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Sammendrag

Oppdrett av laks (Salmo salar L.) har utviklet seg til 4 bli en stor og viktig naering i Norge.
Videre vekst i naeringen er i dag f@rst og fremst begrenset av problematikken rundt
lakselus (Lepeophtheirus salmonis K.), og det er et gkt behov for nye ikke-medikamentelle
metoder for avlusing av laks i sjg. Bruken av oppdrettet rognkjeks (Cyclopterus lumpus L.)
som lusespiser, er en metodene som har vist seg sveaert lovende, og som i gkende grad har
blitt tatt i bruk i naeringen. Hgy dgdelighet for rognkjeks etter utsett i sjg, forarsaket av
bakteriesykdommer som fisken i utgangspunktet er vaksinert mot, indikerer at dagens

vaksiner ikke gir tilstrekkelig beskyttelse.

[ dette forsgket ble to nye injeksjonsvaksiner for rognkjeks, fra Vaxxinova Norway AS,
undersgkt i forhold til immunrespons etter intramuskuleer og intraperitoneal
administrasjon. Begge vaksinene inneholdt antigen fra Aeromonas salmonicida (A-lag
type 5 og 6), Vibrio anguillarum O1 og Moritella viscosa. Den eneste forskjellen mellom

vaksinene var adjuvanten, som var basert pa enten vegetabilsk- eller mineralolje.

Resultatene viste signifikant lavere vaksinerespons for den vegetabilske olje-adjuvanten,
sammenlignet med den mineralolje-baserte adjuvanten. Samtidig ble det vist hgy akutt
gruppedg@delighet etter intramuskuleer vaksinering med den mineralolje-baserte
vaksinen, sammenlignet med vaksinen basert pa vegetabilsk olje. Vare resultater
indikerte at vaksiner basert pa mineralolje, vil kunne gi gkt fare for vesentlig helseskade
hos rognkjeks etter intramuskuleer injeksjon, eller ved feilstikk i muskel. Slike
helseskader ble i langt mindre grad observert ved intramuskuleer vaksinering med
vegetabilske olje-adjuvanter i vart forsgk, noe som indikerer at denne typen adjuvanter
kan virke mildere pa rognkjeks. Resultatene for fiskegrupper med intramuskulzer og
intraperitoneal vaksinering, ble ikke vist signifikant forskjellige, men variasjonen mellom
lav- og hgyrespondere ble vist stgrre innad i intraperitonealt vaksinerte fiskegrupper.
Lavrespondere i de intramuskuleaert vaksinerte gruppene viste hgyere respons ved ELISA,
sammenlignet med lavrespondere i intraperitonealt vaksinerte grupper. Reell beskyttelse
av vaksiner og injeksjonsmetoder som ble undersgkt i vart forsgk, ma testes i et senere
smitteforsgk, men vare resultater indikerer at intramuskuleer vaksinering kan vare

gunstig for total gruppebeskyttelse etter vaksinering.
v
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Innledning

1. Innledning

1.1 Introduksjon

Oppdrett av laks (Salmo salar L.) har utviklet seg til 4 bli en stor og viktig naering i Norge.
Det ble i 2014 produsert og solgt hele 1,27 millioner tonn laks, til en fgrstehandsverdi pa
41,1 milliarder norske kroner (1). Innfgringen av effektive vaksiner pa 1990-tallet, i en
periode der bakteriesykdommer utgjorde en effektiv flaskehals for nzeringens videre
vekst, skal ha mye av eeren for dette (2). I dag er det pabudt med vaksinering av laks fgr
utsett i sjg (3), og mange bakteriesykdommer er nd i mindre grad problematiske for

ngeringen.

Videre vekst i naeringen er i dag f@rst og fremst begrenset av problematikken rundt
lakselus (Lepeophtheirus salmonis K.), i tillegg til andre utfordringer som rgmning og
interaksjoner med ville fiskebestander (4). Tradisjonelle avlusningsmetoder, basert pa
kjemoterapeutisk behandling (5), har i senere tid vist seg a gi redusert effekt. Dette
skyldes en gradvis utvikling av resistens mot dagens avlusningsmidler hos lakselus (6, 7).
Det er derfor et gkt behov for alternative, ikke-medikamentelle avlusningsmetoder.
Bruken av rensefisk som lusespiser er en av metodene som har vist seg sveert lovende, og

som i gkende grad har blitt tatt i bruk i neeringen.

Villfanget rognkjeks (Cyclopterus lumpus L.) og forskjellige arter av leppefisk, har veert
mest vanlig & benytte som rensefisk inntil nylig. I lgpet av de siste drene har imidlertid
bruken av oppdrettet rensefisk, og da saerlig rognkjeks, vaert gkende (8). Rognkjeks er en
av de aktuelle artene som har vist seg mest effektiv som lusespiser, og forholder seg i
tillegg, i motsetning til mange leppefiskarter, aktiv ved lave sjgtemperaturer (9-11). Dette,
pluss andre produksjonsmessige faktorer, har gjort at mange oppdrettere av rensefisk har

valgt rognkjeks som oppdrettsart (12, 13)
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2. Bakgrunn

2.1 Rensefisk — fra villfangst til oppdrettsfisk

Andre arter av rensefisk som blir brukt i nzeringen, i tillegg til rognkjeks, er: Bergnebb
(Ctenolabrus rupestris L.), berggylt (Labrus bergylta A.) og grgnngylt (Symphodus melops
L.) (8). Mens rognkjeks er en relativt ny art i oppdrettsneaeringen, kan enkelttilfeller med

bruk av villfanget leppefisk dokumenteres tilbake til 1970-tallet (14).

Malrettet, kommersiell fangst og bruk av vill leppefisk, begynte a ta form pa slutten av
1980-tallet (4). Havforskningsinstituttet gjennomfgrte flere suksessfulle forsgk med bruk
av leppefisk som avlusningsmetode i denne perioden (14, 15). Andre vellykkede forsgk
med oppdrett av gressgylt og grgnngylt, ble gjennomfgrt av Havforskningsinstituttet i
1994, og de fgrste oppdrettede berggyltene kom i 1997 (16). Dette aret var et lokalt
toppunkt for bruk av leppefisk i oppdrett, med et forbruk pa rundt 3,5 millioner fisk (15).

Innen lakseoppdrett ble det i perioden 1998 til 2000, tatt i bruk flere nye og effektive
lusemidler, som Alpha Max, Betamax og Slice. Etterspgrselen etter rensefisk gikk falgelig
ned, og forbruket holdt seg deretter lavt i flere ar (14). Meldinger om redusert effekt av
lusemidler, i tillegg til bekymringer rundt resistensutvikling, fgrte til at etterspgrselen

igjen tok seg opp etter 2006 (15).

Figur 1 viser forholdet mellom forbruket av rensefisk, og innfgringen av forskjellige

lusemidler i perioden.
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Figur 1. Forbruk av leppefisk vs. innfgringen av forskjellige lusemidler. Kilde: (14)

Figur 1 viser en gkning i forbruk av leppefisk, fra et bunnpunkt i 2006. Tall fra
Havforskningsinstituttet har vist en gkning fra ca. 1 million leppefisk (2006), til et forbruk
pa i overkant av 20 millioner fisk i 2015 (4). Selv om det i dag finnes enkelte anlegg for

oppdrett av berggylt, stammer de fleste leppefiskene fra villfangst.

Et slikt hgyt forbruk, og fangst av vill leppefisk, vil over tid kunne innvirke negativt pa
lokale populasjoner (15). Fiske og fangst av leppefisk til bruk i oppdrett foregar i dag over
et stort geografisk omrade. I Norge foregar fiske i hovedsak pad Sgr- og Vestlandet, og det
transporteres i tillegg en del fisk fra Sverige (17). Dette gker faren for a spre sykdom eller
parasitter mellom forskjellige, lokale bestander av leppefisk, i tillegg til annen villfisk eller
oppdrettsfisk. I tillegg vil ramning av rensefisk, pd samme mate som for oppdrettslaks,

kunne gi innvirkninger pa genetiske variasjoner i lokale bestander (15, 18).

For & verne om ville bestander, samt redusere faren for vertikal overfgring av sykdommer
og parasitter, er det gnskelig at videre vekst i bruk av rensefisk skal ha utgangspunkt i
oppdrettet fisk (4). Andre fordeler med oppdrett av rensefisk er muligheten til avl for a

frembringe mer robuste individer, i tillegg til en jevnere tilgang pa rensefisk gjennom aret.

[ den senere tid har bruk av oppdrettet rensefisk gradvis blitt mer vanlig. Spesielt ser man
en gkning i produksjon og salg av rognkjeks, som utgjorde ca. 90 % av salget av oppdrettet

rensefiski 2014 (19).
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2.2 Rognkjeks — en effektiv lusespiser

2.2.1 Biologi og utbredelse

Rognkjeks som art i vill tilstand, har en vid utbredelse pa begge sider av det nordlige
Atlanterhavet, og kan finnes langs hele norskekysten og nordover i Barentshavet (20, 21).
Voksen fisk oppholder seg pa dypere vann pa vinteren, men vandrer inn til grunnere vann
pa varen for & gyte (4). Eggene legges i store klumper pa rundt 50.000 egg, og klekkes
etter ca. 300 dggngrader. Larvene er da relativt store (4.5-5 mm) og robuste, med

velutviklet sugekopp og en plommesekk som varer i noen fa dager (13).

Etter dette spiser yngelen mer eller mindre alt de kommer over, og ligner mer og mer pa
en voksen fisk. I oppdrett gir dette fordelen av at man kan begynne direkte med
startforing i form av pellets (12, 13). Yngelen utvikler effektive kamuflasjefarger i brunt
og grgnt, og i vill tilstand skjuler den seg mellom tang og tare fgr den vandrer ut i havet

som kjgnnsmoden etter 1-2 ar (4).

Voksen rognkjeks er svert opportunistisk, og spiser alt fra bgrsteormer og sma krepsdyr,
som lakselus, til smafisk og maneter (20, 21). For at rognkjeksen skal utfylle sin funksjon

som rensefisk i oppdrett, er det derfor viktig med tilstrekkelig renhold av not og anlegg.

Rognkjeks benytter sugekoppen i buken til a feste seg og hvile pa diverse overflater. Gode
skjuleplasser er derfor av hgy viktighet i oppdrett. Derfra svégmmer den hurtig ut, og med

hgy presisjon, for a plukke mat i vannmassene (13).

Fiskens mange gode egenskaper som oppdrettsfisk, inkludert hgy toleranse for lave
sjgtemperaturer, gjgr den til en meget egnet kandidat som rensefisk ved oppdrett av laks

i sjg langs norskekysten (13).
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2.2.2 Rognkjeks som oppdrettsfisk

Rognkjeks er en relativt ny art i oppdrett. Innledende forsgk, som indikerte god effekt av
rognkjeks som rensefisk, ble gjennomfgrt av Gildeskal Forskningsstasjon i 2000 (9). Det
var i denne perioden en synkende etterspgrsel etter rensefisk, og det gikk mange ar fgr

rognkjeks som rensefisk igjen ble et tema.

Et omfattende FHF-prosjekt, som viste lovende resultater for bruk av rognkjeks som
lusespiser, ble gjennomfgrt i perioden 2009-2011 (22). Andre forsgk, gjennomfgrt av
Imsland et al. i perioden 2011-2012, viste ogsa god effekt av rognkjeks som rensefisk (10,
11).

[ lgpet av de siste arene har produksjonen av rognkjeks gkt kraftig, fra ca. 430.000 fisk i
2012, til i overkant av 3,4 millioneri 2014 (19). Salg av oppdrettet rognkjeks utgjorde ca.
90 % av solgt oppdrettet rensefisk i 2014, mens de resterende 10 % var berggylt. Mens
all rognkjeks som benyttes i dag er oppdrettet, stammer det store flertallet av rensefisk i

neeringen fortsatt fra villfanget leppefisk (4).

Tabell 1 viser utviklingen for salg av oppdrettet rensefisk i perioden 2012 - 2014.

Tabell 1. Salg av oppdrettet rensefisk for bruk til bekjempelse av lakselus. Kilde: (19)

2014 2013 2012
Antall Verdi Antall Verdi Antall Verdi
Art 1000 stk. | 1000 kr | 1000 stk. | 1000 kr | 1000 stk. 1000 kr
Berggylt 379 ) 740 95 1769 270 2 000
Rognkjeks 3457 | 52 858 1 954 27 717 431 5175
Andre arter 0 0 0 0 2 32
Totalt 3836 59598 2049 29 486 703 7 208
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2.3 Rognkjeks i oppdrett - dgdelighet og dgdelighetsarsaker

2.3.1 Dgdelighetsdrsaker for rognkjeks og annen rensefisk

Ved utsett av rensefisk i sjg, er det vanlig med en innblanding pa mellom 2-10 % i forhold
til mengden laks i merdene. Grunnet hgyt svinn, ma oppdretterne ofte etterfylle med
rensefisk i lgpet av dret (4). Dgdelighet opp mot 40 % har blitt rapportert fra naeringen
(17). Store deler av fisken forsvinner fra merdene i lgpet av fa uker eller maneder etter

utsett i sjg, men den eksakte drsaken til dette er ikke kjent (15).

Det hgye svinnet skyldes trolig en kombinasjon av flere faktorer. Rensefisk er sdrbar for
mekanisk skade, og sar og sdrinfeksjoner som oppstar ved transport eller annen
handtering, kan gi dgdelig utfall (18). Predasjon, enten via eksterne predatorer som fugl
eller direkte via oppdrettslaks, kan ogsa forekomme. I tillegg, hvis maskevidden i nota er
for stor, kan sma rensefisk ramme fra merden (18). Sykdom, spesielt bakteriesykdommer,

er en annen viktig arsak til dgdelighet.

Veterineerinstituttet giennomfgrte et omfattende forsgk i 2013 (23). I dette forsgket ble
17 sjganlegg og ett landanlegg overvaket i en periode pa seks maneder. Dgdelighet og
dgdelighetsarsaker for rensefisk ble registrert. For forskjellige arter av leppefisk, ble det
registrert en samlet dgdelighet pa mellom 18 og 43 % for de forskjellige artene. Registrert
total dgdelighet for rognkjeks var pa 48 %, med en variasjon mellom enkelt-utsett fra
39-100 %. Det ble totalt satt ut 79.350 rognkjeks ved de forskjellige anleggene i forsgket,
og dgdeligheten tilsvarte dermed i overkant av 38.000 fisk (23).

Dgdelighetsarsakene som ble registrert for rognkjeks i det samme forsgket, ble inndelt i
fem forskjellige kategorier (gjengitt med %-andel av totalt antall registreringer):
1) gammel/ratten fisk (2 %), 2) liten/avmagret fisk (9 %), 3) sar og finnerate (1 %),
4) andre arsaker (14 %), 5) bakteriell infeksjon (75 %). For kategori 1 var det grunnet hgy
grad av forrdtnelse, vanskelig & definere dgdsarsak. Eksakt dgdsarsak var ogsa vanskelig
a definere for kategori 3 og 4, og det er mulig at flere fisk fra disse kategoriene egentlig

ville kunne kommet inn under kategori 5. (23).
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2.3.2 Bakteriesykdommer — dagens problematikk i naeringen

[ lgpet av forsgket til Veterineerinstituttet i 2013, ble en rekke forskjellige bakterielle
agens pavist for rognkjeks (23). Atypisk Aeromonas salmonicida (atypisk furunkulose),
Pasteurella sp. (pasteurellose), Vibrio anguillarum (vibriose) og Tenacibaculum sp. (sar og
sarinfeksjoner), ble regnet som de viktigste patogene (sykdomsfremkallende) artene.

Disse sykdommene er aktuelle ogsa i dagens sykdomsbilde for rognkjeks (8).

[ lgpet av hgst/sensommer 2015, ble det rapportert inn en rekke tilfeller av forhgyet
dgdelighet for rognkjeks i perioden rett etter utsett i sjg (24). Veterinarinstituttet
gijennomfgrte en omfattende undersgkelse for a kartlegge mulige arsaker til denne
forhgyede dgdeligheten. Forsgket ble gjennomfgrt som en retrospektiv (tilbakeskuende)
undersgkelse, basert pa resultater fra innsendte diagnostiske prgver fra rognkjeks i
perioden 1. januar - 30. november 2015, i tillegg til tilbakemeldinger fra aktuelle

fiskehelsetjenester rundt sykdomsutbrudd og innsendelser av prgver.

Av totalt 188 behandlede saker med rognkjeksmateriale i undersgkelsen, ble bakterielle
agens pavist for 151 tilfeller (24). Dette tilsvarer 80 % av innsendt materiale i perioden.
Atypisk furunkulose ble ansett som den viktigste arsaken til dgdelighet for sjgsatt
rognkjeks i 2015, med 54 paviste tilfeller i undersgkelsen. Dette tilsvarer 35 % av

bakterielle pavisninger i undersgkelsen.

Vibriose forarsaket av Vibrio anguillarum ble pavisti 17 tilfeller, mens vibriose forarsaket
av Vibrio ordalii ble pavisti 5 tilfeller (24). Samlet tilsvarer vibriose 14 % av de bakterielle
pavisningene i undersgkelsen. Bakterielle sar og bakteriell sepsis (blodforgiftning), med
uspesifiserte agens, ble pavist ved henholdsvis 21 og 10 tilfeller. De resterende bakterielle

pavisningene stammet fra andre bakteriearter, eller blandingsflora av disse.

Over 60 % av sjgsatt rognkjeks fra anlegg i undersgkelsen ble vaksinert, enten via stikk-
eller dyppvaksine, eller en kombinasjon av disse. Rapporten konkluderte blant annet med
at dagens vaksiner for rognkjeks ikke er effektive nok. Mange av fiskehelsetjenestene som
ble intervjuet i undersgkelsen, uttrykte et gnske om bedre vaksiner for rensefisk, spesielt

mot atypisk furunkulose (24).
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2.4 Immunforsvaret hos beinfisk — et grunnlag for vaksinering

2.4.1 Immunologiske organer og celler

Det immunologiske systemet en finner hos hgyerestdende vertebrater, utgjgr et
velutviklet forsvarssystem mot eksterne patogener. Inmunforsvaret bestar av en rekke
celler, molekyler og spesialiserte vev og organer, og inndeles normalt i to deler: det

medfgdte (uspesifikke) og det adaptive (spesifikke) immunforsvaret (25).

Den mest fremtredende forskjellen mellom immunforsvaret til beinfisk, og det som finnes
hos hgyerestdende vertebrater, er at beinfisk ikke har utviklet et system med beinmarg
og lymfeknuter. Funksjonene til disse organene oppfylles i stedet av hode- og baknyre,

thymus, milt og lymfoid vev i tarm og gjeller (26).

