")

EFA-F CCCCTCCAGGACGTTTACAAA
EFA-R CACACGGCCCACAGGTACA
IL-17AF | TGGTTGTGTGCTGTGTGTCTATGC

IL-17AR | TTTCCCTCTGATTCCTCTGTGGG
IL-1BF | GCTGGAGAGTGCTGTGGAAGA
IL-1BR | TGCTTCCCTCCTGCTCGTAG

Tabell 2.4: Varmesykluser brukt under PCR.

Segment (Antall sykluser) ‘ Temperatur | Varighet

1 segment (x1) 50°C i 2 minutter
2 segment (x2) 95°C i 2 minutter | Enzymaktivering
3 segment (x45) 95°C i 15 sekunder | Denaturering
62°C i1 minutter | Anneal/Extend
4 segment (x1) 95°C i 1 minutt
55°C i 30 sekunder
95°C i sekunder

etter under data-analysering. Normalisering er ngdvendig for & korrigere for
fluorescerende svingninger pa grunn av endringer i konsentrasjon eller vo-
lum. Prgvene ble satt opp i 96-brgnners brett for PCR. Ettersom det ble ana-
lysert for to ulike gen, ble to ulike mastermixer brukt som inneholdt templa-
ter for genene IL-17a og IL-18, og en mastermix som inneholdt templat for
et referansegen (EFA) (se tabell 2.3). Mastermixen som ble tilsatt hver prgve
inneholdt 12,5 ul PSG (Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG), 0,5l
ROX (ROX™ dye Passive Reference), 1,25 pl Primer Forward og 1,25 ul Pri-
mer Reverse. 15l mastermix ble plassert i hver brgnn fgr 10 ul cDNA ble
tilsatt. For hver prgve ble det kjgrt paralleller. Hver plate hadde to brgnner
som inneholdt NTC (Non Templat Control).

Platene ble kjgrt i Stratagene MX3000P (med program MoPro) pa varme-
frekvenser vist i tabell 2.4.

2.8 Indirekte ELISA

Blodprgver ble tatt av dobbeltvaksinert (vaksinering ved t=0, re-vaksinering
ved t=500) fisk etter omtrent 1000 dggngrader. Dette tidspunktet ble valgt for
a kunne detektere hgyest mulig respons, og da en eventuell hgyest forskjell
mellom de to gruppene (sedatert og ikke sedatert).

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) ble utfert pa 96-brgnners
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polystyrene microtiter plater (NucleonTM Surface). Brgnnene ble belagt med
100 pl antigen (Yersinia ruckeri stokkgsning). Alle brgnnene ble vasket 3 gan-
ger med PBST (PBS som inneholder 0.005 % Tween 20) mellom hvert inkube-
ringssteg (BioTek ELx405). Uspesifikk binding ble hindret med 5 % tgrrmelk
i PBST i 1 time ved romtemperatur. Plasma fra 15 fisk fra den sedaterte
kontrollgruppen ble slatt sammen og fortynnet 1:25 i PBST, tilsatt brgnne-
ne og inkubert over natten ved 4°C. Antistoffer spesifikk for Yersinia ruckeri
ble pavist ved a bruke biotinylert 4¢10 mus-anti-laks monoklonale antistof-
fer (Diatec) fortynnet 1:200 i PBST i 1 time, etterfulgt av inkubering med
streptavidin/AP (GE Healthcare, fortynnet 1:4000). Nitrofenylfosfat (NPP) i
konsentrasjon 1.0mg/ml ble brukt som substrat, og reaksjonen ble stoppet
etter 30 minutter. Avlesning av optisk tetthet (OD) ble utfert ved bruk av
BioTek EL800 plateleser ved ODy4gs5, og med Gen5 dataanalyse programvare.

2.9 Ekstraksjon av Kortisol

Fremgangsmaten for eksraksjon av kortisol pa helfisk er basert pa metoden
beskrevet i fra Development of a whole-body cortisol procedure for determi-
nation of stress in golden-shiners, Notemigonus crysoleucas [147].

Prgvene ble forbehandlet ulikt etter hvilken stgrrelse lakseyngelen had-
de. Lakseyngel pa 2 —5gram ble tint, tgrket og veiet individuelt fgr de ble
kuttet opp i mindre biter og plasser i Kimax rgr. Hver prgve ble tilsatt 3ml
PBS (PBS: 0,26g KH2POy, 2,17g NagHPO4—7H0, 8,71 g NaCl justert til 11
med de-ionisert vann ved pH 7,4.). Lakseyngel pa > 5gram ble tint, tgrket og
veiet individuelt for et transverst snitt ble tatt ut, fra bak gjellene til starten
av ryggfinnen. Dette ble veiet, kuttet opp i mindre biter og plassert i Kimax
rgr. 3ml PBS ble tilsatt.

For lipidekstrakjson ble vevsprgven homogenisert i 10 sekunder ved bruk
av homogenisator (VWR VDI 12) med dispergeringselement (S12N-75). Prg-
ven ble tilsatt 7ml etyleter, fgr ble proven korket og vortexed i 1 minutt, for a
sikre blanding av vev med etyleter, for kortisol-ekstraksjon. Deretter ble prg-
ven sentrifugert i 10 minutter ved 3000 rpm, for a4 kondensere vevet i bunnen
av test-rgret. Prgven ble frgset ved —20°C i 2 timer, fgr vannlgselig fraksjon
ble dekantert over i 10ml prgvergr. Prgvergr med eterekstraksjon ble avdam-
pet i avtrekk over natt, pipettert over i tuber og frgset.

2.10 RIA

Konsentrasjonen av kortisol i plasma ble analysert etter en RIA-metode (ra-
dioimmunoassay) av Iversen et al. (1998) [67]. [3H]-kortisol (TRK 407, In-
stitutt for energiteknikk, Kjeller) ble benyttet som tracer. Standardrekke
(0—59ng/ml) ble laget av hydrokortison (H 40001, Sigma). Antistoffet ble hen-
tet fra (F3-314) Endocrine Science, Tarzana, USA. Prgvene ble sentrifugert
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(Haraeus sepatech Omnifuge 2.0RS radius 154 mm, rotor 3360) og inkubert
ved 1-2mathrmoC j 94 timer. Komplekset av antistoff-antigen ble telt i en scin-
tillasjonsteller type Packard Tri Carb 1900 TR. Sensitiviteten pa assayet var
pa 0.5nmol L-1. Prgver under deteksjonsgrensen ble satt lik sensitiviteten
til assayet. Intraassayet var mindre enn 5.3 % og intraassayet var 9.8 % ved
henholdsvis 50nmol L-1. Uspesifikk binding (NSB (non-spesifikk binding))
varierte fra 2.1 - 3.9 % av den totale aktiviteten.

2.11 Statistisk Analyse

All data fra forsgket ble bearbeidet i Microsoft Excel 2008. Data ble laget til
grafer, med standardavvik utregnet av Excel.

2.11.1 Kortisol

Statistisk analyse ble gjort ved hjelp av statistikk programmet SPSS (ver.
18.00) og SYSTAT (ver 13.00.05) for Windows. All data ble testet for nor-
malitet og homogenitet ved hjelp av henholdsvis Komogorov-Smirnov test og
Levene’s test. Hvis ngdvendig ble data logtransformert for 4 mgte disse an-
tagelsene. Endring i plasmakortisol fra et tidspunkt til et annet og sedatert
gruppe eller ikke (kontroll) ved et gitt tidspunkt ble testet ved analyse av
varians (ANOVA). Hvis F-verdene var signifikante ble en Bonferroni post hoc
test kjgrt for & bestemme om det var forskjeller mellom gruppene. Signifikant
forskjell ble bestemt pa 0.05 niva. Alle resultater er uttrykt i gjennomsnitt
med standard avvik (ii + SD)

2.11.2 RT-PCR

Alle Ct-vediene ble ordnet systematisk i grupper. For hver gruppe ble det
gjennomsnittet og standardavviket regnet ut. For a finne det relative genuttyk-
ket til de to genene som det ble undersgkt for ble Delta Delta Ct metoden
brukt. Nar man bruker denne metoden sammenligner man Ct-vediene man
har fatt ut i fra PCR men en krontroll (her pre-stress fisken). Ut i fra resul-
tatet kan man se om man har en oppregulering av genet eller ikke. Positiv
verdi betyr oppregulering, mens negativ verdi betyr at uttrykket av genet er
nedregulert [80]. Delta Delta Ct ble funnet ved hjelp av formel 3.1.