Hodenyren innehar mange av de samme egenskapene som beinmarg hos pattedyr, og er,
i tillegg til thymus, et av de primeere lymfoide organene hos beinfisk (27). Primare
lymfoide organer er organer der det dannes og modnes leukocytter. Leukocytter hos
beinfisk kan inndeles, rent morfologisk, i granulocytter, monocytter/makrofager og

lymfocytter (T- og B-lymfocytter, samt naturlige drepeceller)(26, 28).

Mens granulocytter, monocytter og NK-celler (fra engelsk: natural killer cells) spiller
viktige roller i det medfgdte immunforsvaret, danner T- og B-lymfocyttene, eller T- og
B-cellene, grunnlaget for det adaptive immunforsvaret (28). Cellene modnes i thymus
(T-celler) og i hodenyren (B-celler). Modne B-celler vandrer fra hodenyren, videre mot
baknyren og milt, som fungerer som sekundere lymfoide organer (29). T- og B-celler
aktiveres ved binding av fremmede antigener til MHC-komplekser (fra engelsk: major
histocompatibility complex) i celleoverflaten, eller via binding av frie- og/eller

membranbundne immunglobuliner (Ig). (28)
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2.4.2 Spesifikk, humoral immunitet

Immunglobuliner (Ig), eller antistoffer, danner et viktig grunnlag for humoral immunitet.
Spesifikk, humoral immunitet, eller antistoff-mediert immunitet, er den delen av det
adaptive immunforsvaret som aktiveres ved infeksjon av ekstracelluleere mikrober og

toksiner (25).

Til nd har tre klasser av immunglobuliner blitt identifisert hos beinfisk: IgM, IgT og IgD
(30). Av disse, dominerer IgM i det systemiske kretslgpet (blodsystemet), og spiller en
viktig rolle for humoral immunitet hos beinfisk. Modne B-celler, som har utviklet seg til
plasmaceller eller plasmablaster, aktiveres ved binding av fremmede antigener ved
farstegangs eksponering, ogsa kalt primeer immunrespons. Dette starter produksjon av
antigen-spesifikke IgM-strukturer, som bindes i cellemembranen eller sirkulerer fritt i
blodomlgpet (29-31). IgM, membranbundet eller fritt sirkulerende, innehar evnen til a
gjenkjenne antigener ved sekundeer eksponering, noe som kan fgre til en hurtigere og

kraftigere sekundaer immunrespons.

Siden lite forskning har blitt gjennomfgrt for rognkjeks, er kunnskapen om artens
immunologi meget begrenset. Et gkende forbruk av rognkjeks som rensefisk, samt
tidligere nevnte problemer med bakterielle sykdommer i nzeringen, har imidlertid i de

senere ar fgrt til en gkning i forskning rundt dette temaet.

Leukocytter ble for fgrste gang forsgkt karakterisert hos rognkjeks i 2012. En rekke
forskjellige leukocytter ble identifisert, og fagocytterende celler ble pavist (32). Dette
indikerer at det medfgdte immunforsvaret er velfungerende hos rognkjeks. Videre, ble
IgM og B-celler pavist hos rognkjeks i 2015 (33). I det samme forsgket ble spesifikk
antigen-respons pavist via immunisering. Dette viser at rognkjeks innehar de
immunologiske funksjoner som kreves for adaptiv immunrespons, noe som danner

grunnlag for effektiv vaksinering av rognkjeks i oppdrett.
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2.5 Vaksiner til fisk — status for dagens oppdrettsnaering

2.5.1 Vaksiner til oppdrettsfisk — norsk standard

Utvikling og bruk av vaksiner for a forebygge infeksigse sykdommer hos laks i oppdrett,
har veert en viktig faktor for naeringens vekst (2). I dag er det pabudt med vaksinering av
all oppdrettslaks, mot enkelte bakteriesykdommer fgr utsett i sjg (3). Slike pdlegg finnes

ikke for rognkjeks eller annen rensefisk.

Den mest vanlige vaksineringsmetodene i Norge i dag, er multivalente stikkvaksiner som
injiseres i bukhulen (34). Multivalente vaksiner, eller flerkomponent-vaksiner, er
vaksiner basert pa to eller flere agens. Denne formen for vaksinering har vist god effekt
mot en rekke bakteriesykdommer i Norge (34, 35). Agenset i vaksinen bestar som oftest
av inaktiverte eller isolerte deler av bakterieceller, som suspenderes i vann. For a gi gkt
effekt, blir agenset blandet (emulgert) inn i en olje-adjuvant. Det kan brukes forskjellige

typer av adjuvanter, men det mest vanlige i Norge er vann-i-olje emulsjoner (34).

Det er agenset i vaksinen som aktiverer den immunologiske responsen hos fisken, mens
adjuvanten forsterker effekten, og holder agenset samlet og sikrer jevn distribuering i
verten over tid (36). Innfgringen av oljebaserte vaksiner pa 1990-tallet gjorde at
naeringen overkom datidens problemer med dgdelighet knyttet til furunkulose. Det viste
seg samtidig at oljebaserte vaksiner forarsaker omfattende bivirkninger ved injeksjon i
bukhulen (37). Sammenvoksinger og andre vaksinasjonsskader er i dag knyttet til
injeksjon av olje-baserte vaksiner i bukhulen hos laks, og sma til moderate lesjoner er

ansett som akseptable (38).

Man skiller mellom ordinezere, kommersielle vaksiner, og autogene vaksiner (39).
Autogene vaksiner er definert av Statens Legemiddelverk: «Et immunologisk legemiddel
til dyr, fremstilt fra patogene organismer og antigener isolert fra et dyr eller en besetning
og anvendt til behandling av dette dyr eller denne besetning pd samme sted»
Videre star det for vaksiner til fisk: «Det kan eventuelt aksepteres at samme isolat benyttes
til fremstilling av vaksine til fisk som skal settes ut pd flere lokaliteter i samme fjordomrdde

som har felles smittekilde/identisk patogent agens» (40) .
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2.5.2 Vaksiner til rognkjeks i oppdrett

Ett av de viktigste argumentene for vaksinering, i tillegg til individuell beskyttelse, er
oppnaelsen av flokk-immunitet (fra engelsk: herd immunity). Denne effekten oppstar nar
et gitt, hgyt antall individer i en populasjon har utviklet immunitet mot gitte sykdommer,

noe som resulterer i et lavere smittepress for ikke-beskyttede individer (35, 41).

Det rdder i dag bekymringer for om infeksigse sykdommer hos rognkjeks og annen
rensefisk kan smitte over pa laks, og/eller om sykdommer hos oppdrettslaks kan smitte
over til rensefisk (18, 39). For & opprettholde effekten av flokk-immunitet i norsk
oppdrettsneering, er det viktig a utvikle effektive vaksiner for alle arter i oppdrett. Dagens
sykdomsbilde for rognkjeks og annen rensefisk, indikerer at dette ikke er oppnadd med

de vaksinene som benyttes i naeringen i dag (23, 24).

Det foregar nd omfattende forskning innenfor temaet rensefisk. Nye vaksiner til leppefisk
og rognkjeks blir testet ut. I fglge en rapport fra Nofima fra februar 2016 (39), finnes det
i dag, i tillegg til vaksinene som er blitt testet i dette forsgket, kun en kommersiell
stikkvaksine for rognkjeks i Norge. Dette er ALPHA MARINE® micro 4 fra PHARMAQ AS
(39).

[ fglge pakningsvedlegget, publisert pa nettsidene til PHARMAQ AS (42), inneholdt
vaksinen formaldehydinaktiverte kulturer av atypisk Aeromonas salmonicida (A-lag type
ikke spesifisert), samt Listonella anguillarum serotype 01, 02a og O2b. Adjuvanten var

flytende parafinolje (mineralolje), og vaksinen var produsert som en vann-i-olje emulsjon.

Denne vaksinen ble imidlertid trukket tilbake i 2015, og ble erstattet med stikkvaksinen
AMARINE® micro 4-2 i 2016 (pers. med. @yvind Vagnes, Vaxxinova Norway AS, april
2016). 1 fglge pakningsvedlegget, publisert pa nettsidene til PHARMAQ AS (43),
inneholder vaksinen formaldehydinaktiverte kulturer av atypisk Aeromonas salmonicida
(A-lag type 3 og 6), samt Listonella anguillarum serotype O1 og O2a. Adjuvanten er

flytende parafinolje (mineralolje), som en vann-i-olje emulsjon.
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2.6 Oppgavens problemstilling

Med innfgringen av nye arter i oppdrett, mgter man ofte nye utfordringer (44). Hgy
dgdelighet, og redusert velferd for rognkjeks og annen fisk i oppdrett, er et problem som
stadig tas opp til debatt (45, 46). For rognkjeks og annen rensefisk opplever man i dag et
hgyt svinn i sjgfasen, og dgdelighet opp mot 40 % har blitt rapportert fra naeringen (17).
Bakteriesykdommer er ansett som en sentral arsak til den hgye dgdeligheten (23, 24).
[ likhet med flere andre oppdrettsarter, er bakterieinfeksjoner viktige arsaker til svinn
(47), og det er i dag et behov for d utvikle nye og mer effektive vaksiner spesifikt tilpasset

for rognkjeks (39).

Med bakgrunn i dette, var det interessant 3 undersgke immunrespons hos rognkjeks etter
intramuskuleer og intraperitoneal administrasjon av to ulike oljebaserte
injeksjonsvaksiner. Som adjuvant ble det i vaksine 1 brukt vegetabilsk olje, og i vaksine 2
ble det brukt en mineralolje. Fglgende fire antigener ble inkludert i begge vaksinene:

Aeromonas salmonicida gruppe 5 og 6, Vibrio anguillarum 01 og Moritella viscosa.

Delmal

1. Undersgke velferdsindikatorer som tilvekst, bivirkninger i hht. Speilberg skala
og dgdelighet etter intramuskuleer og intraperitoneal injeksjon av de to forskjellige

vaksinene.

2. Undersgke utvikling av, og eventuelle forskjeller i antistoffrespons etter

intramuskuleer og intraperitoneal injeksjon med de to forskjellige vaksinene.

3. Utfgre histologiske undersgkelser for & studere distribusjon av antigen, samt grad av

betennelse etter intramuskulzaer injeksjon av de to forskjellige vaksinene.

11
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3 Materialer og Metoder

3.1 Vaksiner og dets komponenter

Begge vaksinene som ble benyttet i dette forsgket, var testvaksiner fra Vaxxinova Norway
AS. Fglgende fire antigener ble inkludert i begge vaksinene: Aeromonas salmonicida
gruppe 5 og 6, Vibrio anguillarum 01 og Moritella viscosa. Den eneste forskjellen mellom
vaksinene, var at det ble benyttet forskjellige olje-adjuvanter, fordelt pa fglgende mate

mellom de to vaksinene:

Vaksine 1: basert pd adjuvant av vegetabilsk olje (ikke oppgitt)

Vaksine 2: basert pd adjuvant av mineralolje (parafin)

Av konkurransemessig hensyn, er detaljene rundt adjuvanter og spesifikke bakterie-
isolater holdt tilbake av produsent. Annen produksjonsmessig informasjon, formidlet fra

Vaxxinova, star oppfgrt under:

[solatene ble fgrst blandet ut manuelt i PBS med 1.5 % NacCl til gnsket styrke. Videre

blanding foregikk i en IKA T18 Ultraturrax homogenisator.
Fglgende blandingsprosedyre ble benyttet ved utblanding av vaksine 1 (vegetabilsk olje):

1. Olje og surfactant blandes i 1 min ved 10.000 rpm
2. Antigen (i PBS) blandes 1 min ved 10.000 rpm
3. Tilsetter vannfase sakte til oljen, som blandes ved 10.000 rpm til homogenitet oppnas

4. Videre blanding ved 20.000 rpm i 1 minutt

12
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Fglgende blandingsprosedyre ble benyttet for vaksine 2 (mineralolje):

1. Antigen ogen blanding av vann og Tween 80 (60 % vann / 40 % Tween 80) ble blandet
utved 10.000 rpm i 4 x 5 sekunder

2. Miksen fra punkt 1. blandes med parafinolje ved 10.000 rpm i 3 minutter

Blandingsforholdet i de forskjellige vaksinene var 70 % olje og 30 % vann.

Antigenene som ble benyttet i vaksinene, har tidligere blitt pavist ved sykdomsutbrudd

hos rognkjeks (8, 23, 24).

De forskjellige gruppene (A-lag typene) av A. salmonicida, ble nylig klassifisert av Gulla et
al. (48). Atypiske varianter av A. salmonicida, gruppe 5 og 6, ble ogsa pavist hos rognkjeks
etter utsett i sjg av Gulla et al. (49).

Vaksinene som ble benyttet i dette forsgket, inneholdt dermed antigener som er hgyst

aktuelle for det ndveerende sykdomsbildet for rognkjeks og annen rensefisk.

13
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3.2 Lgsninger til prgvetaking og analyser:

Her fglger en oversikt over de viktigste Igsninger, reagenser og forkortelser benyttet i

forsgket. En fullstendig liste over reagenser og produsenter finnes i appendiks I.

Tabell 2. Lgsninger for prgvetaking og immunisering.

Desinfisert vann (dH20):

Tappes fra Milli-Q® Direct Water Purification System pa NFH

Formalin:
900 ml dH20

100 ml formaldehyd (> 34,5 %)

Fosfatbufret saltvann (PBS):
900 ml dH20

100 ml 10x PBS fra NFH

Tabell 3. Lgsninger for immunhistokjemi.

Tris-bufret saltvann (TBS):
900 ml dH20

100 ml 10x TBS fra NFH

TBS med 0,1 % Tween (TBST):
1000 mI TBS

1 ml Tween 20

Blokkerings-buffer:
100 ml TBS

30 g fettfri tgrrmelk
0,3 ml Tween 20
500 IU Na-heparin pr. ml ferdig I@sning

Substrat-lgsning:

dH20
SIGMAFAST™ Fast Red TR/Naphthol AS-MX Tablets (1 pr. ml dH20)
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Tabell 4. Lgsninger for ELISA.

PBS med 0,05 % Tween (PBST):
1000 ml PBS

0,5 ml Tween 20

Coating-buffer (pH 9,6):

0,795 g Na2CO3

1,465 g NaHCO3

500 ml dH20, og tilpassing av pH til 9,6 med HCL

Pre-coatingbuffer:

0,5ml 0,1 % Poly-L-lysin Igsning (PLL)
99,5 ml coating-buffer
Blokkerings-buffer:

2,5 g fettfri tgrrmelk

50 ml PBST

Analyse-buffer:
0,5 g fettfri tgrrmelk

100 ml PBST

Substrat-buffer:

7,51 g glysin

203 mg MgCl2

136 mg ZnCl2

1000 ml dH20, og tilpassing av pH til 10,4 med NaOH

Substrat-lgsning:
Substrat-buffer

Alkaline Phosphatase Yellow (pNPP) tabletter (1 pr. 5 ml Substrat-buffer)
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3.3 Forsgksfisk - oppstalling og foring:

Fisken som ble benyttet i forsgket var rognkjeks som stammer fra villfanget avlsfisk som
holdes hos Norsk oppdrettsservice AS i Flekkefjord. Derfra ble rogn levert til Nofima AS
sitt landanlegg pa Kraknes, som til daglig driftes av Havbruksstasjonen i Tromsg AS.
Klekkingen foregikk i perioden 1-3. juni 2015, hvorpa yngelen ble levert fortlgpende til

Havbruksstasjonen sitt landanlegg i Karvika.

Etter oppstalling ble fisken gitt start-for tilpasset marin yngel i en periode inne pa
avdelingene D og E, far sortering inn i grupper etter stgrrelse i karene A14, A15 og A20
pad avdeling A. I startforings-fasen ble det gitt forskjellige typer for: Fisken som ble sortert
inn i kar A14, fikk for fra Tromsg Fiskeindustri AS (Aglonorse), mens fisken i A15 og A20,
fikk en blanding av fér fra BioMar AS (ProWean og ProStart). Dette er den eneste
registrerte forskjellen i behandling fgr forsgksstart. Etter at fisken ble overfgrt til avdeling
A, ble den gitt vekst-for fra Skretting AS (Amber Neptun) etter appetitt (ad libitum)
gjennom hele forsgket. Fisken ble sultet de siste 48 timene fgr forsgksstart, for a redusere

faren for tarmstikk ved immunisering.

Fire dager fgr, og opp til forsgksstart, ble temperaturen gradvis gkt i karene for a
akklimatisere fisken til gnsket temperatur pa 10 °C (fra naturlig sjgtemperatur pa ca. 9
oC). Pa dag 0 ble fisken overfgrt til nye, sirkuleere kar pa 140 L med oppvarmet sjgvann
(10 °C) inne pa avdeling A, og denne temperaturen ble holdt gjennom hele forsgket (+ 1
°C). Temperatur, for-spill og fiskens oppfgrsel i karene ble kontrollert daglig.
02-metningen (som skulle ligge pa rundt 100 %) ble kontrollert ukentlig.
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3.4 Forsgks - og gruppeoppsett:

Selve forsgket ble inndelt i to deler, med immunisering av henholdsvis fiskegruppe 1 (Gr.
1) og fiskegruppe 2 (Gr. 2) med en ukes mellomrom (19.10.15 og 27.10.15). Inndelingen
av de to gruppene ble gjort etter fiskestgrrelse i forkant av immunisering; fisk over 10
gram til Gr. 1, og fisk mellom 4-8 gram til Gr. 2. Det ble akseptert en feilmargin pa + 0,5
gram i forhold til gvre og nedre vekt-grenser (med unntak av nedre grense for Gr. 2, som

var pa 4,0 gram). Dette ble gjort for a fa nok fisk til a fylle de forskjellige gruppene.

Deretter ble fisken delt videre inn i to hovedgrupper ut fra injeksjonsmetode; enten via
intramuskuleer (IM) eller intraperitoneal (IP) injeksjon. Injeksjonsmetoder og stikksted

er illustrert i figur 2.

Stikkpunkt for vaksinering av rognkjeks

Det er viktig at det
ikke er sideawvvik,

Anbefalt stikkpunkt er midt mellom og at nala er 90°
bakre kant av sugekoppen og gatt. pa fisken.
PHARMAR Zoetis
we make aquaculture progress

Figur 2. Injeksjonsmetoder for rognkjeks.

IP injeksjon (tv.) - stikksted midt mellom gattapning og bakre kant av sugekopp. Kilde: (50)
IM injeksjon (th.) - dorsalt stikksted, pa venstre side av ryggpukkel og vertikalt for brystfinnen.