2(Gjennomsnitt malgen i kontroll - Malgen i behandlet)
AACT = 2.1)

9(Gjennomsnitt referansegen i kontroll - Referansegen i behandlet)

Verdiene fra AACt metoden ble ordent systematisk. Histogram ble laget
for hver gruppe for a se fordelingen (Appendix A). Gjennomsnittet ble regnet
ut for hver gruppe, og disse verdiene ble brukt for & lage grafer der man kan
sammenligne oppreguleringen av de to genene IL-18 og IL-17a. For & se om
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det var noen forskjell mellom de sedaterte gruppene og de ikke-sedaterte ble
Mann-whitney-testen brukt. Signifikansniva var satt til 95%. R ble her brukt
for 4 undersgke signifikante forskjeller.
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Kapittel 3

Resultater

3.1 Observasjoner

Under badevaksineringen kunne man se en forskjell i oppfarsel mellom den
sedaterte gruppen og den gruppen som ikke ble sedatert for vaksinering. Den
gruppen som ble sedatert med Aqui-S for vaksinering stilte seg normalt i ka-
rene nar vannstanden ble senket og vaksinen tilsatt, svgmmende mot strgm-
men. Gruppen som ikke ble sedatert med Aqui-S fgr vaksineringen svgmte
mye mer rundt i karet og hadde en mer panisk oppfersel.

3.2 Stressrespons Under Vaksinering

Ved 1. gangs badevaksinering var kortisolnivaet 19.6+15.9 i pre-stressgruppen.
Etter En time var det gkt til 138.9 + 68.9 (sedatert) og 130.3 +44.1 (ikke
sedatert). Etter 3 timer var kortisolnivaet synket til 24.3 +17.1 (sedatert)
og 41.7 +55.3 (ikke sedatert). Ved 6 timer var kortisolnivaet gatt opp til
51.8 +18.3 (sedatert) og 83.9 +40.6 (ikke sedatert), for det sank til 39.2+25.5
(sedatert) og 40.1 +24.2 (ikke sedatert) etter 12 timer. Etter 24 timer var
kortisolnivaet 45.6 +29.0 (sedatert) og 47.9 + 28.4 (ikke sedatert), og etter 48
timer var det 36.0 + 31.8 (sedatert) og 29.9 + 20.0 (ikke sedatert).

Ved 2. gangs badevaksinering var kortisolnivaet 8.3 +11.7 i
pre-stressgruppen. Etter En time var det gkt til 115.5 + 66.4 (sedatert) og
73.6 £49.1 (ikke sedatert). Etter 3 timer var kortisolnivaet synket til 88.9 +
57.5 (sedatert) og 114.1 +45.3 (ikke sedatert). Ved 6 timer var kortisolnivaet
gatt opp til 74.6 £ 32.6 (sedatert) og 98.2+66.1 (ikke sedatert), for det sank til
54.7 + 33.1 (sedatert) og 69.2 + 44.3 (ikke sedatert). Etter 24 timer var korti-
solnivaet 41.4+20.3 (sedatert) og 31.7+35.9 (ikke sedatert), og etter 48 timer
var det 54.2 + 68.2 (sedatert) og 46.0 + 55.8 (ikke sedatert).

Som figur 3.1 og 3.2 viser var det en signifikant gkning i plasmakortisol
fra pre-stress til 1 time etter badevaksinering ved henholdsvis 1. og 2. gangs
badevaksinering. Ved 2. gangs badevaksinering forble kortisol signifikant for-
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Figur 3.1: Kortisolniva i lakseyngel (2.1 gram) etter 1. gangs badevaksinering mot
yersiniose malt ved RIA (antall fisk er vist i tabell B.2) Stjerne pa figur indikerer

*

%
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Tid etter badevaksinering (Timer)

1 3

signifikant forskjell fra pre-stress (kontroll).

hgyet i forhold til pre-stress méalingene til og med 12 timer etter badevaksine-
ring. Det ble ikke registrert noen signifikante forskjeller mellom den sedater-
te gruppen og den ikke sedaterte gruppen ved noen prgvetakningstidspunkt,
hverken ved 1. gangs vaksinering eller 2. gangs vaksinering. Stjerne pa figur
indikerer signifikant forskjell (signifikant forskjell ble bestemt pa 0.05 niva)

fra pre-stress (kontroll).
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Figur 3.2: Kortisolniva i lakseyngel (8.0 gram) etter 1. gangs badevaksinering mot
yersiniose malt ved RIA (antall fisk er vist i tabell B.3) Stjerne pa figur indikerer
signifikant forskjell fra pre-stress (kontroll).

3.3 Immunrespons

3.3.1 Interleukinrespons

En dag etter vaksinering var uttrykket av IL-1f i hodenyre likt i de to eks-
perimentelle gruppen (AACt-verdi 1.1493 (ikke sedatert) og 1.0839 (seda-
tert), p=0.5737). Ved dag 3 var uttrykket av IL-1f signifikant oppregulert
(p=0.04988) i den ikke sedaterte gruppen (AACt = 1.88076, standardavvik
= 0.86698) sammenlignet med den sedaterte gruppen (AACt = 1.1356, stan-
dardavvik = 0.5475).

I gjellene ble liknende resultater funnet, med et hgyere uttrykk (p =
0.01804) av IL-1p ved dag 3 i den ikke sedaterte gruppen (AACt = 0.9997,
standardavvik = 0.295) i forhold til den sedaterte gruppen (AACt = 0.747,
standardavvik = 0.09639). Ved dag en var uttrykket av IL-1p i gjeller likt
i de to gruppene (AACt-verdi 1.0383 (ikke sedatert) og 0.70706 (sedatert),
p=0.08298).

Det ble ikke registrert noen forskjeller i uttrykket av IL-17a ved dag 1 i
hodenyre i de to gruppene (AACt-verdi 1.8835 (ikke sedatert) 2.5756 (seda-
tert), p=0.5737). Det ble heller ikke registrert noen forskjell ved dag 3 (AACt-
verdi 4.67067 (ikke sedatert) og 2.17598 (sedatert), p=0.7209). Ved dag 3 var
standardavviket stort (standardavvik = 5.3053) hos den ikke sedaterte grup-
pen som indikerer noen hgyrespondderende fisk i gruppen.

Resultatet i gjellene var liknende som i hodenyre. Det ble ikke regsitrert
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noen forskjell i uttrykket av IL-1a mellom gruppene ved dag 1 (AACt-verdi
1.04548 (ikke sedatert) og 0.9819 (sedatert), p=0.8785) eller dag 3 (AACt-
verdi 1.0830 (ikke sedatert) og 0.94318 (sedatert), p=0.4005).

2,5 1

1,5 1 B Jkke sedatert
O Sedatert

AACt

0,5 1

Dag 1 Dag 3

Figur 3.3: Relativt genuttrykk for IL-1b i hodenyre hos Atlantisk laks (n=8) analy-
sert ved RT-PCR. Stjerne (¥) indikerer p<0.05

1,4 1 *

1,2 1

AACt

B Jkke sedatert
O Sedatert

0,2 1

Dag 1 Dag 3

Figur 3.4: Relativt genuttrykk for IL-1b i gjeller hos Atlantisk laks (n=8) analysert
ved RT-PCR. Stjerne (*) indikerer p<0.05.
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Figur 3.5: Relativt genuttrykk for IL-17a i hodenyre hos Atlantisk laks (n=8) ana-

lysert ved RT-PCR. Stjerne (¥) indikerer p<0.05.
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Figur 3.6: Relativt genuttrykk for IL-17a i gjeller hos Atlantisk laks (n=8) analysert
ved RT-PCR. Stjerne (*) indikerer p<0.05.
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3.3.2 Antistoffrespons

Resultatene fra antistoffméalingene for spesifikke antistoffer mot Yersinia ruck-
eri ble utfgrt etter 2. gangs badevaksinering (1000 dggngrader) viser pools av
15 fisk, se tabell 3.1. Resultatene (vist i tabell 3.1) indikerer at den gruppen
som ikke ble sedatert har en hgyere antistoffrespons enn den gruppen som
ble sedatert under vaksinering. Blank (brgnn hvor det ikke ble tilsatt lakse-
antistoffer) er trukket fra resultatene.

Tabell 3.1: Antistoffrespons hos dobbelt-vaksinert fisk (vaksinering ved t=0, re-
vaksinering ved t=500 og blodprgvetakning etter omtrent totalt 1000 dggngrader).
Verdiene viser pools av 15 fisk som ble fortynnet 1:25. Den negative kontrollen er
serum fra uvaksinert fisk.

Gruppe Sedatert | Ikke sedatert | Negativ kontroll
Plate 1 ODys5¢ | 0.228 0.316 0.186
Plate 2 ODy50 | 0.437 0.557 0.277
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Kapittel 4

Diskusjon

Yersiniose er en sykdom som ofte har et akutt forlgp hos sma yngel i settefisk-
fasen. Vaksinering er et av de viktigste forebyggende tiltakene for a hindre
utbrudd av sykdommen. Sykdommen rammer derimot ofte fisk fgr de er sto-
re nok til & injeksjonsvaksineres, derfor er immersjonsvaksinering det beste
alternativet da det er kjent at denne metoden gir en god beskyttelse mot Yers-
iniose. Vaksinen som ble benyttet dette forsgket var en autogen ERM vaksine
levert av Pharmagq.