Foto (IM-bilde th.): Martin Rgnbeck Lundberg
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Hovedgruppene ble videre inndelt i tre undergrupper etter hvilke injeksjonslgsninger
fisken ble administrert; enten vaksine 1 (V1), vaksine 2 (V2) eller PBS. Hver av
IM-gruppene besto av totalt 62 fisk, mens IP-gruppene besto av totalt 25 fisk. I tillegg ble
det medregnet tre kontrollgrupper (ikke-immunisert negativ kontroll) bestdende av 5
fisk. Av velferdsmessige arsaker, og pa bakgrunn av anbefalinger fra produsent
(Vaxxinova Norway AS), ble ikke V2 administrert IM til fisk i Gr. 2. Dette gir et totalt antall

pa 475 fisk i forsgket. Gruppeinndelingene er illustrert i tabell 5.

Tabell 5. Gruppeinndeling og oppstalling

Gruppe [Injeksjon [Karnr. Adm. Ant. fisk

V1 62

M Al7 V2 62

Gr.1 C?S §§
(>10g)

IP A18 V2 25

PBS 25

- A15 og A20|Kontroll 10

V1 62

M All V2 -

w3

4-8

(4-8¢) IP A2 [v2 25

PBS 25

- Al4 Kontroll 5

Total sum av ant. fisk i fosgket 475

Ved forsgksstart ble fisken overfgrt til et ventekar. Deretter ble fisken gradvis hdvet over
til et bedgvelseskar, og bedgvet (med innsovningstid pa 30-50 sekunder) med ett gram

Finquel vet. (Western Chemical Inc., USA) fordelt pa ti liter sjgvann, fgr videre handtering.

Hver enkelt fisk ble deretter undersgkt og veid. Enkeltfisk som ikke tilfredsstilte gvre og
nedre vektkrav, eller hadde fysiske deformiteter etc., ble sortert ut og ikke tatt med i
forsgket. Fisken ble sa fordelt slik det star oppfert i tabell 5. Bedgvelse av rognkjeks fgr
vaksinering er ingen fast standard (50), men ble vurdert gunstig for dette forsgket

grunnet ekstra handtering ved merking etc.
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Deretter ble fisken merket ved hjelp av VIE-merking (Visible Implant Fluorescent
Elastomer), i overgangen mellom hodet og fremre del av ryggpukkel. Merkemetoden er
vurdert som egnet av Nofima (51) og Veterineerinstituttet (52), og ble gjennomfgrt i
henhold til manualer fra produsent (53). V1-gruppene ble merket med rgdt, V2-gruppene
med gult (grgnt fluoriserende) og PBS-gruppene med oransje (gul-oransje fluoriserende).
Disse fargene kunne enkelt skilles fra hverandre ved handtering og etter overfgring til
kar, ved d benytte bla LED-lykt for a synliggjgre fluoriseringen. Det ble benyttet LED-lykt,

elastomer-farger og injeksjonssett fra Northwest Marine Technology Inc., USA.

Etter merking fikk hver fisk injisert en dose pa 50 pl av enten V1, V2 eller PBS, fgr direkte
overfgring til oppvakningskar. Selve immuniseringen ble gjennomfgrt av personell fra
Vaxxinova Norway AS. Det ble benyttet en Microfish 0,05 ml selvpafyllende
doseringssprgyte (Kaycee Veterinaty products LTD, UK) og naler fra Unimed pa 0,5 x
3 mm for Gr. 2, og 0,5 x 4 mm for Gr. 1 (Unimed SA, Sveits). Etter oppvakning ble fisken
overfgrt direkte til forsgkskarene (IP-grupper og IM-grupper fordelt pa to adskilte kar),
med unntak av IM-fisk som skulle tas ut for prgvetaking etter en og fire timer. Disse ble
vaksinert til slutt og overfgrt til egne kar pa 50 liter etter oppvakning, hvor de befant seg

frem til uttakstidspunktet. Dette er illustrert i figur 3.

Figur 3. Kar for fisk som skulle tas ut etter 1 og 4 timer.

Foto: Martin Rgnbeck Lundberg
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3.5 Prgveuttak:

3.5.1 Organ- og bloduttak

Det ble videre gjennomfgrt uttak av blod- og organprgver ved gitte intervaller etter

immunisering (se tabell 6). | ssmmenheng med prgveuttak ble det, i henhold til metoder

oppgitt i delkapittel 3.6.1 b, i tillegg gjennomfgrt visuelle undersgkelser av bukorganer

hos fisk i IP-grupper pad dag 21, 42 og 84.

Tabell 6. Forsgksoppsett og uttaksplan for samtlige fiskegrupper.

21 og 42 dager*: Uttak av IM-grupper: 6 fisk (Speilberg + blod) + 4 fisk (pra@vetaking + blod).

21 og 42 dager*: Uttak av IP-gruppen: 10 fisk (Speilberg + blod).

84 dager **: Uttak av resterende fisk fra samtlige grupper (Speilberg + blod).

Kontroll ***: Uttak av blodprgver fra uvaksinert kontrollfisk (kar A20) pa dag 84.

Gruppe 1

Gruppe 2

(>10g)

(4-8g)

Tidspunkt

IM

V1

[v2

[PBS

V2

PBS

V1

V2

PBS

V1

V2

PBS

Sum

Dag 0

5

10

1time

20

4 timer

20

1dag

20

2 dager

20

4 dager

20

7 dager

20

14 dager

HlpIdlIdIdIDID

HIpID|IDID|IDID

BlpIdIdIdIDIDS

Bl IDIDIDIDID

IR RN RN RN

20

21 dager *

10

10

10

10

10

10

110

28 dager

20

42 dager *

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

110

84 dager **

10

10

10

10

10

80

Kontroll ***

Sum

191

75

129

75

475

Pa bakgrunn av egne forsgk med bedgving av rognkjeks, samt artikler og rapporter som

tar for seg dette temaet (50, 54), ble det besluttet a ikke benytte bedgvelse til eller i

forkant av avliving. Rognkjeks er ansett som en rolig fisk ved handtering, og bedgvelse

har blitt vist 4 kunne gi gkt stress for rognkjeks ved transport og handtering (54).

Fisken ble havet opp av karene og overfgrt til et ventekar, fgr en og en fisk ble tatt opp og
pafgrt et slag mot hodet. Etter veiing og maling ble dette etterfulgt av dekapitering, far

videre prgvetaking. Denne metoden samsvarer med gjeldende lovverk (3, 55), samt

kultiveringsveilederen fra Veterinarinstituttet (56), og ble gjort med mal om a utsette

fisken for minst mulig fysisk og mental lidelse.
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For IM-grupper ble det tatt ut prgver pa formalin fra stikksted, hodenyre, milt og gjeller,
samt prgver av stikksted, hodenyre og milt pa RNAlater® (Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA). For IP-grupper ble det tatt ut bukorganer (hodenyre og mage/tarm med
blindsekker og milt) og gjeller pa formalin, samt prgver av hodenyre og milt pa
RNAlater®. I tillegg ble det tatt ut sd mye blod som mulig fra halevenen (vena caudalis)
hos samtlige fiskegrupper 21, 42 og 84 dager etter immunisering, ved hjelp av enten BD
vacutainer-ndler (0,7 x 25 mm) eller ved hjelp av sprgyter (1 ml) med BD ndler (0,5 x 16
mm el. 0,6 x 25 mm) for sma fisk. Blodprgvene ble samlet pa rgde BD CAT-vacutainere

(Clot Activator Tubes), og oppbevart pa is frem til videre behandling.

3.5.2 Bearbeiding og lagring av prgver

Vevs-prgver pa formalin ble lagret i romtemperatur i 48 timer fgr videre behandling.
Disse ble deretter tatt ut og overfgrt til perforerte plastkassetter, fgr formalin ble skylt av
i PBS og prgvene ble overfgrt til 70% etanol for langtidslagring. Prgver pa RNAlater® ble
oppbevart i kjgleskap (ved 4 °C) ON, fgr videre lagring i fryser ved - 20 °C.

Blodprgvene ble transportert pa is til labben pa NFH, og ble deretter sentrifugert innen 5
timer etter prgveuttaket. Sentrifugeringen foregikk i en Heraeus Multifuge 1 S-R
sentrifuge (Thermo Fisher Scientific Inc.,, USA) i 10 minutter ved 3000 rpm. og 4 °C.
Serumet, som da hadde lagt seg som et lag (supernatant) over blodcellene, ble videre

pipettert over pa eppendorfrgr og lagret ved - 20 °C for videre behandling.

Det ble laget serum-pools fra individ-serum for de forskjellige gruppene. For Gr. 1 ble
dette gjort etter lagring (ved - 20 °C) pa NFH. Her ble 20 pl serum fra hver av fiskene
overfgrt til et nytt, felles eppendorfrgr. For Gr. 2 ble serum-pools laget til i felt, i
sammenheng med prgvetaking. Dette ble gjort for 4 fa mest mulig serum totalt fra individ-

prgver (serum) pa rundt 0,1 ml (eller mindre) pr. fisk.

Videre analyser av prgver pa RNAlater® fra Gr. 1, og samtlige prgver fra Gr. 2 (med
unntak av enkelte serum-prgver), ble av tidsmessige arsaker ikke gjennomfgrt i denne
oppgaven. Andre data for Gr. 2 (vekst og dgdelighet etc.), ble av samme adrsak heller ikke

videre bearbeidet.
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3.6 Analyser

3.6.1 Registrering av velferdsindikatorer

a) Vekstutvikling

Fiskens spesifikke vekstrate (SGR) over tid (fra engelsk: specific growth rate), er en egnet
indikatorer pa dyrevelferd (57). Syk, stresset eller skadet fisk spiser som regel mindre
enn tilsvarende friske individer, noe som fgrer til lavere tilvekst (58). I dette forsgket ble
fiskens vekt registrert i forkant av immunisering, med pafglgende registreringer ved
samtlige prgveuttak etter forsgksstart. SGR ble benyttet for a illustrere eventuelle
forskjeller i tilvekst mellom gruppene. Grunnet manglende individmerking og mulighet til
a fglge enkeltindivider i forsgket, ble SGR beregnet ut fra gruppevis gjennomsnittsvekt for
vekstperiodene mellom de forskjellige prgveuttakene. SGR ble beregnet etter fglgende

metode, hentet fra ref. (59).

Spesifikk vekstrate er et uttrykk for prosentvis daglig vekst mellom to maletidspunkter,

og kan beregnes ut fra fglgende formel:
SGR=100x (In W2 -In W1)/T

Ln W1 og In W2 star for logaritmen til fiskens gjennomsnittsvekt ved henholdsvis fgrste

og andre maletidspunkt. T er tiden (antall dager) mellom disse.
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b) Speilbergs skala

Ved kommersiell oppdrett av laks i Norge, er det i dag lovpalagt med vaksinering mot
enkelte bakteriesykdommer fgr utsett i sjg (3). Vaksinering via IP injeksjon av oljebaserte
vaksiner, er den mest vanlige metoden (34). Denne formen for vaksinering, vil i mange
tilfeller kunne gi forskjellige former for bivirkninger og skader i bukhulen, og sma til
moderate bivirkninger er ansett som akseptable (38). For a evaluere slike bivirkninger,
er det i dag vanlig 4 benytte seg av Speilbergs skala (8), som rangerer adheranser i
bukhulen (fra 0-6) hos laks etter omfang og alvorlighetsgrad. Etter denne skalaen regnes
scoringer mellom 1-2 for d veaere av en slik grad at det ikke pavirker fiskens vekst og
velferd, mens hgyere scoringer vil kunne gi en variert grad av negative innvirkninger. [
dette forsgket ble det benyttet en modifisert variant av Speilbergs skala utarbeidet av
Vaxxinova Norway AS, som vist i tabell 7. Andre parametere for vaksinebivirkninger og

vaksineskader (se figur 4 og tabell 8-11) ble registrert som tilleggsinformasjon.

Tabell 7. Modifisert Speilbergs skala (kilde: Vaxxinova Norway AS).

Grad Beskrivelse

0 Ingen synlige forandringer i bukhulen.

1 Svake sammenvoksingerietbegrenset omrade, ofte som bindevevstrader rundt
injeksjonssted. Lett & Igsne.

5 Moderate sammenvoksinger mellom organ og/eller mellom organ og bukvegg.
Stgrre utbredelse og/ellersitter fastere enn grad 1. Lett & I@sne.
Tydelige sammenvoksinger mellom organ og/eller mellom organ og bukvegg. Lever

3 og/eller sysmmeblare kan vaere festet til organ. Sammenvoksinger sitter fastere
og/eller har stgrre utbredelse enn grad 2.
Til dels kraftige sammenvoksinger mellom organ og/eller mellom organ og bukvegg.

4 Involverer store deler av bukhulen. Sammenvoksinger ervanskelig & Igsne uten a
skade organ og/eller bukhinne. Organ kan fremsta som en pakke og granulom kan
finnesiavgrensete omrader.

s Som for grad 4, men med stgrre utbredelse. Bukhinne skades ved fjerning av organ.
Tilstedevaerelse av granulom i organ og/eller mellom organ og bukvegg.
Som for grad 5, men involverer alle organeri bukhulen. Tilstedevarelse av store

6 granulom i organ, eller mellom organ og bukvegg. Organpakke lar seg ikke fjerne

uten tydelige skader pa bukhinne ogfilet.
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Tabell 8. Lokalisering av adheranser i bukhulen (kilde: Vaxxinova Norway AS).

Lokalisering Beskrivelse

Kraniale deler av bukhulen, inkludert svelg, dorsal del av lever samt fremre del

Lok. 1 (halvdel) av svgmmeblaere avgrenset av bakre kant av lever

Lok. 2 Dorsale deler av bukhulen fra bakkant av lever mot svgmmeblaere inkludert baktarm

Lok.3  Ventrale deler av bukhule, deler av bukhulen som ikke dekkes av lokalisering 1 og 2

Figur 4. Lokalisering (1-3) av adheranser.

Foto og red.: Eivind Isdal, Vaxxinova Norway AS.

Tabell 9. Gradering av melanin i bukorganer (kilde: Vaxxinova Norway AS).

Grad Beskrivelse

0 Ingen synlig melanin paindre organ

Synlig melanin i sma mengder og i avgrenset omrade

N

Mye melanin i avgrenset omrade eller moderat melanin over stgrre omrade

w

Mye melanin paelleri organ, over store omrader/alle organ
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Tabell 10. Gradering av melanin i bukhinne/muskel (kilde: Vaxxinova Norway AS).

Grad Beskrivelse
0 Ingen synlig melanin pa bukhinne
1 Synlig melanin i sma mengder ogi avgrenset omrade, lar seg enkelt fjerne
5 Mye melanin i avgrenset omrade eller moderat melanin over stgrre omrade,
vanskelig a fjerne uten a skade bukhinne
3 Mye melanin pa elleri filet, over store omrader. Lar seg ikke fjerne uten a skade

bukhinne/muskel

Tabell 11. Gradering av vaksinerester i bukhulen (kilde: Vaxxinova Norway AS).

Grad Beskrivelse
0 Ingen synlige vaksinerester
1 Sma mengder vaksinerester innkapsleti depot/draper og i begrenset antall depot
2 Fritflytende vaksine og eller stgrre depot/draper pa/i organ
3 Stgrre mengder fritflytende vaksine, som nar fisken er nyvaksinert

c) Dgdelighet

Registrering av dgdelighet ble i dette forsgket gjort av rgktere eller forsgkspersonell i

sammenheng med prgveuttak, daglige temperaturmalinger og/eller ved annen visuell

kontroll av forsgkskar. Dgdfisk ble havet opp og dissekert ved pavisning, eller frosset ned

(ved -20 °C) i pavente av videre bearbeiding.
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3.6.2 ELISA

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) er en kvantitativ analysemetode som ofte
brukes for & detektere og kvantifisere antigener eller antistoffer i en gitt Ilgsning. Metoden
utnytter affiniteten mellom et gitt antigen og dets spesifikke antistoff. Ved a tilsette et
enzymkoblet sekundeert antistoff, etterfulgt av substrat-tilsetting, fir man en
fargeendring som kan males ved optisk tetthet (OD) i et spektrofotometer (60). I dette
forsgket ble ELISA benyttet for & gradere (kvantifisere) antistoffrespons hos rognkjeks

etter vaksinering.

a) Inaktivering og behandling av bakterie-prgver

Inaktiverte bakterieprgve, for bruk i ELISA, ble mottatt fra produsent (Vaxxinova Norway
AS). Antall celler pr. ml lgsning ble oppgitt i CFU (colony forming units) fra produsent, en
maleenhet som angir antall koloniformige enheter. Dette ble omregnet til et totalt antall

celler pr. ml Igsning ved bruka av et Buirker tellekammer (Brand, Tyskland).

For ELISA-testen ble det gjort forsgk med hele (HC) og ultrasonikerte (US) bakterieceller.
Erfaringer fra tidligere forsgk av Toni Erkinharju (pers. med. Toni Erkinharju, januar
2016), har vist at bakterielgsninger med US bakterieceller gir bedre (jevnere) binding i
brgnnene, enn lgsninger med HC bakterieceller. For a sikre best mulig resultat, valgte man

likevel 4 teste begge metodene for behandling av bakterier

Sonikering av bakterielgsninger foregikk i en Sonopuls HD 60 sonikeringsmaskin
(BANDELIN electronic GmbH & Co., Tyskland) kontinuerlig i 30 sekunder, og ved 80%
styrke.
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b) Tillaging av prgver og kontroller for ELISA

Det ble i fgrste omgang gjennomfgrt et pilotforsgk med fire ELISA-plater, med serum-
pools fra fisk i Gr. 2 fra dag 42. Hensikten med dette var a teste forskjellige fortynninger,

og finne en egnet positiv kontroll for resten av ELISA-malingene.

Hgyest respons i pilotforsgket ble malt for den IP vaksinerte V1-gruppen, og denne
serum-prgven ble derfor valgt som positiv kontroll. Det ble samtidig testet fortynninger,
og resultatet gjorde at hovedforsgket ble gjennomfgrt med triplikater av to forskjellige

fortynninger: 1:100 og 1:200.

Det ble laget fire forskjellige plateoppsett, slik at hvert oppsett kunne brukes til a
sammenligne aktuelle faktorer (V1 vs. V2 og IM vs. IP). De forskjellige plateoppsettene er
illustrert i appendiks IV. Dette oppsettet muliggjgr sammenligninger av faktorer, uten
sammenligning av forskjellige plater. Beregninger av plateforskjeller (normalisering av

plater) blir derfor ungdvendig.

[ tillegg til serum-prgvene som ble undersgkt i hovedforsgket, ble fglgende tillaget:

Positiv kontroll (PK):

Serum-pools fra IP-fisk (V1 i Gr. 2) fra dag 42.

Negativ kontroll (NK):

Serum-pools fra uvaksinert fisk (kar A14) fra dag 0.

“Ukjente” (serum-prgver):

Serum-pools fra Gr. 1 (IP- og IM-fisk - V1, V2, PBS).

“Blanks“:

Brgnner kun tilsatt 100 pl analyse-buffer.
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c) Gjennomforing av ELISA

Nittiseks-brgnners mikro-titer plater (Nunc MaxiSorp fra Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA) fikk tilsatt 100 pl pre-coatingbuffer, og ble inkubert i 5 min ved romtemperatur (RT).
Dette ble etterfulgt av tre gangs vasking med 200 pl PBST (fast vaskeprosedyre), og videre
coating med en av fire inaktiverte bakterietyper: A. salmonicida gr. 5, A. salmonicida gr. 6,
V. anguillarum 01, eller M. viscosa. Hver brgnn fikk da tilsatt 100 pl bakterie-lgsning (108
celler/ml i coating-buffer) med enten HC eller US bakterieceller. Platene ble deretter satt
til sentrifugering (10 min ved 1.000 rpm. ved 4 °C), fgr inkubering ved 4 °C over natten
(ON).

Pafglgende dag ble platene vasket fgr tilsetting av 200 pl blokkeringsbuffer, og deretter
inkubering i 2 timer ved RT. Blokkering gjgres for a forhindre uspesifikk binding i
brgnnene. Etter vasking ble platene enten tatt videre i prosessen, eller de ble lagret ved -
20 °C for senere bruk. Det ble videre tilsatt 100 pl rognkjeksserum (serum-pools i
analysebulffer) pr. brgnn, fordelt pa triplikater med 1:100 og 1:200 fortynning. Brgnner
med kontrollserum (NK og PK) og “blanks" ble ogsa tillaget. Platene ble deretter inkubert
ved 4 °C ON.

Dagen etter ble platene vasket, fgr samtlige brgnner fikk tilsatt 100 pl kanin anti-
rognkjeks [gM serum (Vaxxinova Norway AS), fortynnet 1:400 i analysebuffer. Platene ble
inkuberti 1 time ved RT. Etter inkubering, samt pafglgende vasking, ble det tilsatt 100 pl
alkalisk fosfatase-konjugert sekundeert antistoff (geit anti-kanin IgG; Sigma-Aldrich Co.),
fortynnet 1:400 i analysebuffer. Platene ble inkubert i 1 time ved RT, og sa vasket fgr
tilsetting av 100 pl substrat-lgsning og inkubering (mgrkt) i 30 min ved RT. Deretter,
umiddelbart etter endt inkuberingstid, ble OD avlest i et spektrofotometer (VersaMax
Absorbance Microplate Reader; Molecular Devices, LLC, USA) ved en bglgelengde pa 405

nm.
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3.6.3 Histologi

Mikroanatomi, eller histologi, er leeren om vevets naturlige oppbygging og
sammensetning. For 4 kunne pavise patologiske endringer i vevet (histopatologi) grunnet
sykdom, skade eller infeksjon, er kunnskap om vevets naturlige tilstand essensielt.
Histologiske undersgkelser omfatter mikroskopering av fargede snitt av vev (38), og er
av hgy viktighet for & kunne pavise sykdom, spesielt i tilfeller der makroskopiske

sykdomstegn er vanskelige a detektere.

[ dette forsgket ble histologiske undersgkelser gjennomfgrt med den hensikt a pavise
eventuelle negative innvirkninger av vaksinering. Forskjellige grader av inflammasjon i
vevet, ble benyttet som indikator pa negativ innvirkning. Ved prgveuttak ble det
giennomfgrt en kombinasjon av et horisontalsnitt langs fiskens ryggvirvel, og tre
transversalsnitt fra dorsal side mot ryggvirvel. Dette resulterte i tre vevsbiter fra

ryggmuskulaturen, som ble nummerert fra 1-3. Dette illustreres i figur 5.

& =

Figur 5. Metode for uttak og bearbeiding av vevsprgver fra rognkjeks (snitt 1-3).

Foto: Martin Rgnbeck Lundberg
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a) Dehydrering og innstgping

Kassetter med vevsprgver (fra lagring pa 70 % etanol) ble satt til dehydrering etter tabell
12 ON i en Citadel 2000 vevs-prosessor (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). Pafglgende
dag ble vevsbitene tatt ut og innstgpt i blokker av parafinvoks (Histowax® fra Histolab
Products AB, Sverige) ved hjelp av en Leica EG 1150H innstgpningsmaskin (Leica
Biosystems, Tyskland). Blokkene ble lagret ved RT for videre behandling.

Tabell 12. Dehydreringstrinn etter program A1 i Citadel 2000.

Kar nr. Innhold Tid
1 96 % etanol 2t
2 96 % etanol 2t
3 100 % etanol 2t
4 100 % etanol 2t
5 100 % etanol og HistoClear™ (1:1) 1t
6 HistoClear™ 1t
7 HistoClear™ 1t
8 HistoClear™ 1t
9 HistoClear™ og parafinvoks (1:1) 1t

10  Parafinvoks 3t

b) Snitting av vevsprgver

Etter lagring ble blokkene nedkjglt pd is fgr snitting, som ble gjennomfgrt i en Leica
RM2235 mikrotom (Leica Biosystems GmbH, Tyskland). I fgrste omgang ble det snittet
ned til gnsket dybde i vevet, fgr blokkene ble lagt til dekalsifisering i 10 % HCl i 60 min.
Dette ble gjort etter anbefalinger og metoder fra Veterineerinstituttet (pers. med. Kristian
Hoel, Veterinerinstituttet, januar 2016). Prgvene ble deretter videre snittet ved 7 pm og
overfgrt til vannbad (42 °C) og objektglass. De ferdige snittene ble satt til tgrking i

varmeskap ved 60 °C i 30 min.
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c¢) Farging og montering

Shandon Instant Hematoxylin og Eosin (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) ble benyttet
for farging av snitt. De forskjellige reagensene ble preparert i henhold til beskrivelse fra

produsent.

For & fjerne overflgdig parafinvoks, som fgrer til ufullstendig farging av vev, ble snittene
farst inkubert 4 minutter i HistoClear™ (National Diagnostics Inc., UK). Deretter ble
prgvene overfgrt til en Leica ST4020 Small Linear Stainer (Leica Biosystems, GmbH,
Tyskland) for videre deparafinisering, og farging i henhold til metoder oppfgrt i tabell 13.
Etter farging, ble dekkglass montert pa snittene ved hjelp av et ikke-vannlgselig
monteringsmedium (Eukitt® fra Sigma-Aldrich Co., USA), fgr langtidslagring ved RT i

pavente av videre analyser.

Tabell 13. Deparafinisering og farging i Leica ST4020 (90 sekunder i hvert kar).

Kar nr. Innhold

1 Histoclear™

2 2.100 % etanol
3 3.96 % etanol

4 4.96 % etanol

5 5.Vann

6 6. Hematoxylin

7 7. Hematoxylin

8 8. Vann

9 9. Vann

10 10. Eosin

11 11.96 % etanol
12 12.96 % etanol
13 13.100 % etanol
14 14.100 % etanol
15 15. Histocelar™
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3.6.4 Immunhistokjemi

Immunhistokjemi er en analysemetode som benyttes for & pavise tilstedeveerelse av
spesifikke antigener i histologiske snitt (61). Dette gjgres ved a inkubere vevssnitt med
spesifikke antistoffer mot det antigenet man gnsker a detektere, etterfulgt av et
sekundeert antistoff koblet til et malbart reportermolekyl. 1 dette forsgket ble
immunhistokjemi benyttet for a pavise tilstedeveerelsen av vaksine i muskelsnitt av

rognkjeks, hvor V. anguillarum O1 var inkludert i vaksinen.

a) Dehydrering, innstgping og snitting av vev

Dehydrering, innstgping og snitting av vev ble gjort etter samme metoder som for
histologi (se delkapittel 3.6.3 a), med unntak av enkelte forskjeller for a sikre best mulig
feste til objektglassene: 1) snittene ble tgrket i varmeskap ved 60 °C ON og 2) det ble

benyttet spesielle objektglass (Poly-Prep Slides) for immunhistokjemi (Sigma-Aldrich Co.,
USA).
b) Deparafinisering og rehydrering

For a fjerne overflgdig parafinvoks, som fgrer til ufullstendig farging av vev, ble snittene
farst satt til deparafinisering i 2 x 10 min i HistoClear™. Rehydrering av snittene ble

deretter gjennomfgrt i henhold til tabell 14.

Tabell 14. Rehydrering av snitt til immunhistokjemi

Kar nr. Innhold Tid
1 HistoClear™ 2 x 10 min
2 100 % etanol 2 X 5 min
3 90 % etanol 2 min
4 70 % etanol 2 min
5 50 % etanol 2 min
6 Rennende kaldt vann 1x'5 min

(eller inntil antigengjenvinning)
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¢) Blokking og immunhistokjemisk farging

Overflgdig veeske etter rehydrering ble helt av ved & bikke objektglassene pa siden, og
eventuelle rester ble fjernet ved hjelp av trekkpapir. (Den samme metoden ble benyttet
gjennom hele prosessen). Snittene ble deretter ringet inn (isolert) ved hjelp av en Dako-
penn (Dako Denmark A/S). Etter isolering ble snittene vasket 2 x 3 min i henholdsvis TBS
og TBST, far overfgring til fuktkammer og videre tilsetting av blokkeringsbuffer. Det ble
tilsatt mellom 100-200 pl 1gsning for hver av etappene i prosessen (nok til 4 dekke og
danne drape over snittet). Inkuberingstid for blokkering og antistoff-binding var pa 30

min ved RT.

Etter endt blokkering, ble overflgdig blokkeringsbuffer vasket av med TBST, fgr tilsetting
av primeert antistoff (kanin anti-V. anguillarum 01 fra NFH, produsert av personale fra
Forskningsstiftelsen ved Universitetet i Tromsg) fortynnet 1:500 i TBST. Snittene ble
deretter vasket 2 x 5 min i TBS, fgr tilsetting av alkalisk fosfatase-konjugert sekundeert

antistoff (geit anti-kanin IgG, Sigma-Aldrich Co.).

Snittene ble deretter vasket 2 x 5 min i henholdsvis TBST og TBS, fgr tilsetting av
substratlgsning (1 tablett SIGMAFAST™ Fast Red TR/Naphthol (Sigma-Aldrich Co.) pr. ml
dH20), etterfulgt av 10 min inkubering ved RT. Reaksjonen ble stoppet etter endt
inkubering ved at substratlgsningen ble skylt av i rennende, kaldt vann, fgr snittene ble
kontrastfarget i henhold til oppsett i tabell 15. Etter farging ble dekkglass montert pa
snittene ved hjelp av et vannlgselig (hydrofilt) monteringsmedium

(ImmunoHistoMount™ fra Sigma-Aldrich Co.).

Tabell 15. Oppsett for kontrastfarging av vevssnitt.

Kar nr. Innhold Tid
1 dH20 5 min
2 Hematoxylin 1 min
3 Rennende vann 10 min
4 dH20 2 min
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3.6.5 Mikroskopering og analyser av snitt

Histologiske og immunhistokjemiske snitt ble analysert via et Axio Lab.A1 lysmikroskop
(Carl Zeiss Microscopy GmbH, Tyskland). Bilder ble tatt via et montert Moticam 5.0 MP
kamera (Motic® USA), og videre bearbeidet i programmet Motic Images Plus 2.0 (software

fra Motic®).

34



Materialer og Metoder

3.6.6 Statistiske analyser og grafiske framstillinger

Innsamlede data ble behandlet ved hjelp av programvaren Excel 2013 for Windows
(Microsoft Co., USA), og statistiske analyser ble gjennomfgrt i Excel ved hjelp av

tilleggsprogrammet «Analysis ToolPak» (analyseverktgy).

All innsamlet data som ble analysert og presentert i oppgaven, ble antatt normalfordelt
eller tilneermet normalfordelt. Det ble testet for statistiske gruppeforskjeller, og det ble
benyttet en-faktors variansanalyse (ANOVA) som beskrevet i pensumboken «Statistikk
for universiteter og hggskoler» (62). Gruppeforskjeller ble regnet som signifikant hvis

p-verdien var mindre enn 0,05 (p < 0,05).

Ved presentasjon av resultater i grafer og figurer, ble statistiske gruppeforskjeller

annotert ved hjelp av bokstavkombinasjoner (a, b, c, d) eller tegn (**):

Eksempel pa bruk av bokstavkombinasjoner:

ab = signifikant forskjell mellom gruppe a og b
ac = signifikant forskjell mellom gruppe a og c

dab = signifikant forskjell mellom gruppe d, a og b

Hvis det ble vist signifikant forskjell mellom f.eks. gruppe «a» og samtlige andre grupper,

annoteres dette med:

** = signifikant forskjell mellom alle grupper
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4. Resultater

4.1 Velferdsindikatorer

4.1.1 Vektgkning etter immunisering

a) Tilvekst for IM-grupper - V1 vs. V2

Totalt 186 rognkjeks ble immunisert IM, med to ulike vaksiner (V1 og V2) eller PBS. Vekt

ble registrert fgr immunisering, og ved samtlige prgveuttak fra dag 0 - dag 84.

Figur 6 viser gjennomsnittsvekt for IM injiserte fiskegrupper (V1, V2, PBS) i Gr. 1.
Vekstkurven ble beregnet ut fra veiing ved forsgksstart pa dag 0, samt utvalgte prgveuttak
pa dag 21 og 42. Vektdata fra dag 84 ble ikke benyttet her, grunnet stor variasjon i antall
fisk mellom dette og andre uttak. Antall fisk (n) ved de utvalgte uttakene varierte: dag 0
(n=62), dag 21 (n=10 for V1 og PBS og n=4 for V2), dag 42 (n=10). Vektdata for de
forskjellige gruppene ble analysert statistisk, og gruppeforskjeller ble regnet som

signifikant hvis p-verdien var mindre enn 0,05 (p < 0,05).
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Figur 6. Vektgkning etter forsgksstart for IM injiserte fiskegrupperi Gr. 1.
Gjennomsnittsvekt + standardavvik ved forsgksstart (dag 0) (n=62), samt ved utvalgte
prgveuttak ved dag 21 (n=10 for V1 og PBS, og n=4 for V2) og dag 42 (n=10). Kombinasjoner
av forskjellige bokstaver (a, b, c) indikerer signifikante (p < 0,05) gruppeforskjeller.
Gjennomsnittsverdier fra andre malinger star oppfgrt i appendiks II.
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Resultatene viste en tilnaermet lik vekstutvikling for samtlige fiskegrupper frem t.o.m. dag
21, med en ca. dobling av vekt fra 16-17 gram pa dag 0 til 30 gram pa dag 21. Etter dette
kan vi se en hgyere gkning for PBS-gruppen enn for vaksinerte grupper, med en differanse
pa henholdsvis 16,87 (PBS vs. V1) og 17,03 (PBS vs. V2) gram ved dag 42. Statistiske

analyser viste derimot ikke signifikante gruppeforskjeller i perioden.

SGR-verdiene for de samme gruppene, for vekstperiodene fra dag 0 til dag 21 og fra

dag 21 til dag 42, er vist i figur 7.
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Figur 7. SGR for IM injiserte fiskegrupperi Gr. 1.

SGR (fra gjennomsnittsvekt) for vekstperiodene mellom dag 0 - dag 21 og
dag 21 - dag 42. Antall fisk (n) varierte: dag 0 (n=62), dag 21 (n=10 for V1 og PBS,
og n=4 for V2) og dag 42 (n=10).

Resultatene for SGR viste at tilveksten var redusert for begge de vaksinerte gruppene
etter dag 21, samtidig som tilveksten hos PBS-gruppen fortsatte a gke (fra SGR pa 2,99 til

3.33) i den samme perioden.

SGR ble beregnet ut fra gruppevis gjennomsnittsvekt, grunnet manglende individmerking

og mulighet til & fglge enkeltindivider i forsgket.
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b) Tilvekst for IP-grupper - V1 vs. V2

Totalt 75 rognkjeks ble immunisert IP, med to ulike vaksiner (V1 og V2) eller PBS. Lengde
og vekt ble registrert ved samtlige prgveuttak fra dag 0 til dag 84.

Figur 8 viser gjennomsnittsvekt for IP injiserte fiskegrupper (V1, V2, PBS) i Gr. 1.
Vekstkurven ble beregnet ut fra veiing ved forsgksstart pa dag 0, samt utvalgte prgveuttak
pa dag 21 og 42. Vektdata fra dag 84 ble ikke benyttet her, grunnet stor variasjon i antall
fisk mellom dette og andre uttak. Antall fisk (n) ved de utvalgte uttakene varierte: dag 0
(n=25), dag 21 (n=10) og dag 42 (n=10). Gjennomsnittsverdiene ble analysert statistisk,
og gruppeforskjeller ble regnet som signifikant hvis p-verdien var mindre enn 0,05

(p <0,05).
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Figur 8. Vektgkning etter forsgksstart for IP injiserte fiskegrupper i Gr. 1.

Gjennomsnittsvekt + standardavvik ved forsgksstart (dag 0) (n=25), samt
ved utvalgte prgveuttak ved dag 21 (n=10) og dag 42 (n=10). Kombinasjoner av
forskjellige bokstaver (a, b, ¢) indikerer signifikante (p < 0,05) gruppeforskjeller.

Gjennomsnittsverdier fra andre malinger star oppfgrt i appendiks II.

Resultatene viste en tilnaermet lik gjennomsnittsvekt pa ca. 15 gram for samtlige grupper
pa dag 0, og en deretter hgyere tilvekst for V2- enn for V1-gruppen t.o.m. dag 42.
Differansen mellom gruppene (V2-V1) var pa henholdsvis 6,97 og 6,91 gram pad dag 21 og

dag 42. Disse forskjellene ble ikke vist signifikant ved statistiske analyser.
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En hgyere vekstgkning ble samtidig observert for PBS-gruppen sammenlignet med
vaksinerte grupper, med en differanse pa henholdsvis 12,82 (PBS-V1) og 5,85 (PBS-V2)
gram pa dag 21, og 16,34 og 9,43 gram pa dag 42. Statistiske analyser bekrefter signifikant
forskjell mellom V1- og PBS-gruppen ved dag 21 og 42, men ikke for V2-gruppen.

SGR-verdiene (se figur 9) for vekst-perioden fra dag 21 til dag 42, viste derimot en hgyere
gjiennomsnittlig tilvekst for V1-gruppen enn for de andre gruppene, og en tilnzermet lik
eller lavere gjennomsnittlig tilvekst for PBS-gruppen, sammenlignet med vaksinerte

grupper etter dag 21.
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Figur 9. SGR for IP injiserte fiskegrupperi Gr. 1.
Gjennomsnittlig SGR for vekst-periodene mellom dag 0 - dag 21 og dag 21 - dag 42.

Antall fisk (n) varierte: dag 0 (n=25), dag 21 (n=10) og dag 42 (n=10).