Badevaksinering innebarer liten handtering av fisken i forhold til injek-
sjonsvaksinering, noe som er positivt i forhold til stress. Men, under vaksine-
ring ma vannstanden senkes, noe som fgrer til at biomassen i karet blir mye
hgyere. Dette kan sammen med tilsettingen av vaksinen virke stressende pa
fisken. I dette forsgket ble fisken delt i to forsgksgrupper, der den ene gruppen
ble ble gitt en sedativ dose med Aqui-S for vaksinering mens den andre grup-
pen ikke ble sedatert. I tillegg ble prgver tatt av ubehandlet, uvaksinert fisk
(pre-stress). Formalet med dette forsgket var &4 undersgke om Aqui-S had-
de en effekt pa stressresponsen malt som kortisolniva, og om en eventuell
stressreduksjon av Aqui-S kunne pavirke immunresponsen. Fisken ble bade-
vaksinert 2 ganger. Mellom 1. gangs og 2. gangs badevaksinering var det 500
degngrader. Kortisolnivaet ble malt for vaksinering (pre-stress), og opp til 48
timer etter vaksinering, bade ved 1. og 2. gangs badevaksinering.

Immunresponsen til badevaksineringen ble analysert som uttrykket av
interleukinene IL-1p og IL-17a, samt produksjonen av Yersinia ruckeri spe-
sifikke antistoffer. Prgver av gjeller og hodenyre for RT-PCR ble tatt 1 og 3
dager etter 1. gangs badevaksinering, mens antistoffresponsen ble malt ved
ELISA 500 dggngrader etter 2. gangs badevaksinering.

4.1 Kortisol

Kortisol ble malt ved bruk av RIA. Ved 1. gangs badevaksinering ble kortisol
ekstrahert fra hel yngel, mens ved 2. gangs badevaksinering var yngelen blitt
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for stor og derfor ble et tranverst snitt av yngelen, fra bak gjellene til starten
av ryggfinnen, brukt til ekstraksjon av kortisol.

Normalt vil kortisolnivaet i blodet forhgyes 5 minutter etter at stressre-
sponsen har startet og kan forbli forhgyet i flere timer. Etter dette fglger en
rekke tilpasninger i fiskens fysiologi (inkludert endringer i metabolismen av
proteiner, lipider og karbohydrater), som fgrer til at kortisolnivaet vil ga til-
bake til hvileniva [112]. De fysiologiske responsene til akutt stress bestar av
endringer i der metabolismen gar fra en anabolsk tilstand (opptak og lagring
av energi) til en katabolsk tilstand (nedbrytning av energireserver) [110]. Ved
akutt stress til varigheten av stressoren vanligvis vare fra minutter til maks
noen timer [110]. Varigheten av stressoren er betydelig kortere enn den fy-
siologiske stressresponsen, hvor enkelte komponenter kan vare lengre enn en
uke. Denne gkningen i kortisolnivaet kan man se i dette forsgket ogsa. Det er
en hgy gkning i kortisolnivaet 1 time etter vaksinering, fgr kortisolnivaet be-
gynner a synke. Selv om kortisolnivaet varierer litt fra hvert prgvetaknings-
tidspunkt, og kortisolnivaet ikke nar samme niva som pre-stress i lgpet av
forsgksperioden, kan man anta at kortisolnivéet ville nadd pre-stressnivaet
dersom man hadde tatt prgver ved senere tidspunkt.

Resultatene av analyseringen viste at det ikke var noen signifikante for-
skjeller mellom den sedaterte og den ikke sedaterte gruppen, hverken ved 1.
eller 2. gangs badevaksinering. Grunnen til at det ikke ble registrert noen ef-
fekt av Aqui-S pa kortisolnivaet kan veere at dosen som ble brukt var for
lav. I tidligere forsgk er det blitt vist at en dose pa = 20mg/L isoeugenol
(40mg/L Aqui-S) er ngdvendig for a blokkere plasmakortisol hos laks [68].
Atlantisk laks (45 gram, 5.4°C) ble eksponert for vann med ulike konsentra-
sjoner av ulike anestetiske midler (metomidat, clove oil (nellikolje), Aqui-S™
og Benzoak®) og tiden det tok for fisken nadde de ulike stadiene av aneste-
si ble registert. Det ble registrert at en dose pa 10mg/L isoeugenol var for
lavt til & blokkere kortisolnivaet, mens en dose pa 20mg/L isoeugenol var
tilstrekkelig for a fa en effekt.

I dette forsgket var fisken mindre (2 — 20gram) enn fisken i forsgket be-
skrevet over og en dose pa 2.5mg/L isoeugenol benyttet. Ofte er effektivite-
ten til anestetiske midler relatert til gjellearealet i forhold til kroppsvekt,
og stgrre individer krever stgrre konsentrasjoner enn mindre individer [25].
Effektiviteten til anestetiske midler varierer ogsa mellom arter. Det er vist
at en konsentrasjon pa 5mg/L Aqui-S (2.5 mg/L isoeugenol) reduserte korti-
solnivaet hos karpe, henholdvis ved akutt oksygenmangel og med begrenset
bevegelsesrom [151]. Her ser det ut til at selv om fisken var mindre enn fisken
i forsgket til Iversen et. al [68] s& kan det vaere ngdvendig med en hgyere dose
Aqui-S for at kortisolresponsen skal blokkeres.

Selv om kortisolresponsen ikke ble blokkert, sa ble den sedaterte fisken
roligere under vaksineringen. Dette kan veere bra i situasjoner der fisken
skal handteres, og for & forhindre mekaniske skader. Nar fisken blir roligere
vil den ogsa bruke mindre oksygen og mindre COg vil produseres, og miljget
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i karet vil veere bedre.

4.2 Praktisk Bruk av Aqui-S

Scanvacc markedsfgrer Aqui-S som et middel som kan brukes under prose-
dyerer som kan veere stressende for fisk, som sortering, flytting, transport,
telling av lakselus, stryking av stamfisk og vaksinering. Effekten skal vaere
at fisken blir rolig og handterbar uten 4 miste svemmeevne, i tillegg skal
Aqui-S hindre hgye kortisolnivier. Svanvacc har gjort flere praktiske forsgk
i stor skala i forbindelse med sortering og flytting av fisk, der man kan se en
forskjell i oppfarsel til fisken som er sedatert med Aqui-S i forhold til fisk som
ikke er sedatert [140]. Som nevt over kan dette veere posistivt med at det er
mindre sjanse for mekaniske skader nar fisken er rolig.

Aktuell sedateringskonsentrasjon er 5ml/m?3, noe som gjor at kostnaden
per m3 blir omtrent 19.50 nok (1 liter Aqui-S koster 3900 nok). Dersom man
skal sedatere et lite kar i et anlegg (40m?), blir kostnaden per kar 780 nok.
Har man mange kar, som kanskje skal behandles flere ganger, kan kostnade-
ne bli betydelige.

4.3 Immunrespons

Generelt ser man en lav respons ved immersjonsvaksiner pa grunn av mang-
lende adjuvanter som induserer immunsystemet, i motsetning til injeksjons-
vaksiner der det der vanlig a tilsette adjuvanter. Men en kunne forventet
en hgyere immunrespons, da det tidligere er vist at vaksinen gir en god be-
skyttelse 1 smitteforsgk (interne resultater fra Pharmaq, RPSgg = 60%. RPS:
relative prosent survival).

Siden det ikke var noen forskjeller i kortisolniva hos forsgksgruppene er
det vanskelig & si om kortisol har hatt en innvirkning pa immunresponsen.
Derimot er det mulig at Aqui-S har pavirket immunresponsen, da det gene-
relt var en hgyere immunrespons, bade medfgdt respons (interleukiner) og
adaptiv respons (antistoffer), hos den ikke sedaterte gruppen. Muligens har
Aqui-S hatt en negativ effekt pa opptaket av vaksinen ettersom man ser disse
forskjellene i immunrespons mellom forsgksgruppene.

Man vet lite om hvordan Aqui-S (isoeugenol) pavirker vaksinering, da det
ikke er gjort noen forsgk pa dette tidligere. Med informasjon i pakningsved-
legget til Aqui-S som utgangspunkt, antas det at isoeugenol vil orientere seg
som en olje-i-vann (O/W) emulsjon, hvor polysorbat 80 bidrar til dispersjon
av oljen. Det anses derimot som lite sannsynlig at O/W-emulsjonen vil binde

opp vaksineantigenene .

1K E. Lgkling, Pharmag, personlig kommentar.
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4.3.1 Interleukinrespons

Begge interleukinene som ble brukt som mal pa immunresponsen er pro-
inflammatoriske cytokiner som skilles ut tidlig i immunresposen. Begge bi-
drar ogsa til 4 induserer andre inflammatoriske cytokiner [37, 60]

Etterfulgt badevaksinering ble det registrert oppregulering av IL-1f i ho-
denyre og i gjeller 3 dager etter vaksinering i den gruppen som ikke ble se-
datert med Aqui-S.