Vekst-raten til V1-gruppen forholder seg ganske stabil fra dag 0 til dag 21, og fra dag 21
til dag 42, hvor SGR-verdiene ligger pa mellom 1,7 og 1,8 for begge maletidspunkt. V2- og
PBS-gruppen har de hgyeste SGR-verdiene for perioden fra dag 0 til dag 21 (henholdsvis
3,22 og 4,04), men faller til henholdsvis 1,43 og 1,58 for perioden fra dag 21 til dag 42.

SGR ble ogsa her beregnet ut fra gruppevis gjennomsnittsvekt, grunnet manglende

individmerking og mulighet til a fglge enkeltindivider i forsgket.
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c) Tilvekst for V1-grupper — IM vs. IP

Figur 10 viser samlede resultater for vaksinerte fiskegrupper (V1) i Gr. 1, etter IM eller IP
vaksinering. Vekstkurven ble beregnet ut fra veiing ved forsgksstart pd dag 0, samt
utvalgte prgveuttak pa dag 21 og 42. Antall fisk (n) ved disse uttakene varierte.
For IM-grupper: dag 0 (n=62), dag 21 (n=10), dag 42 (n=10). For IP-grupper:
dag 0 (n=25), dag 21 (n=10) og dag 42 (n=10). Vektdata for de forskjellige gruppene ble
analysert statistisk, og gruppeforskjeller ble regnet som signifikant hvis p-verdien var

mindre enn 0,05 (p < 0,05).

70

D
o
1

(9]
o
o

a
§ 40 T
@0 EVvVi-IM
v’ b
o 30 - EVvi-Ip
>
b
20 =
10
Dag 0 Dag 21 Dag 42

Figur 10. Vektgkning etter forsgksstart for IM og IP injiserte fiskegrupper (V1) i Gr. 1.

Gjennomsnittsvekt + standardavvik ved forsgksstart. Antall fisk (n) varierte.

For IM-grupper: dag 0 (n=62), dag 21 (n=10), dag 42 (n=10).

For IP-grupper: dag 0 (n=25), dag 21 (n=10) og dag 42 (n=10). Kombinasjonen av
forskjellige bokstaver (a, b) indikerer signifikante (p < 0,05) gruppeforskjeller.

Statistiske analyser avdekket ingen signifikante gruppeforskjeller mellom vaksinerte

grupper ved IM/IP injeksjon av V1 frem t.o.m. dag 42.
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d) Tilvekst for V2-grupper — IM vs. IP

Figur 11 viser samlede resultater for vaksinerte fiskegrupper (V2) i Gr. 1, etter IM eller IP
vaksinering. Vekstkurven ble beregnet ut fra veiing ved forsgksstart pa dag 0, samt
utvalgte prgveuttak pa dag 21 og 42. Antall fisk (n) ved disse uttakene varierte.
For IM-grupper: dag 0 (n=62), dag 21 (n=4), dag 42 (n=10). For IP-grupper:
dag 0 (n=25), dag 21 (n=10) og dag 42 (n=10). Vektdata for de forskjellige gruppene ble
analysert statistisk, og gruppeforskjeller ble regnet som signifikant hvis p-verdien var

mindre enn 0,05 (p < 0,05).
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Figur 11. Vektgkning etter forsgksstart for IM og IP injiserte fiskegrupper (V2) i Gr. 1.

Gjennomsnittsvekt + standardavvik ved forsgksstart. Antall fisk (n) varierte.

For IM-grupper: dag 0 (n=62), dag 21 (n=4), dag 42 (n=10).

For IP-grupper: dag 0 (n=25), dag 21 (n=10) og dag 42 (n=10). Kombinasjonen av
forskjellige bokstaver (a, b) indikerer signifikante (p < 0,05) gruppeforskjeller.

Statistiske analyser avdekket ingen signifikante gruppeforskjeller mellom vaksinerte

grupper ved IM/IP injeksjon av V2 frem t.o.m. dag 42.
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4.1.2 Scoring av bivirkninger — IP-grupper

a) Speilberg-scoring

Scoring etter Speilbergs skala, er en subjektiv analysemetode som benyttes for a gradere

adheranser i bukhulen etter omfang og alvorlighetsgrad.

Figur 12 viser gjennomsnitts-scoring av adheranse hos IP injiserte fiskegrupper (V1, V2,
PBS) i Gr. 1. Gjennomsnitt ble beregnet ut fra totalt antall fisk (n) undersgkt ved de
forskjellige uttakstidspunktene: dag 21 (n=10), dag 42 (n=10) og dag 84 (n=5). Gjeldende
data for de forskjellige gruppene ble analysert statistisk, og gruppeforskjeller ble regnet

som signifikant hvis p-verdien var mindre enn 0,05 (p < 0,05).
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Figur 12. Oversikt over adheranse-scoring over tid.

Scoring av adheranser + standardavvik for maletidspunktene pa dag 21 (n=10),
dag 42 (n=10) og dag 84 (n=5). Kombinasjonen av forskjellige bokstaver (a og b)
indikerer signifikante (p < 0,05) gruppeforskjeller. All PBS-fisk fikk grad 0.

I dette forsgket ble alle grader av adheranser (0-6) observert, med fullt utspredt
lokalisering (1-3). Resultatene viste en hgyere scoring for V1-gruppen enn for
V2-gruppen ved alle maletidspunktene. Adheranser ble ikke observert hos PBS-gruppen.
Statistiske analyser viste signifikant forskjell mellom V1- og V2-gruppen pa dag 21 og dag
42, men ikke pa dag 84. PBS-gruppen ble ikke tatt med i beregningene.

Individuelle data fra de forskjellige malingene star oppfert i appendiks III.
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b) Andre tegn pad bivirkninger

Andre makroskopiske indikatorer for vaksinebivirkninger som ogsa ble registrert var: 1)
melanin i bukorganer, 2) melanin i bukhinne/muskel og 3) vaksinerester i bukhulen.
Tabell 16 viser gjennomsnittlig scoring av melanin og vaksinerester i bukhulen, for
forskjellige grupper og tidspunkter i forsgket. Gjennomsnitt ble beregnet ut fra totalt
antall fisk (n) undersgkt ved de forskjellige uttakstidspunktene: dag 21 (n=10), dag 42
(n=10) og dag 84 (n=>5). Data ble analysert statistisk, og gruppeforskjeller ble regnet som

signifikant hvis p-verdien var mindre enn 0,05 (p < 0,05).

Tabell 16. Gjennomsnittlig gradering av melanin og vaksinerester i bukhulen.

Figuren viser scoring av melanin og vaksinerester over tid, for maletidspunktene pa dag 21 (n=10),
dag 42 (n=10) og dag 84 (n=>5). All PBS-fisk fikk score 0, bade for melanin og vaksinerester.

Dag 21 Dag 42 Dag 84
V1 V2 PBS V1 V2 PBS V1 V2 PBS
Melanin i bukorganer 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Melanin i bukhinne/muskel 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Vaksinerester 2 0,7 0 1,6 0 0 0,4 0,8 0

Det ble ikke observert melanin, hverken i bukorganer eller i bukhinne /muskel, og all fisk
ble scoret til grad 0. For scoring av vaksinerester, ble alle grader (0-3) observertilgpet av
forsgket. Resultatene viser en hgyere gjennomsnittlig scoring av vaksinerester for
V1-gruppen enn for V2-gruppen frem t.o.m. uttaket pa dag 42. Statistiske analyser viste
signifikante (p < 0,05) forskjeller mellom vaksinerte grupper pa dag 21 og 42, men ikke
for dag 84.

Registreringene pa dag 21 og 42, og registreringen pa dag 84, ble gjort av forskjellige
personer. Metoden for registrering av vaksinebivirkninger er hgyst subjektiv, og endring
i personell kan vere en forklaring pa at V2-gruppen fikk hgyere score pa dag 84 enn pa

dag 42 (fra 0 - 0,8).

Individuelle data fra de forskjellige malingene star oppfart i appendiks III.
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4.1.3 Dgdelighet

Dgdelighet ble i dette forsgket i hovedsak observert i lgpet av de fgrste 48 timene etter
immunisering. Dgdfisk ble registrert av forsgksansvarlige i perioden etter vaksinering (pa
dag 0), ved ankomst pd anlegget for gjennomfgring av prgveuttak, eller i enkelte tilfeller
pa morgenen av rgktere. Dgdfisk-tallet ble oppdatert i Igpet av besgket, eller rett fgr
avreise fra anlegget. Avdgd fisk ble liggende i karene frem til disseksjon, eller i enkelte
tilfeller, frosset ned av rgktere nar forsgksansvarlige ikke var tilstede. Figur 13 illustrerer

akkumulert dgdelighet i forsgket.
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Figur 13. Prosentvis akkumulert dgdelighet for IM-grupperi Gr. 1.

Prosentvis dgdelighet er beregnet ut fra antall fisk i karet ved forsgksstart (n=49).
Punktene i grafen viser prosentvis dgdelighet (n=1) over tid.

I lgpet av dag 1 ble det registrert totalt 10 dgde IM-fisk i lgpet av de fgrste 8 timene. Alle
fiskene var fra V2-gruppen, og fgrste fisk ble observert etter ca. 1,5 time. Dagen etter (24
timer) ble det registrert ytterligere 6 dgdfisk: 2 fra V1- og 4 fra V2-gruppen. Ved uttaket
etter 48 timer, ble det registrert 2 dgdfisk: 1 fra V1- og 1 fra V2-gruppen. I tillegg ble det
av rgktere registrert 1 dgdfisk fra V1-gruppen med utpreget finnerdte (mulig dgdsarsak)
pa dag 63. Det ble ikke registrert dgdelighet for fisk som ble oppstallet i egne kar for uttak
etter 1 og 4 timer, eller i gruppene for PBS- eller IP-fisk.
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4.2ELISA

For & sikre best mulig binding i brgnnene, gjorde man et forsgk med coating av plater med
enten US eller HC bakterieprgver. Erfaringer fra tidligere forsgk har vist at
bakterielgsninger med US bakterieceller, gir bedre (jevnere) binding i brgnnene enn
lgsninger med HC bakterieceller (pers. med. Toni Erkinharju, januar 2016). Dette viste
seg a stemme ogsa for vart forsgk der platene coatet med HC bakterieceller, viste lavere

og mindre jevne malinger enn platene med US bakterieceller.

[ enkelte tilfeller ble det registrert negative OD-verdier. Dette skyldes mest sannsynlig at
de faktiske verdiene var for lave til a bli lest i spektrofotometeret. Disse resultatene ble
registrert som 0 (ingen binding), og laveste verdi i grafene ble manuelt satt til 0. Negative

OD-verdier presenteres altsa ikke i resultatdelen av oppgaven.

[ tillegg, for 4 gj@re de presenterte data mer oversiktlige og leservennlige, ble resultatene
for brgnner med fortynning 1:200, ikke presentert i oppgavens resultatkapittel.
De hgyeste resultatene fra OD-madlingen kom utelukkende fra brgnner med 1:100
fortynning, og de laveste verdiene fra brgnner med 1:200 fortynning. Hensikten med

brgnnene med 1:200 fortynning, som kontroll for & avkrefte mettede brgnner, er dermed
oppfylt.

Resultatene for US-coatede plater er presentert fra og med delkapittel 4.2.1. Resultatene
for HC-coatede plater, i tillegg til ikke-redigerte grafer med 1:200 fortynning for
US-plater, finnes i appendiks IV.

De forskjellige plateoppsettene star ogsa oppfgrt i appendiks IV.
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4.2.1 Antistoffrespons —serum-pools

a) Antistoffrespons — plateoppsett 1: IM — V1 vs. V2

Oppsett 1 har fatt serum fra IM-grupper: PBS, V1 og V2.

Figur 14 viser resultatene for serum-pools fra IM-fisk i Gr. 1. Hvert diagram i figuren viser
resultatene fra en plate, og er basert pa gjennomsnittsverdier fra triplikate brgnner, med
fortynning (1:100) av serum. Antall fisk (n) i uttakene varierte: dag 21 (n=10 for V1 og
PBS, n=4 for V2), dag 42 (n=10) og dag 84 (n=2 for V1, n=4 for V2, n=5 for PBS).
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Figur 14. OD for: A. salmonicida gr. 5 (A) og gr. 6 (B), V. anguillarum 01 (C) og M. viscosa (D).

Serum-pools, plateoppsett 1: IM - V1 vs. V2. Antall fisk (n) i serum-pools fra uttakene varierte:
dag 21 (n=10 for V1 og PBS, n=4 for V2), dag 42 (n=10) og dag 84 (n=2 for V1, n=4 for V2, n=5 for
PBS). Positiv kontroll (PK) og negativ kontroll (NK) er serum-pool fra [P-fisk (V1) i Gr. 2. ved dag 42.
Resultatene presenteres som et gjennomsnitt av triplikate brgnner #* standardavvik.
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Resultater

Resultatene viste hgyest OD-verdi malt ved dag 84. De hgyeste verdiene ble observert for
V2-grupper, mot A. salmonicida gr. 5 og 6. Det ble malt en noe hgyere respons for
V2-gruppen mot A. salmonicida gr. 6 (1,62) enn for gr. 5 (1,23), og differansen i OD-verdi
var pa henholdsvis 1,49 og 1,12 mot V1-gruppene pa de to platene.

For plater med V. anguillarum O1 og M. viscosa, ble det til sammenligning kun registrert

OD-verdier under 0,2.

For platen med V. anguillarum 01, ble hgyeste OD-verdi (0,08) malt for V2-gruppen ved
dag 42, mot hgyeste OD-verdi for V1-gruppen (0,06) ved dag 84.

For platen med M. viscosa ble hgyeste OD-verdi (0,19) malt for V2-gruppen ved dag 42,
med en differanse pa 0,1 mot hgyeste verdi malt for V1-gruppen (0,18) ved dag 84. PBS-
fisk ble til sammenligning malt til en OD-verdi pa 0,18 ved dag 84.

Resultatene ble presentert som et gjennomsnitt av triplikate brgnner + standardavvik.
Videre statistiske analyser for gruppeforskjeller ble ikke gjennomfgrt for resultatene fra

serum-pools, grunnet manglende oversikt over individ-data.
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Resultater

b) Antistoffrespons — plateoppsett 2: IP — V1 vs. V2

Oppsett 2 har fatt serum fra IP-grupper: PBS, V1 og V2.

Figur 15 viser resultatene for serum-pools fra [P-fisk i Gr. 1. Hvert diagram i figuren viser

resultatene fra en plate, og er basert pa gjennomsnittsverdier fra triplikate brgnner med

fortynning (1:100) av serum. Antall fisk (n) i uttakene varierte: dag 21 (n=10), dag 42
(n=10), dag 84 (n=5).
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Figur 15. OD for: A. salmonicida gr. 5 (A) og gr. 6 (B), V. anguillarum 01 (C) og M. viscosa (D).

Serum-pools, plateoppsett 2: IP - V1 vs. V2.
Antall fisk (n) i serum-pools fra uttakene varierte: dag 21 (n=10), dag 42 (n=10) og dag 84 (n=5).

Positiv kontroll (PK) og negativ kontroll (NK) er serum-pool fra [P-fisk (V1) i Gr. 2. ved dag 42.
Resultatene presenteres som et gjennomsnitt av triplikate brgnner * standardavvik.
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Resultater

Resultatene viste hgyest OD-verdi malt ved dag 84. Hgyeste verdi (1,41) ble observert for
V2-gruppen, mot A. salmonicida gr. 6. Differansen i OD-verdi var pa ca. 0,97 mot hgyeste
verdi (0,44) for V1-gruppen pa samme plate. For platen med A. salmonicida gr. 5, ble
hgyeste OD-verdi (0,94) observert hos V1-gruppen ved 84 dager, med en differanse i OD-

verdi pa ca. 0,12 mot hgyeste verdi (0,82) malt for V2-gruppen pa samme plate.

For platen coatet med V. anguillarum 01, ble hgyeste OD-verdi (0,24) malt for V1-gruppen
ved dag 84. Differansen var pa 0,15 mot hgyeste OD-verdi (0,9) malt for V2-gruppen ved
dag 42.

For platen coatet med M. viscosa, ble hgyeste OD-verdi (0,51) malt for V1-gruppen ved
dag 84. Differansen var pa 0,14 mot hgyeste OD-verdi (0,37) malt for V2-gruppen ved dag
42.

Resultatene ble presentert som et gjennomsnitt av triplikate brgnner + standardavvik.
Videre statistiske analyser for gruppeforskjeller ble ikke gjennomfgrt for resultatene fra

serum-pools, grunnet manglende oversikt over individ-data.
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Resultater

c) Antistoffrespons — plateoppsett 3: V1 —IM vs. IP

Oppsett 3 har fatt serum fra IM- og IP-grupper: PBS og V1.

Figur 16 viser resultatene for serum-pools fra IM- og IP-fisk (PBS og V1) i Gr. 1. Hvert
diagram i figuren viser resultatene fra en plate, og er basert pa gjennomsnittsverdier fra
triplikate brgnner med fortynning (1:100) av serum. Antall fisk (n) i uttakene varierte.
For IM-grupper: dag 21 (n=10), dag 42 (n=10) og dag 84 (n=2 for V1 og n=5 for PBS). For
[P-grupper: dag 21 (n=10), dag 42 (n=10), dag 84 (n=5).
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Figur 16. OD for: A. salmonicida gr. 5 (A) og gr. 6 (B), V. anguillarum 01 (C) og M. viscosa (D).

Serum-pools, plateoppsett 3: V1 - IM vs. IP. Antall fisk (n) i serum-pools fra uttakene varierte.
For IM-grupper: dag 21 (n=10), dag 42 (n=10) og dag 84 (n=2 for V1 og n=5 for PBS).

For [P-grupper: dag 21 (n=10), dag 42 (n=10), dag 84 (n=5).

Positiv kontroll (PK) og negativ kontroll (NK) er serum-pool fra [P-fisk (V1) i Gr. 2. ved dag 42.
Resultatene presenteres som et gjennomsnitt av triplikate brgnner * standardavvik.
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Resultater

Resultatene viste hgyest OD-verdi malt ved dag 84. Hgyeste verdi (1,05) ble observert for
vaksinert fisk i IP-gruppen, mot A. salmonicida gr. 5. Differansen i OD-verdi var pa ca. 0,84

mot hgyeste verdi (0,21) for vaksinert fisk i IM-gruppen pa samme plate.

Hgyeste verdi finner man ogsa for vaksinert IP-gruppe ved dag 84 for platene med
A. salmonicida gr. 6 (0,28), V. anguillarum 01 (0,27) og M. viscosa (0,5). Differansen i OD-
verdi mellom IP- og IM-gruppen var da pa henholdsvis 0,1, 0,16 og 0,18.

Resultatene ble presentert som et gjennomsnitt av triplikate brgnner *+ standardavvik.
Videre statistiske analyser for gruppeforskjeller ble ikke gjennomfgrt for resultatene fra

serum-pools, grunnet manglende oversikt over individ-data.
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Resultater

d) Antistoffrespons — plateoppsett 4: V2 — IM vs. IP

Oppsett 4 har fatt serum fra IM- og IP-grupper: PBS og V2.

Figur 17 viser resultatene for serum-pools fra IM- og IP-fisk (PBS og V2) i Gr. 1. Hvert
diagram i figuren viser resultatene fra en plate, og er basert pa gjennomsnittsverdier fra
triplikate brgnner med fortynning (1:100) av serum. Antall fisk (n) i uttakene varierte.
For IM-grupper: dag 21 (n=10 for PBS og n=4 for V2), dag 42 (n=10) og dag 84 (n=4 for
V2 og n=5 for PBS). For IP-grupper: dag 21 (n=10), dag 42 (n=10), dag 84 (n=5).
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Figur 17. OD for: A. salmonicida gr. 5 (A) og gr. 6 (B), V. anguillarum 01 (C) og M. viscosa (D).

Serum-pools, plateoppsett 4: V2 - IM vs. IP. Antall fisk (n) i serum-pools fra uttakene varierte.

For IM-grupper: dag 21 (n=10 for PBS og n=4 for V2), dag 42 (n=10) og dag 84 (n=4 for V2, n=>5 for PBS).
For [P-grupper: dag 21 (n=10), dag 42 (n=10), dag 84 (n=5).

Positiv kontroll (PK) og negativ kontroll (NK) er serum-pool fra IP-fisk (V1) i Gr. 2. ved dag 42.
Resultatene presenteres som et gjennomsnitt av triplikate brgnner * standardavvik.
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Resultater

Resultatene viste hgyest OD-verdi malt ved dag 84. Hgyeste verdi (1,34) ble malt for
vaksinert fisk i IM-gruppen ved dag 84, mot A. salmonicida gr. 5. Differansen i OD-verdi

var pa 0,39 mot hgyeste verdi (0,95) for IP-gruppen, malt ved dag 42.

For platen med A. salmonicida gr. 6, ble hgyeste OD-verdi (0,95) malt for IM-fisk ved dag
42, med en differanse pa 0,09 mot hgyeste OD-verdi (0,86) malt for IP-fisk fra samme

uttak.

Hgyeste OD-verdi for platene med V. anguillarum 01 (0,16) og M. viscosa (0,36) ble malt
for IP-grupper ved dag 42, med en differanse i OD-verdi pa henholdsvis 0,07 og 0,02 mot
de hgyeste verdiene for IM-grupper mot V. anguillarum 01 (0,14) og M. viscosa (0,29).

Samtlige OD-verdier for de forskjellige gruppene ble malt til under 0,4 for disse platene.

Resultatene ble presentert som et gjennomsnitt av triplikate brgnner + standardavvik.
Videre statistiske analyser for gruppeforskjeller ble ikke gjennomfgrt for resultatene fra

serum-pools, grunnet manglende oversikt over individ-data.
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Resultater

4.2.2 Antistoffrespons — individserum fra dag 42

Det ble gjennomfgrt ELISA pa individniva, for & undersgke variasjon i antistoffrespons for
ulike fisk fra de forskjellige gruppene. Prgver fra dag 42 ble valgt, da disse ga det beste
grunnlaget for statistiske sammenligninger. PK ble ogsa tillaget for samtlige plater (se

metode pa side 27), men resultatene fra disse ble ikke vist i grafene.

a) Antistoffrespons — plateoppsett 1: IM — V1 vs. V2

Oppsett 1 har fatt serum fra IM-grupper: PBS, V1 og V2.

Figur 18 viser resultatene for individ-serum fra IM-fisk i Gr. 1, ved dag 42. Hvert diagram
i figuren viser resultatene fra en plate, og er basert pa gjennomsnittsverdier fra triplikate

brgnner, med fortynning (1:100) av serum. Antall fisk (n) er lik for alle gruppene (n=10).
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Figur 18. OD for: A. salmonicida gr. 5 (A) og gr. 6 (B), V. anguillarum 01 (C) og M. viscosa (D).

Individ-serum, plateoppsett 1: IM - V1 vs. V2. Antall fisk (n) er lik 10.
Resultater fra individ-serum i triplikate brgnner, med gjennomsnitt (rgd strek) + standardavvik.
Kombinasjonen av forskjellige bokstaver (a, b, c) og tegn (**) indikerer signifikante (p < 0,05) gruppeforskjeller.
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Resultater

Resultatene viste hgyest OD-verdi malt for vaksinerte grupper.

Hgyeste verdi (1,58) ble malt for V2-gruppen, mot A. salmonicida gr. 6. Differansen var pa
1,17 mot hgyeste verdi (0,41) for V1-gruppen fra den samme platen. Statistiske analyser

bekrefter signifikante forskjeller mellom samtlige fiskegrupper for denne platen.

Nest hgyeste verdi (1,09) ble malt for V2- gruppen, mot A. salmonicida gr. 5. Differansen
var pa 0,55 mot hgyeste verdi (0,54) for V1-gruppen fra den samme platen. Statistiske

analyser bekrefter signifikante forskjeller mellom samtlige fiskegrupper for denne platen.

For platen coatet med V. anguillarum O1 ble hgyeste verdi (0,40) malt for V1-gruppen.
Differansen var pa 0,23 mot de to nest hgyeste verdiene (0,17), for V2- og PBS-gruppen
pa samme plate. Statistiske analyser bekrefter ikke signifikante forskjeller mellom noen

av fiskegruppene for denne platen.

For platen coatet med M. viscosa, ble hgyeste verdi (0,29) malt for V1-gruppen.
Differansen var pa 0,08 mot hgyeste verdi (0,21) for V2-gruppen pa samme plate.
Statistiske analyser bekrefter signifikante forskjeller mellom PBS- og V2-gruppen for

denne platen.
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Resultater

b) Antistoffrespons - plateoppsett 2: IP— V1 vs. V2

Oppsett 2 har fatt serum fra IP-grupper: PBS, V1 og V2.

Figur 19 viser resultatene for individ-serum fra [P-fisk i Gr. 1, ved 42 dager. Hvert diagram
i figuren viser resultatene fra en plate, og er basert pa gjennomsnittsverdier fra triplikate

brgnner, med fortynning (1:100) av serum. Antall fisk (n) er lik for alle gruppene (n=10).
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Figur 19. OD for: A. salmonicida gr. 5 (A) og gr. 6 (B), V. anguillarum 01 (C) og M. viscosa (D).

Individ-serum, plateoppsett 2: IP - V1 vs. V2. Antall fisk (n) er lik 10.
Resultater fra individ-serum i triplikate brgnner, med gjennomsnitt (rgd strek) = standardavvik.
Kombinasjonen av forskjellige bokstaver (a, b, c) og tegn (**) indikerer signifikante (p < 0,05) gruppeforskjeller.
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Resultater

Resultatene viste hgyest OD-verdi malt for vaksinerte grupper.

Hgyeste verdi (1,54) ble malt for V2-gruppen, mot A. salmonicida gr. 5. Differansen var pa
1,05 mot hgyeste verdi (0,49) for V1-gruppen fra den samme platen. Statistiske analyser

bekrefter signifikante forskjeller mellom samtlige fiskegrupper for denne platen.

Nest hgyeste verdi (1,28) ble malt for V2- gruppen, mot A. salmonicida gr. 6. Differansen
var pa 0,9 mot hgyeste verdi (0,38) for V1-gruppen fra den samme platen. Statistiske

analyser bekrefter signifikante forskjeller mellom samtlige fiskegrupper for denne platen.

For platen coatet med V. anguillarum O1 ble hgyeste verdi (0,26) malt for V1-gruppen.
Differansen var pa 0,01 mot hgyeste verdi (0,25) for V2-gruppen pa samme plate.
Statistiske analyser bekrefter signifikante forskjeller mellom vaksinerte fiskegrupper og

PBS-gruppen, men ikke mellom de vaksinerte gruppene.

For platen coatet med M. viscosa ble hgyeste verdi (0,36) malt for V2-gruppen. Differansen
var pa 0,07 mot hgyeste verdi (0,29) for V1-gruppen pa samme plate. Statistiske analyser

bekrefter ikke signifikante forskjeller mellom fiskegruppene for denne platen.
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Resultater

c) Antistoffrespons - plateoppsett 3: V1 —IM vs. IP

Oppsett 3 har fatt serum fra IM- og IP-grupper: PBS og V1.

Figur 20 viser resultatene for individ-serum fra [P-fisk i Gr. 1, ved 42 dager. Hvert diagram

i figuren viser resultatene fra en plate, og er basert pa gjennomsnittsverdier fra triplikate

brgnner, med fortynning (1:100) av serum. Antall fisk (n) er lik for alle gruppene (n=10).
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Figur 20. OD for: A. salmonicida gr. 5 (A) og gr. 6 (B), V. anguillarum 01 (C) og M. viscosa (D).

Individ-serum, plateoppsett 3: V1 - IM vs. IP. Antall fisk (n) er lik 10.
Resultater fra individ-serum i triplikate brgnner, med gjennomsnitt (rgd strek) = standardavvik.
Kombinasjonen av forskjellige bokstaver (a, b, ¢) indikerer signifikante (p < 0,05) gruppeforskjeller.
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Resultater

Resultatene viste hgyest OD-verdi malt for PBS-grupper.

Hgyeste verdi (1,52) ble malt for en enkelt PBS-fisk i IP-gruppen, mot A. salmonicida gr. 6.
Nest hgyeste verdi (0,78) ble ogsa malt for en PBS-fisk fra [IP-gruppen, mot A. salmonicida
gr. 5.

Samtlige andre verdier, for alle agens, ble malt til lavere verdier enn 0,5.

Statistiske analyser bekrefter ikke signifikante forskjeller mellom noen av fiskegruppene

for platen coatet med V. anguillarum 01.

For platen coatet med M. viscosa, viste statistiske analyser signifikante forskjeller mellom

PBS-gruppene og vaksinert IP-fisk, men ikke for vaksinert IM-fisk.
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Resultater

d) Antistoffrespons - plateoppsett 4: V2 — IM vs. IP

Oppsett 4 har fatt serum fra IM- og IP-grupper: PBS og V2.

Figur 21 viser resultatene for individ-serum fra [P-fisk i Gr. 1, ved 42 dager. Hvert diagram
i figuren viser resultatene fra en plate, og er basert pa gjennomsnittsverdier fra triplikate

brgnner, med fortynning (1:100) av serum. Antall fisk (n) er lik for alle gruppene (n=10).
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Figur 21. OD for: A. salmonicida gr. 5 (A) og gr. 6 (B), V. anguillarum 01 (C) og M. viscosa (D).

Individ-serum, plateoppsett 4: V2 - IM vs. IP. Antall fisk (n) er lik 10.
Resultater fra individ-serum i triplikate brgnner, med gjennomsnitt (rgd strek) + standardavvik.
Kombinasjonen av forskjellige bokstaver (a, b, c) indikerer signifikante (p < 0,05) gruppeforskjeller.
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Resultater

Resultatene viste hgyest OD-verdi malt for vaksinerte grupper.

Hgyeste verdi (1,99) ble malt for vaksinert IP-fisk, mot A. salmonicida gr. 6. Differansen
var pa 0,51 mot hgyeste verdi (1,48) for vaksinert IM-fisk pd den samme platen.
Statistiske analyser bekrefter signifikante forskjeller mellom vaksinerte fiskegrupper og

PBS-gruppene for denne platen, men ikke mellom vaksinerte grupper.

Nest hgyeste verdi (1,52) ble malt for vaksinert IP-fisk, mot A. salmonicida gr. 5.
Differansen var pa 0,26 mot hgyeste verdi (1,26) for vaksinert IM-fisk pd den samme
platen. Statistiske analyser bekrefter signifikante forskjeller mellom samtlige

fiskegrupper for denne platen.

Samtlige verdier for plater coatet med V. anguillarum og M. viscosa ble malt til lavere

verdier enn 0,6.

Statistiske analyser bekrefter signifikante forskjeller mellom vaksinerte grupper og

PBS-gruppene for platen coatet med V. anguillarum 01, men ikke mellom vaksinerte
grupper.

For platen coatet med M. viscosa, viste statistiske analyser signifikante forskjeller mellom
vaksinerte [P-fisk og PBS-gruppene, men ikke mellom vaksinerte grupper. Det ble videre

pavist signifikante forskjeller mellom vaksinert IM-fisk og uvaksinert IM-fisk (PBS), men

ikke mellom vaksinert IM-fisk og uvaksinert IP-fisk (PBS).
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4.3 Immunbhistokjemi

o

Immunhistokjemi ble benyttet for a& detektere vaksinerester i histologiske snitt.
Tverrsnitt av muskelceller fra ikke-immunisert IM-fisk fra uttaket ved dag 0, samt fra
immunisert fisk fra uttakene ved dag 21 og 42, ble undersgkt. Tilstedeveerelse av

V. anguillarum 01 (rgd farge) ble benyttet som en indikator pa vaksinerester.

Det ble ikke detektert vaksinerester, eller tilsvarende fargeforandringer (uspesifikk
binding), for fisk fra dag O eller PBS-fisk fra dag 21 eller dag 42. Figur 22 viser

normalhistologi for ikke-immunisert fisk ved dag 0.

Figur 22. Normalhistologi for ikke-immunisert fisk ved dag 0.

Bildet viser overgangen mellom dermis (d) og skjelettmuskulatur (m), med mellomliggende lag av fettceller
og bindevev (f). Malestokken tilsvarer 100 pm, og bildet ble tatt ved 10 x forstgrrelse.

V. anguillarum 01 ble detektert for vaksinerte fiskegrupper (V1 og V2) for samtlige

undersgkte prgver fra uttak pa dag 21 og dag 42. Resultatene er presentert i figur 23 og
24.
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V1 (B) og V2 (C).

PBS (A),

Resultater fra immunisert fisk ved dag 21:

Figur 23

med mellomliggende lag av fettceller og

(v) med tilstedeveerelse av V. anguillarum 01

)

Bildene viser overgangen mellom dermis (d) og skjelettmuskulatur (m)

bindevev (f). For vaksinert fisk vises innkapslede vaksinedraper

og bildene ble tatt ved 10 x forstgrrelse.

1

(va), omringet av nekrotisk vev (n). Malestokken tilsvarer 100 um
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Figur 24. Resultater fra immunisert fisk ved dag 42: PBS (A), V1 (B) og V2 (C).

Bildene viser overgangen mellom dermis (d) og skjelettmuskulatur (m), med mellomliggende lag av fettceller og
bindevev (f). For vaksinert fisk vises innkapslede vaksinedraper (v) med tilstedeverelse av V. anguillarum 01
(va), omringet av nekrotisk vev (n). Malestokken tilsvarer 100 um, og bildene er tatt ved 10 x forstgrrelse.
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4.4 Histologi

Histologiske undersgkelser ble gjennomfgrt med den hensikt a pavise eventuelle negative
innvirkninger av vaksinering hos IM-fisk. Forskjellige grader av inflammasjon i vevet, ble

benyttet som indikator pa negativ innvirkning.

For a4 begrense arbeidsmengden til et nivd som var mulig 4 gjennomfgre innenfor
forsgkets tidsrammer, valgte man & halvere antall undersgkte PBS-fisk fra hvert
prgveuttak (fra 4 til 2 fisk). Samtidig valgte man ogsa a ikke evaluere fisk fra uttakene ved
dag 14 og dag 28, da det kun ble tatt ut fisk fra V1- og PBS-gruppene pa dette tidspunktet.
Det totale antallet undersgkte snitt (3 fra hver fisk) ble da pd 267. Av disse stammet 54

snitt fra PBS-fisk, mens 96 snitt ble undersgkt fra hver av de to vaksinerte gruppene.

Snittene ble i fgrste omgang analysert i mikroskop, med original merking, av
forsgksperson 1. Det ble lagt fokus pd a detektere tilstedeveerelse (+) eller ikke
tilstedevarelse (-) av inflammasjon i vevet. Snittene ble deretter blindet, og gitt et
individnummer fra 1-267. Deretter ble snittene analysert av forsgksperson 2 og 3, og
gradert tilsvarende, med fokus pa tilstedeveerelse (+) eller ikke tilstedeverelse (-) av
inflammasjon. Blindtesten ble gjennomfgrt for a eliminere subjektiv innflytelse ved

analysering.

Resultatene er presentert som gjennomsnittsverdier i tabell 17, og individuelle resultater

star oppfert i appendiks V.
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Tabell 17. Resultater fra histologiske analyser (gjennomsnittsverdier).

Prgver fra dag 0 regnes inn under PBS. Antall fisk (n), med totalt 3 snitt, som ble undersgkt fra
gruppene var: PBS (n=2), V1 og V2 (n=4).

Evaluering foretatt av:
Uttak Forsgksperson 1 Forsgksperson 2 Forsgksperson 3
RS | vi | w2 RS | vi | w2 PBS | Vi1 V2
Dag0 1/6 1/6 1/6
(uvaks.)
1t 0/6 0/12 0/12 0/6 0/12 0/12 0/6 0/12 0/12
4t 0/6 0/12 0/12 0/6 3/12 0/12 0/6 0/12 0/12
24t 0/6 0/12 0/12 0/6 1/12 1/12 0/6 1/12 0/12
48t 0/6 7/12 7/12 0/6 3/12 5/12 0/6 5/12 5/12
4d 0/6 12/12 | 10/12 1/6 9/12 6/12 0/6 8/12 4/12
7d 1/6 11/12 11/12 1/6 7/12 12/12 1/6 4/12 9/12
14d Ikke evaluert (manglende uttak fra V2-gruppen)
21d 0/6 12/12 | 12/12 0/6 7/12 10/12 0/6 7/12 7/12
28d Ikke evaluert (manglende uttak fra V2-gruppen)
42d 6/6 12/12 | 12/12 0/6 8/12 7/12 0/6 5/12 6/12
Sum 8/54 54/96 | 52/96 3/54 38/96 | 41/96 2/54 30/96 | 31/96
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Resultatene viste lavt tilstedeveerelse av inflammasjon i prgver fra PBS-fisk, med < 8
positive (+) pavisninger (av 54 mulige) for de forskjellige forsgkspersonene. For
V1-grupper ble det gitt positive pavisninger for 54, 38 og 30 (av 96 mulige) for de
forskjellige forsgkspersonene, mens det for V2-gruppen ble gitt positive pavisninger for

52,41, og 31 (av 96 mulige) for de forskjellige forsgkspersonene.