Man kan jo spgrre seg om antallet fisk som ble analysert i dette forsgket
var stort nok for & fa et representativt bilde pa immunresponsen. Utvalgs-
storrelsen i dette forsgket var 8 fisk/prgvetidspunkt/eksperimentelle grup-
pe. I forsgk som dette, hvor svaert sma forskjeller i respons skal undersgkes
er det en fordel om man inkluderer bade flere prgvetidspunkt og flere ut-
tak/gruppe/tidspunkt. Ofte vil store individuelle forskjeller i respons (for ek-
sempel IL-17a, dag 3, ikke sedatert og IL-1p, dag 3, ikke sedatert) gjore det
sveert vanskelig & oppna statistisk signifikans mellom grupper pa grunn av
store standardavvik. De store standardavvikene tyder pa at det har veert hgy
oppregulering av genene i enkeltfisk.

Gjellene er sammen med huden og tarmen et viktig opptakssted ved im-
mersjonsvaksinering og infeksjoner [6], men en hgyere oppregulering av in-
terleukiner i hodenyren i forhold til gjellene kan tyde pa at at gjellene er
et mindre viktig sted for prosessering av antigener enn for igangsettelse av
adaptive responser [70]. Alternativt sa er aktiveringen av den mukosale im-
muniteten i gjelleepitelet veldig effektiv, noe som fgrer til rask eliminering
av antigenenen [21]. Prgvetidspunktene i dette forsgket viser bare gyeblikks-
bilde i gjellene 1 og 3 etter vaksinering, men ikke hva som skjer i tiden mel-
lom. En kan spekulere om immunresponsen i gjellene kan ha vart hgyere
det fgrste degnet etter eksponering for antigener, eller etter den siste prgve-
takningen i hodenyren. Hadde man hatt flere prgvetakningstidspunkt man
muligens detektert et annet mgnster i regulering av interleukinuttrykkene.

I et forsgk gjort pa Regnbuegrret (Oncorhychus mykiss) infisert med Yersi-
nia ruckeri ved immersjon ble det vist at genuttrykket av IL-1a og reseptoren
IL-1aR i gjellene var oppregulert 24 timer etter at fisken var eksponert for
bakterien, men var nedregulert etter 48 timer. Yersinia ruckeri kunne pavi-
ses i gjellene fa timer etter infeksjon. Det sa ut som om mengden bakterier
sank raskt, og var nesten fravaerende etter 48 timer. Siden bade yttrykket
av IL-17a og IL-17aR var nedregulert, ble det her foreslatt at responsen in-
dusert av dette cytokinet ikke er ngdvendig i lengre periode. Det ble ogsa
foreslatt at en rask negativ feedback er tilstede for 4 kontrollere utskillelsen
av IL-17a, muligens pa grunn av de mange funksjonene gjellene har og at
immunfunksjoner kan forstyrre transport av oksygen og ioner. I hodenyren
var uttrykket av IL-1a og reseptoren IL-1aR oppregulert bade 24 og 48 timer
etter eksponering [98]. Muligens er det noe likende som har skjedd i dette
forsgket ettersom det ikke er noen oppreguelring i genuttrykk fra dag 1 til
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3. Dersom det finnes slike tilbakekoblingsmekanismer som raskt nedregule-
rer uttrykket av IL-17a ville det (som nevnt over) veert ngdvendig med flere
provetidspunkt for & registrere en oppregulering.

Siden det ikke var noen forskjell i kortisolnivd mellom den sedaterte og
den ikke sedaterte gruppen er det vanskelig & konkludere om kortisol har
pavirket uttrykket av interleukiner. Men det er vist tidligere at uttrykket
av IL-1p og IL-1RI (resptor) ble oppregulert etterfulgt stress i karpe [94],
og hvordan en slik forskjell i kortisol ville pavirke immunresponsen i dette
forsgket er vanskelig & si.

4.3.2 Antistoffrespons

Hos laksefisk er antistoffresponsen normalt hgyest mellom 500 og 1500 dggn-
grader etter vaksinering. I dette forsgket ble antistoffresponsen undersgkt
500 dggngrader etter 2. gangs badevaksinering (altsa etter totalt 1000 dggn-
grader), bade hos fisk som ble sedatert og ikke sedatert fgr vaksinering. Un-
der de forutsetningene at prgvene ble analysert i pools, viste resultatene at
den ikke sedaterte gruppen hadde en litt hgyere antistoffrespons enn den
sedaterte gruppen. Denne trenden er lik det man registrerte i RT-PCR resul-
tatene der den ikke sedaterte gruppen generelt viste en hgyere respons pa
vaksinering (hgyere oppregulering av interleukiner) enn den sedaterte grup-
pen.

De 15 prgvene fra hver gruppe ble analysert pa to forskjellige microti-
terplater, og man ma veere forsiktig med & sammenlikne resultatene nar for-
skjellene er sa sma, selv med en positiv kontroll. Poolene ble deriomot kjgrt pa
samme plate og disse er sammenliknbare. Selv om man ikke kan utfgre sta-
tistiske analyser pa pools, sa gir disse resultatene en indikasjon pa hvordan
sedatering med Aqui-S pavirker responsen til vaksineringen. Tilsynelatende
er antistoffresponsen hgyere i den ikke sedaterte gruppen i forhold til den
sedaterte gruppen.

I et tidigere forsgk pa regnbuegrret var antistoffresponsen hgyest 8 og
12 uker etter dyppvaksinering mot Yersiniose. Vannemperaturen i dette for-
sgket var 13°C, noe som tilsvarer omtrent 730 og 1100 dggngrader [122].
Prgvetidspunktene mellom dette forsgket pa regnbuegrret og forsgket her
,gjort pa atlantisk laks, er med andre ord ganske like. Likevel er det en for-
skjell i antistoffresponsen. Dette kan skyldes en forskjell mellom artene laks
og regnbuegrret.

I tidligere forsgk, der kortisol ble administrert oralt til masu salmon (Oncor-
hynchus masou), ble det registrert at kortisol hemmet konsentrasjonen av im-
munoglobuliner (antistoffer) [103]. Selv om sedasjon med Aqui-S ikke pavir-
ket kortisolnivaet kan det se ut til at Aqui-S har pavirket antistoffresponsen
i dette forsgket. Som nevnt over er det ikke kjent hvordan Aqui-S pavirker
vaksinering, og det ville veert en fordel & ha gjort flere forsgk fgr man benyttet
middelet under badevaksinering i stor skala.
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4.4 Konklusjon

¢ I dette forsgket ble det vist at en sedativ dose (2.5mg/L isoeugenol) av
Aqui-S ikke var tilstrekkelig til & ha en effekt pa kortisolnivaet hos
lakseyngel.

¢ Fisk som ikke ble sedatert med Aqui-S hadde generelt en hgyere im-
munrespons.

* Gruppen vaksinert uten Aqui-S hadde generelt en hgyere immunre-
spons enn den sedaterte gruppen, og det ser derfor ikke ut til at en
sedativ dose Aqui-S har hatt en positiv effekt pa de tidlige immunre-
sponsene (interleukiner) og de sene adaptive immunresponsene (anti-
stoffer).
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Tillegg A

Resultater

A.1 Interleukinrespons

Fordelingene til AACt-resultatene (relativt genuttrykk) er visualisert ved
hjelp av histrogram. Fggende tegn er: pu = gjennomsnitt, M = median,

o = standardavvik, y = skjevhet.
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Tillegg B

Nokkeldata Forsgk

B.1 Snittvekter

Snittvekter ble malt gjennom hele forsgksperioden. 1. gangs badevaksinering
var 21.03.13 og 2. gangs badevaksinering var 29.04.13. Kar 1 var kontrollfisk,
og star derfor alene.

Tabell B.1: Snittvekter til fiskene brukt i forsgket gitt i gram.

Dato || 07.03.13 | 21.03.13 | 04.04.13 | 13.04.13 | 27.04.13 | 01.05.13 | 13.05.13 | 27.05.13
Kar

2 1.62 2.33 3.49 4.93 7.91 8.12 13.20 20.14
3 1.62 2.22 3.49 5.11 7.88 7.91 11.55 16.37
4 1.62 2.16 3.63 5.02 7.70 8.18 12.76 18.38
5 1.62 2.05 3.30 4.47 8.11 8.04 14.61 20.33
6 1.62 2.13 3.15 4.60 8.69 8.40 13.41 22.58
7 1.62 2.00 3.00 4.23 7.36 7.72 10.26 17.86
2-7 1.62 2.24 - 5.22 8.56 8.49 13.50 23.12
1 1.62 2.15 3.34 4.73 7.97 8.06 12.63 19.83
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B.2 Antall Fisk Brukt til Kortisolanalysering

Tabellene viser antall fisk brukt til kortisolanalysering.

Tabell B.2: Antall fisk analysert under kortisolanaysering ved 1. gangs badevaksi-
nering.

’ Tid ‘ Pre-stress | Ikke sedatert | Sedatert

6
1 18 17
16 17
6 16 11
12 16 15
24 18 16
28 17 14

Tabell B.3: Antall fisk analysert under kortisolanaysering ved 2. gangs badevaksi-
nering.

’ Tid ‘ Pre-stress | Ikke sedatert | Sedatert

7
1 17 18
3 18 18
6 18 18
12 18 18
24 18 18
28 18 18
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