Resultatene viste en variasjon i gradering fra de forskjellige forsgkspersonene, og at
forsgksperson 1 (ikke blindet) graderte flere snitt som positive (+) enn de to andre
forsgkspersonene. Videre ble det gjort forsgk med gradering (0-3) av snitt. Stor grad av
variasjon i inflammasjon og nekroser mellom prgvene, gjorde imidlertid dette vanskelig
a gjennomfgre i praksis. Av tidsmessige arsaker, ble gradering dermed ikke gjennomfgrt.

Variasjonen mellom snitt (utvalg) med positive gradering er illustrert i figur 26.

Bildene i figur 26 viser noen av de mest omfattende betennelsesreaksjonene som ble
observert i lgpet av forsgket. Inflammasjon og nekroser ser ut til & veere mest konsentrert
i omrddet rundt stikkstedet og inn mot ryggbeinet. De fleste granulom-lignende
strukturene ble observert i overgangen mellom dermis og skjelettmuskulatur, og det
oppsto i enkelte tilfeller hulrom/krater i omradet der vaksinen var deponert mellom

dermis og muskulatur. Et eksempel pa dette, fra uttaket ved dag 7, er vist i figur 25.

Figur 25. Vaksinedeponi mello skjelettmuskulatur og dermis.

Bildet ble tatt 7 dager etter immunisering. Foto: Martin Rgnbeck Lundberg
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48t

21d

42d

Figur 26. Illustrasjonsbilder for variasjon mellom snitt (utvalg) med positiv gradering.

Malestokk tilsvarer 100 um, og bildene ble tatt ved 10 x forstgrrelse.
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5. Diskusjon

Videre vekst i oppdrettsnaeringen er i dag fgrst og fremst begrenset av problematikken
rundt lakselus, og rensefisk blir i gkende grad benyttet som avlusningsmetode. Man ser
spesielt en gkning i bruk av oppdrettet rognkjeks, og det er gnskelig at videre vekst i bruk

av rensefisk skal baseres pa oppdrettet fisk.

Det er i dag et hgyt svinn av rensefisk etter utsett i sjg, og dgdelighet opp mot 40 % har
blitt rapportert fra neeringen (17). Undersgkelser utfgrt av Veterineerinstituttet viste at
bakteriesykdommer, og da spesielt infeksjoner med atypisk A. salmonicida, har veert den
mest omfattende arsaken til dgdelighet i 2015 (24). Den hgye dgdeligheten, til tross for
at over 60 % av sjgsatt rognkjeks fra anlegg i undersgkelsen var vaksinert, indikerer at

dagens vaksiner ikke gir en fullverdig beskyttelse.

[ denne oppgaven ble nye injeksjonsvaksiner for rognkjeks, fra Vaxxinova Norway AS,
testet ut. Agenset i vaksinene var en blanding av bakterietypene atypisk Aeromonas
salmonicida (A-lag type 5 og 6), Vibrio anguillarum 01 og Moritella viscosa, som ble

blandet i en vann-i-olje emulsjon.

Den eneste forskjellen mellom sammensetningen av vaksinene var adjuvanten, som var
basert pa henholdsvis vegetabilsk olje (V1) og mineralolje (V2). Disse ble testet opp mot

hverandre, samt mot en kontrollgruppe (PBS).

Vaksinene ble testet i forhold til antistoffrespons ved hjelp av ELISA, samt
dyrevelferdsmessige parametere (vekst, bivirkninger og dgdelighet). Det ble, i tillegg til &
undersgke immunologisk respons og annen padvirkning etter vaksinering, ogsa gjort
forsgk med IM og IP injeksjon. Histologiske undersgkelser ble gjennomfgrt for a avdekke
eventuelle vaksine-induserte skader/bivirkninger for IM-grupper, mens Speilbergs skala

ble benyttet for I[P-grupper.
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5.1 Velferdsindikatorer

All form for handtering av fisk i oppdrett kan fgre til ubehag, med pafglgende gkt stress
og redusert velferd. Vaksinering ved IM eller IP injeksjon, medfgrer i tillegg stikksar og
brudd pa fiskens hudbarriere, noe som kan svekke fiskens forsvar mot infeksjoner. Hvis
ikke god hygiene blir opprettholdt under vaksinering, kan patogener komme inn via nal
og injeksjonsvaske. I tillegg vil injiserte vaksiner, som i enkelte tilfeller kan gi omfattende
bieffekter hos fisk, kunne gi langvarig redusert velferd. I dette forsgket ble flere
forskjellige velferdsindikatorer registrert, med mal om a gi en dypere forstaelse for

hvordan de forskjellige vaksinene innvirker pa fisken.

5.1.1 Endring i vekst — pdvirkning av vaksiner og injeksjonsmetode?

[ dette forsgket ble tilvekst etter immunisering benyttet som en indikator pa velferd.
Fiskens vekt ble malt i forkant av immunisering, og det ble registrert en tilnzermet lik
gjennomsnittsvekt for samtlige grupper. Forsgket ble gjennomfgrt slik at grupper med
forskjellige injeksjonsmetoder ble adskilt i hvert sitt kar. Den eneste variasjonen innenfor
hvert av disse karene, var at fisken ble administrert vaksiner (V1 og V2) eller PBS. Det ble
ikke pavist vesentlig variasjon (f.eks. i temperatur, lys eller oksygenmetning), mellom de
forskjellige karene i lgpet av forsgket. For a beregne fiskens tilvekst etter immunisering,

ble resultater fra malingene ved dag 0, dag 21 og dag 42 benyttet.

Det ble observert forholdsvis normal adferd i begge karene kun fa timer etter vaksinering.
Fisken viste hgy aktivitet i karene for bade IM og IP injiserte grupper, og enkelte fisk
responderte ved presentasjon av for i overflaten. Sistnevnte ble ikke tilstrekkelig
dokumentert i form av bilder eller film, og det var vanskelig a se hvilke fiskegrupper
(V1, V2 eller PBS) som responderte pa foring. [ fglge vaksineringsmanualen til PHARMAQ
AS (50), forventes normal appetitt hos rognkjeks etter relativt kort tid, og senest 7-9
dager etter vaksinering. Manualen er laget med hensyn til vaksinering via IP injisering av

oljebaserte vaksiner. Vare observasjoner samsvarer godt med forventningene her.
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Resultatene for tiden etter immunisering viste lavere gjennomsnittsvekt for vaksinerte
grupper sammenlignet med PBS-grupper, uavhengig av administrasjonsmetode frem
t.o.m. dag 42. Da PBS-gruppen i begge karene viste god tilvekst og normal adferd gjennom
hele forsgket, er det ingen grunn til a tro at disse, og dermed heller ikke de vaksinerte
gruppene, ble vesentlig pavirket av andre eksterne eller interne faktorer i lgpet av
forsgket. Man kan med andre ord ga ut fra at lavere tilvekst hos vaksinerte grupper,
faktisk ble forarsaket av vaksinene. Til na har fa, om noen, forsgk blitt giennomfgrt med
fokus pa tilvekst hos rognkjeks etter vaksinering. Redusert tilvekst har dog blitt pavist
etter vaksinering for en rekke andre arter, blant annet for laks (63, 64), regnbuegrret
(Oncorhynchus mykiss W.)(65), r@ye (Salvelinus alpinus L.)(66), sik (Coregonus lavaretus
L.)(67), flekksteinbit (Anarhichas minor L.)(68) og kveite (Hippoglossus hippoglossus
L.)(68). Andre forsgk har vist at laks vaksinert IP med oljebaserte vaksiner, viser redusert
interesse for mat i lgpet av de fgrste timene etter vaksinering (69). Det har ogsa blitt vist
at den reduserte appetitten kan vare i alt fra noen fa dager og opp til flere uker (70). Vare

resultater for rognkjeks, samsvarer godt med samtlige av disse tidligere forsgkene.

Det ble ikke observert signifikante forskjeller i vekst mellom de vaksinerte gruppene
(V1 og V2) t.o.m. dag 42. Resultatene fra IP injiserte fiskegrupper viste dog en noe lavere
tilvekst for V1-gruppen, sammenlignet med V2-gruppen frem t.o.m. dag 42. For [P-fisk ble
det vist signifikant forskjell mellom V1- og PBS-gruppen i perioden, men ikke mellom
V2- og PBS-gruppen. Dette kan veare en indikasjon pa at V1 gir sterkere negative
innvirkninger pa vekst enn V2 i tiden rett etter vaksinering. Tidligere forsgk gjennomfgrt
av Vaxxinova (pers. med. @yvind Vagnes, Vaxxinova Norway AS, april 2016) har vist det
motsatte for laks og leppefisk, og vare resultater samsvarer dermed ikke med det
forventede resultatet. Den eksakte drsaken til dette ble ikke pavist. En mulig arsak er at
emulsjonen i vaksinen kan ha sprukket/delt seg, noe som fgrer til at agenset ikke fordeles
jevnt over tid. En annen mulighet er at det kan ha vart urenheter i den vegetabilske oljen
som ble brukt ved tillaging av vaksinen som ble brukt i vart forsgk. Dette kan i sa fall ha
gitt gkt irritasjon i bukhulen (pers. med. Kurt Ingar Draget, avdeling for bioteknologi ved
NTNU, april 2016). Resultatet kan ogsa skyldes naturlige variasjoner mellom fisk pa

individniva, eller andre biologiske faktorer. Siden resultatet er basert pa
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gjennomsnittsverdier, fgr og etter slakting og prgveuttak, er det ogsa mulig at forskjellen

skyldes statistiske variasjoner.

SGR-verdiene for IP-gruppene viste en lavere vekstrate for V1-gruppen, sammenlignet
med V2- og PBS-gruppen frem t.o.m. dag 21. Dette jevner seg derimot ut i lgpet av neste
vekstperiode, og hgyeste SGR-verdi ble observert for V1-gruppen ved dag 42. Den noe
gkte vekstraten for V1-gruppen etter dag 21, kan veere en indikasjon pa at fisken har klart
a overkomme noen av problemene som oppsto i tiden rett etter vaksinasjon. Dette har
tidligere blitt observert for laks i tiden etter IP injeksjon (71). @kningen i vekst for
V1-gruppen observeres samtidig med en svakere vekst for V2- og PBS-gruppen. Arsaken
til redusert vekst hos disse gruppene er usikker. Siden endringen blir observert bade for
den vaksinerte gruppen (V2) og for PBS-gruppen, er det nzerliggende a tro at dette ikke
er forarsaket av vaksinen alene. Redusert tilvekst ble ogsd registrert for vaksinerte
IM-grupper etter dag 21, men ikke for PBS-fisk. Dette kan vere et tegn pa at IP injeksjon
i seg selv kan gi redusert tilvekst over tid, men det er vanskelig d trekke sikre

konklusjoner ut fra vare resultater.

Siden tilvekst er beregnet ut fra gruppevis gjennomsnittsvekt, er det heller ikke
usannsynlig at forskjellene for denne perioden skyldes variasjoner i utvalget av fisk som
ble tatt ut og veid ved de forskjellige tidspunktene. Resultatene fra statistiske
sammenligninger av gjennomsnittsvekt for vaksinerte grupper, viste ingen signifikante
gruppeforskjeller frem t.o.m. dag 42. Dette ble vist uavhengig av IM eller IP injeksjon. Det
kan dermed ikke konkluderes med noen forskjell i vekst etter vaksinering med V1 og V2,
eller mellom injeksjonsmetodene som ble undersgkt i dette forsgket. Dette gjelder for

vekst i perioden frem t.o.m. dag 42.

IM injeksjon er vanlig i bruk ved DNA-vaksinering mot virus (72), men effekten av IM
injeksjon av oljebaserte vaksiner har i liten grad blitt undersgkt. Et forsgk har blitt utfgrt
av Treasurer og Cox (73), med injeksjon av en oljebasert vaksine i dorsal median sinus
(dms - fettvevet under dorsalfinnen) hos laks. IM-injeksjon, som ble testet i vart forsgk, er
i praksis bare en noe dypere dms-injeksjon, hvor man penetrerer dypere og inn i selve
muskellaget. | forsgket til Treasurer og Cox ble respons etter vaksinering via dms og IP
injeksjon sammenlignet, og resultatene viste ingen signifikant forskjell mellom gruppene.

Vare resultater for rognkjeks, samsvarer godt med dette.
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Statistiske utfordringer ved beregning av tilvekst

Det ma nevnes at beregning av tilvekst ikke var en hovedprioritet ved konstruering av
forsgksoppsettet, sammenlignet med prgvetaking og analyser av disse. Fisken i forsgket
ble merket i forhold til injeksjonsmetode og administrerte injeksjonslgsninger (V1, V2
eller PBS), men individmerking ble ikke gjennomfgrt. Fglgelig baseres statistikken for

vekst pa en gruppevis gjennomsnittsvekt ved de ulike uttakstidspunktene.

Dette gjennomsnittet vil variere, da fisken som ble veid f.eks. pa dag 21, og deretter avlivet
for prgveuttak, ikke lenger er til stede og kan veies igjen pa dag 42. Det vil i tillegg veere
vanskelig 3 fa til et <hundre prosent» tilfeldig utvalg ved having av fisk ved de forskjellige
uttakene. Dette vanskeliggjares spesielt ved at fisken suger seg fast og oppholder seg pa

vidt forskjellige steder i karet.

For a beregne fiskens tilvekst etter immunisering, ble resultater fra malingene ved dag 0,
dag 21 og dag 42 benyttet. Pa disse uttakene ble det tatt ut fisk fra bade IM- og IP-grupper.
Dette var ogsa de uttakene hvor det var minst variasjon i antall fisk som ble tatt ut fra de

forskjellige gruppene.

For IM-gruppen ble det pa dag 21 tatt ut kun 4 fisk fra V2-gruppen, mot 10 i de andre
gruppene. Arsaken til dette var at man, pa grunn av tidligere hgy dgdelighet i V2-gruppen,
valgte a ta ut feerre fisk fra denne gruppen ved dette tidspunktet. Dette gir et noe svakere

grunnlag for statistiske sammenligninger.

Ved dag 84 var det hgy variasjon i antall gjenvaerende fisk i IM-gruppen. Da var det 2, 4
og 5 fisk igjen i henholdsvis V1-, V2- og PBS-gruppen, som alle ble tatt ut for prgvetaking.
Den hgye gruppevariasjonen pa dette tidspunktet gjorde resultatene uegnet for
statistiske sammenligninger bade innad i IM-gruppen, og mot IP-gruppen. Resultatene ble
heller ikke vurdert gunstig for sammenligning mot tidligere uttak (der n=10). Det samme
gjaldt for IP-gruppen ved dag 84. Her var det kun 5 fisk igjen i de forskjellige gruppene.

Sammenligninger mot tidligere uttak ville i beste fall blitt upalitelige.

Resultatene for dag 84 ble derfor ikke tatt med ved sammenligning av vekst-data, og star

oppfert i appendiks II.
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5.1.2 Scoring av bivirkninger - IP-grupper

Adheranser — Speilbergs skala

Scoring etter Speilbergs skala, er en subjektiv analysemetode som benyttes for a gradere
adheranser i bukhulen hos fisk i etterkant av IP vaksinering. Det ble benyttet en
modifisert versjon av Speilbergs skala i dette forsgket (metoden finnes pa side 23).
Adheranser ble gradert pa en skala fra 0-6 etter omfang og alvorlighetsgrad, i

sammenheng med prgveuttakene pa dag 21, dag 42 og dag 84.

Resultatene viste en hgyere gjennomsnittlig scoring for V1-gruppen enn for V2-gruppen
for alle maletidspunktene, og adheranser ble ikke observert hos fisk i PBS-gruppen.
Statistiske analyser viste signifikant forskjell mellom V1- og V2-gruppen pa dag 21 og dag
42, men ikke pa dag 84. Den eneste variasjonen i behandling av fisk, var forskjellen i
administrerte injeksjonslgsninger. Da all fisk i PBS-gruppene fikk score 0, kan vi dermed
gd ut fra at adheransene som ble observert hos vaksinerte grupper, faktisk skyldtes

vaksinene.

Resultatene fra malingene ved dag 21, viste en variasjon i scoring for enkeltfisk mellom
gradene 2-4. Gjennomsnittsverdien ble malt til 3,4 for V1-gruppen, og til 2,6 for
V2-gruppen (se resultater pa side 42). Disse verdiene, spesielt for V1-gruppen, er noe
hgyere enn forventet av produsent (pers. med. @yvind Vagnes, Vaxxinova Norway AS,
april 2016). Arsaken til de hgye verdiene for V1 er uviss, men kan skyldes en feil med
vaksinen (se diskusjon pa side 71). Resultatene fra dag 42 viste en tilsvarende variasjon i
scoring for enkeltindivider som ved dag 21, men gjennomsnittsverdiene var noe lavere.
Siden forskjellen er sa liten, skyldes dette mest sannsynlig naturlig variasjon mellom
individer. Resultatene for enkeltindivider star oppfgrt i appendiks III. Malingene ved dag

21 og dag 42 ble gjennomfgrt av samme person.

Fa, om noen, forsgk er gjennomfgrt for rognkjeks nar det kommer til adheranser etter I[P
vaksinering. Speilbergs skala har derimot blitt benyttet for laks i en arrekke. I forsgket til
Midtlyng et al. (37), ble laks vaksinert IP med forskjellige vaksiner. Blant annet ble to
vaksiner med oljebaserte adjuvanter undersgkt. Fisken ble kontrollert i forhold til

adheranser 6 uker, 3 maneder og 6 maneder etter vaksinering. Her ble adheranser
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observert ved alle tre malingene, med hgyest gjennomsnittsverdi (ca. 4,2) malt etter 6
maneder. Resultatene fra malingene etter 6 uker og 3 maneder ble ikke oppgitt i
artikkelen, men var vesentlig lavere enn ved 6 maneder. I et forsgk gjennomfgrt av Berg
et al. (71), ble adheranser hos laks scoret til en gjennomsnittsverdi pa 2,45 etter 6 uker,
med deretter gkt omfang og alvorlighetsgrad i Igpet av forsgkets varighet pad ca.
6 maneder. | et lignende forsgk gjennomfgrt av Poppe og Breck (74), ble adheranser hos
laks observert 12 mdneder etter vaksinasjon. Graden av adheranser varierte mellom 0-5,
mens grad 6 ikke ble observert. Hgyere gradering (t.o.m. grad 6) har blitt observert for
regnbuegrret av Rgnsholdt og McLean (65), men kun i fa tilfeller (< 5 %). Et forsgk med
torsk (Gadus morhua L.), gjennomfgrt av Mutoloki et al. (75), viste til sammenligning en
giennomsnittlig scoring av adheranser pa 2,0 og 2,2, henholdsvis 12 og 25 uker etter
[P vaksinering. Resultatene fra de overnevnte forsgkene viste at adheranser kan vedvare
i fisken i lang tid etter vaksinering, og at alvorlighetsgraden kan variere mellom

forskjellige arter og administrerte vaksiner.

Vare resultater for V2-gruppen, 42 dager (6 uker) etter vaksinering, stemmer godt
overens med resultatene til Berg etal. (71). Resultatene for V1-gruppen er dog noe hgyere
enn det som har blitt visti evaluerte rapporter for laks og andre arter pa dette tidspunktet.
Stor variasjon mellom arter og administrerte vaksiner, gjgr det imidlertid vanskelig a
sammenligne vare resultater med andre forsgk. En god oversikt over hva som har blitt

pavist i andre forsgk, er likevel til stor hjelp nar man skal evaluere egne resultater.

Ved dag 84 viste vare resultater en gkt grad av adheranse hos fisken. Her ble det vist en
variasjon i scoring for enkeltfisk mellom gradene 4-6. Malingene pa dette tidspunktet ble
giennomfgrt av en annen person enn ved dag 21 og dag 42. Siden dette er en subjektiv
evaluering, er det mulig at de hgye resultatene mer skyldes skjgnn, enn faktiske forhold i
fisken. Det er ogsa mulig at variasjonen gikk den andre veien, og at personen som
giennomfgrte malingen pa dag 21 og dag 42 skjgnnsmessig ga lavere score enn det
faktiske forholdet i fisken. Denne problematikken kunne vart unngatt hvis fiskens
gruppetilhgrighet hadde vezert blindet, men dette var vanskelig & gjennomfgre ved
prgvetaking i felt. Samtidig har tidligere forsgk med andre arter vist at graden av
adheranser har en tendens til a gke over tid (37, 65, 71, 75), noe som ogsa kan vere

gjeldene for rognkjeks.
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Vaksinerester og melanin

[ tillegg til scoring av adheranser via Speilbergs skala, ble fisken ogsa undersgkt i forhold
til tilstedevaerelse av vaksinerester og melanin i bukhulen. Begge parameterne ble gradert
pa en skala fra 0-3 etter omfang og alvorlighetsgrad. Undersgkelsene ble gjennomfgrt i
sammenheng med prgveuttakene pa dag 21, dag 42 og dag 84, og det ble ikke pavist

vaksinerester hos fisk i PBS-gruppene.

Det ble pavist vaksinerester hos alle vaksinerte grupper i lgpet av uttakene etter dag 0.
Resultatene fra dag 21 viste en variasjon i scoring for enkeltfisk i V1-gruppen mellom
gradene 1-3. Til sammenligning varierte scoringene for fisk i V2-gruppen mellom gradene
0-1 pa det samme tidspunktet. Dette indikerer at nedbrytningstiden, og/eller graden av
videredistribusjon av de to vaksinene, er hgyst forskjellige. Dette er som forventet fra
produsent (pers. med. Eivind Isdal, Vaxxinova Norway AS, oktober 2015). Resultatene fra
malingen ved dag 42 viste en liknende trend, men med lavere verdier enn ved dag 21.
Variasjonen mellom enkeltindivider i V1-gruppen ligger mellom gradene 1-2, mens all
fisk i V2-gruppen ble scoret til grad 0. Dette bekrefter resultatene fra dag 21. Malingene

ved dag 21 og dag 42 ble gjennomf@rt av en og samme person.

Resultatene fra malingen ved dag 84 viste ganske like verdier for V1- og V2-gruppen.
Gradering for enkeltfisk varierte mellom 0-1 for begge gruppene. Malingene pa dette
tidspunktet ble gjennomfgrt av en annen person enn pad dag 21 og dag 42. Man ser her de
samme utfordringene som for scoring av adheranser (se diskusjon pa side 75), hvor
forsgkspersonell ble endret for det siste uttaket. Da det er usannsynlig at det har veert en
faktisk gkning i vaksinerester for V2-gruppen fra dag 42 til dag 84, kan man ga ut fra at

gkningen skyldes variasjon i forsgkspersonell.

Melanin ble ikke observert for noen av gruppene i forsgket. Arsaken til dette er uviss, da
melanin ofte har blitt pavist for andre arter (37, 65, 70, 71, 75, 76). Fravaer av melanin
etter [P vaksinering av rognkjeks, har dog blitt vist i et tidligere forsgk av Erkinharju et al.
i 2015 (upubliserte resultater, presentert pa EAFP-konferanse i september 2015)(77).
Et nylig utfgrt forsgk med torsk, har ogsa vist lignende resultater (78).
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5.1.3 Dgdelighet

Dgdelighet ble i dette forsgket i hovedsak observert i lgpet av de fgrste 48 timene etter
immunisering. Akutt dgdelighet pa dag 0 var spesielt fremtredende hos V2-gruppen.
Det ble ikke observert dgdelighet hos IP injisert fisk eller for PBS-grupper, og det ble ikke

observert dgdelighet hos fisk som ble vaksinert og oppstallet for uttak ved 1 og 4 timer.

Resultatene for Gr. 1, viste en akutt dgdelighet pa 20 % hos V2-gruppenilgpet av de fgrste
8 timene etter vaksinering. Dgdeligheten var pa 30 % etter 48 timer, og dette var ogsa
den totale dgdeligheten for fisk vaksinert med V2. Akutt dgdelighet ble ikke registrert for
V1-gruppen pa dag 0, og dgdeligheten 48 timer etter vaksinering var pa 4 %. Den totale
dgdeligheten for V1-gruppen gkte til 6 % innen slutten av forsgket.

Til sammenligning viste resultatene for Gr. 2 (ikke presentert i oppgaven) en akutt
dgdelighet pa 2 % for V1-gruppen. Den totale dgdeligheten var pa 4 %. Det ble heller ikke
her registrert dgdelighet hos IP vaksinert fisk, eller i PBS-gruppene. Resultatene som ble
vist her for V1-gruppen, fungerer i praksis som en kontroll for resultatene i Gr. 1. Dette
gjgr at man med hgyere sikkerhet kan ga ut fra at den lave dgdeligheten etter vaksinering

med V1 ikke skyldes tilfeldigheter. Gjentatte forsgk kreves for a verifisere dette.

En vesentlig svakhet i forsgksoppsettet, nar det kommer til registrering av dgdelighet,
er at fisk ble tatt ut for prgvetaking i lgpet av forsgket. Sannsynligheten er hgy for a ta ut
fisk som ville dgdd av seg selv ved et senere tidspunkt, og den totale dgdeligheten i

forsgket kunne potensielt ha veert hgyere enn det som ble registrert.

Forhgyet dgdelighet etter vaksinering kan veere forarsaket av mange faktorer (70, 79).
All form for handtering kan virke stressende pa fisken, men er normalt i seg selv ikke nok
til & forarsake omfattende dgdelighet. Faren for a pafgre fisken skader ved f.eks. having
og merking er dog alltid tilstede, men dgdelighet forarsaket av slike skader vil som oftest
forekomme en tid etter vaksinering. Siden all fisk ble behandlet likt gjennom hele
forsgket, er det ikke neaerliggende a tro at handtering eller handteringsskader i seg selv er
arsaken til den akutte dgdeligheten i V2-gruppen. Andre potensielle arsaker, mer direkte
knyttet til selve vaksinen, kan vaere autoimmunitet eller andre systemiske lidelser. Dette

har blant annet blitt pavist hos laks etter vaksinering med oljebaserte vaksiner (80-82).
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Det ble imidlertid ikke gjort forsgk pa a pavise slike lidelser hos fisk i vart forsgk.
Histologiske undersgkelser viste heller ingen klare tegn som kunne forklare dgdeligheten,
og dgdsarsaken ma derfor registreres som udefinert. De histologiske undersgkelsene i
dette forsgket omfattet kun prgver av stikksted og ryggmuskulatur, noe som begrenser
mulighetene for a pavise dgdsarsaken. Andre undersgkelser som eventuelt kunne gitt mer
informasjon, er a ta histologiprgver fra dgdfisk og se etter eventuelle trombedannelser i
koronararteriene til hjertet eller i gjellene (pers. med. Trygve Poppe, april 2016).1 og med
at dgdeligheten oppsto sdpass akutt, kan det virke som at det ligger noe toksisk eller

sjokk-relatert til grunn.

For tidligere forsgk med dms- og IP injeksjon av laks, gjennomfgrt av Treasurer og Cox
(73), ble det til sammenligning registrert en kumulativ dgdelighet pa mellom 1-5 % for
grupper med IP-fisk, og en dgdelighet pa mellom 0,5-1 % for grupper med dms-fisk.
Dgdeligheten ble i hovedsak registrert i lgpet av de fgrste 24 timer etter vaksinering. Her
ble det pavist en hgyere dgdelighet for IP-fisk, men en hgy andel av dgdeligheten her var
forarsaket av soppinfeksjoner (Saprolegnia), og kunne ikke direkte knyttes til selve
vaksineringen. Resultater fra forsgk med laks, er ngdvendigvis ikke direkte
sammenlignbare med vare. Det er dog interessant at deres resultater fra histologiske
undersgkelser av dgdfisk fra dms-gruppene, viste tegn pa muskelskader ved
injeksjonsstedet. Dette ble notert som et tegn pa at selve injeksjonen hadde blitt satt for
dypt i disse tilfellene, og det ble ansett som den mest omfattende arsaken til dgdelighet i

dms-gruppene.

Da vaksinering av rognkjeks er et forholdsvis nytt tema, og da spesielt vaksinering via
IM injeksjon, er det vanskelig & finne kilder til sammenligning med resultatene i vart
forsgk. Hgy akutt dgdelighet har dog blitt vist for rognkjeks ved diverse sikkerhetsforsgk
giennomfgrt av PHARMAQ AS (83). I deres resultater, presentert blant annet pa et
seminar i Tromsg i 2014, ble det vist hgy dgdelighet for forsgk med IM vaksinering av sma
rognkjeks. Fiskens stgrrelse var her pa 3,5-5 cm ved vaksinering, og det ble gjort forsgk
med forskjellige injeksjonsmetoder. Fisken ble vaksinert med en mineralolje-basert
vaksine via IM eller IP injeksjon. Dette var forsgk som ble gjennomfgrt for a teste
ytterpunkter for sikker vaksinering av rognkjeks. Deres resultater viste en dgdelighet pa

mellom 0-1 % for fisk vaksinert via IP injeksjon, og en dgdelighet pa i overkant av
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35 % for fisk vaksinert via IM injeksjon. All dgdelighet ble her observertilgpet av de fgrste

5 dggn etter vaksinering.

Vart forsgk viste liknende resultater for bade IM og IP injiserte fisk med V2 i Gr. 1.
Hgy dgdelighet etter vaksineringen av fisk i denne gruppen, samt resultatene fra
forsgkene til PHARMAQ AS med sma rognkjeks (83), var hovedarsaken til at man valgte a
ikke vaksinere fisk i Gr.2 (fisk mellom 4-8 gram) IM med V2. Hvilken innvirkning fiskens
stgrrelse ville hatt for dgdelighet etter vaksinering er uvisst, og dette er noe som eventuelt

bgr testes videre i et annet forsgk.

Oppsummering av velferdsindikatorer

Resultatene viste redusert tilvekst for vaksinert fisk, men ingen signifikant forskjell
mellom V1- og V2-gruppen frem t.o.m. dag 42. For IP-fisk ble det dog pavist lavere tilvekst
for V1-gruppen i den samme perioden. Dette kan ha en sammenheng med samtidig hgy
grad av adheranser i bukhulen. Gjennomsnittlig gradering pa Speilbergs skala var for
V1-gruppen pa over 3 ved dag 21 og dag 42. Grad 3 og opp regnes for a ha vesentlig
innvirkning pa fiskens vekst og velferd (8). Selv om vare resultater viste indikasjoner pa
vesentlig redusert velferd for IP vaksinerte fisk, ble det ikke pavist dgdelighet for
[P-grupper i lgpet av forsgket.

For IM-gruppene ble dgdelighet i hovedsak registrert som akutt dgdelighet pa dag O,
for fisk vaksinert med V2. Arsaken til den hgye dgdeligheten ble ikke pavist. De samlede
resultatene for velferd indikerer vesentlige forskjeller mellom V1 og V2, samt mellom

IM og IP injeksjon som vaksineringsmetode.
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5.2 Antistoffrespons

ELISA er en kvantitativ analysemetode som ofte brukes for a evaluere antistoffrespons
hos fisk etter vaksinering. Mengden antistoff (IgM) detektert i fiskens serum, mot de
antigenene som blir indusert via vaksinen, er en god indikator for vaksinerespons. @kt
tilstedeveerelse av antistoff i blodet etter vaksinering, vil kunne gjgre fisken bedre rustet
til 3 bekjempe en eventuell infeksjon ndr den oppstar. I vart forsgk ble det tatt blodprgver

av fisken fgr immunisering pa dag 0, samt ved prgveuttakene pa dag 21, dag 42 og dag 84.

Resultatene fra forsgket viste betydelige forskjeller mellom tilstedeveerelse av IgM i
serum fra vaksinert fisk og uvaksinerte kontroller. Det ble ogsa vist en gkende trend for
antistoffrespons i tiden etter vaksinering, og hgyeste OD-verdier ble observert for

serumprgver fra vaksinert fisk fra dag 42 og dag 84.

5.2.1 Antistoffrespons — serum-pools

Resultatene viste hgyest antistoffrespons mot de to gruppene av A. salmonicida,
sammenlignet med respons mot V. anguillarum O1 og M. viscosa. Dette ble vist, uavhengig
av forskjell i administrerte vaksiner eller injeksjonsmetoder. Det eneste unntaket ble
observert ved sammenligning av respons for V1 ved IM og IP injeksjon i plateoppsett 3
(se resultater pa side 50), mot A. salmonicida gr. 6. Da det ble observert ganske lave
verdier for samtlige grupper pa denne platen, er det nzerliggende a tro at resultatet
skyldes platefeil eller feil med avlesning/maling etc. Hvis man ser bort fra dette
enkeltresultatet, ser man en generell trend med hgye verdier for platene coatet med A.
salmonicida. Ved sammenligning av resultater for A. salmonicida gr. 5 og gr. 6, ble deti de
fleste tilfeller vist noe lavere respons mot gr. 5. Forskjellen her var imidlertid ganske liten,

og kan veere forarsaket av variasjoner mellom enkeltprgver og/eller plater.

Mens vaksinering mot klassisk furunkulose (Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida),
har veert gjennomf@grt med stor suksess siden 1990-tallet, har forsgk med vaksinering mot
atypiske varianter blitt vist mindre vellykket. A lage effektive vaksiner mot atypisk
A. salmonicida for laks og regnbuegrret har vist seg vanskelig, og flere forsgk har vist

sveert varierende resultater (84). Andre forsgk med torsk har vist lovende resultater, men
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vaksineresponsen var imidlertid hgyst varierende for individer (85-87). Vaksinerespons
mot atypisk A. salmonicida har i lgpet av de par siste drene blitt vist bade for berggylt (88)
og rognkjeks (89), men flere og mer omfattende forsgk er ngdvendige for a trekke sikre
konklusjoner. Vare resultater for rognkjeks viste god vaksinerespons ved ELISA, men

resultatene er i seg selv ikke konklusive.

Vare resultater for V. anguillarum O1 og M. viscosa viste til sammenligning mye lavere
respons, med samtlige verdier malt til under 0,6 (og flere verdier malt til under 0,2).
Verdiene var sa lave at det vanskeliggjorde sammenligning av resultater, og det var heller
ikke en like klar trend med gkende respons over tid. Tidligere forsgk, gjennomfgrt med
sammenligning av vaksinerespons mot blant annet atypisk A. salmonicida og
V. anguillarum hos torsk, viste noe hgyere og jevnere respons mot atypisk A. salmonicida
(85, 86). Vaksiner mot V. anguillarum og M. viscosa har tidligere vist a ha forholdsvis god
effekt for laks (90). For rognkjeks har enkeltforsgk vist relativt lik respons mot atypisk
A. salmonicida og V. anguillarum (89), mens forsgk med M. viscosa ikke har blitt

giennomfgrt tidligere. Arsaken til den lave responsen i vart forsgk, er derfor uviss.

Ved sammenligning av resultatene for V1 og V2 i plateoppsett 1-2 (side 47-50), ble det
vist en generelt lavere respons for V1 mot A. salmonicida (gr. 5 og 6). Unntaket var for IP-
fisk mot A. salmonicida gr. 5, hvor det ble vist en OD-verdi pa 0,94. Forutenom akkurat
denne malingen, var differansen mellom hgyeste verdi for V1 og V2 ganske stor for
samtlige plater. Den stgrste differansen i OD-verdi mellom V1 og V2, var pa 1,49 for
IM-fisk mot A. salmonicida gr. 6. Da den samme trenden i forskjell mellom V1 og V2 ble
pavist for flertallet av platene i disse oppsettene, er det naerliggende a tro at de observerte
ulikhetene er reelle. Med «reelle» menes her at forskjellen mellom gruppene ikke er
forarsaket av variasjoner mellom enkeltprgver eller plater. Da kontrollprgvene ga relativt
like resultater for alle platene, er det heller ikke spesielt trolig at gruppevariasjonen
skyldes pipetteringsfeil eller lignende svikt hos forsgkspersonell. Resultatene fra
plateoppsett 1-2 viste en jevnt over lav respons for vaksinering med V1, sammenlignet
med vaksinering med V2. Unntaket her var for I[P vaksinert fisk, mot A. salmonicida gr. 5.
Lav vaksinerespons ved ELISA er dog ikke ensbetydende med lav beskyttelse, og effekten
(beskyttelsesgrad) av de forskjellige vaksine-adjuvantene ma derfor testes ved et senere

smitteforsgk.
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Fa forsgk har blitt gjennomfgrt med fokus pd sammenligning av vaksinerespons etter
injeksjon av vegetabilske- eller mineraloljebaserte adjuvanter for fisk. Et forsgk har blitt
giennomfgrt av Haugland et al. (91), som viste vaksinerespons for laks etter vaksinering
med vegetabilske olje-adjuvanter. Tidligere forsgk har ogsa vist vaksinerespons og
beskyttelse av vaksiner med vegetabilske oljeadjuvanter for kylling (92), og ga i flere
tilfeller tilsvarende beskyttelse som mineral-olje baserte vaksiner i forsgket. Et annet
forsgk gjennomfgrt for mus viste dog ikke-malbar vaksinerespons ved ELISA, for en
malaria-vaksine basert pa adjuvanter av solsikkeolje og drueolje (93). Vegetabilske olje-
adjuvanter ble her sammenlignet med hai-leverolje (squalene), som viste vesentlig
hgyere respons. Selv om det er vanskelig a finne kilder som sammenligner immunologisk
effekt av de forskjellige typene av adjuvanter i vaksiner for fisk, har flere forsgk for andre
arter vist immunologisk effekt for vegetabilske oljeadjuvanter. Det virker som om denne
effekten varierer i noe hgyere grad for vegetabilske oljeadjuvanter enn for mineralolje-
baserte adjuvanter. Hgy variasjon i arter og testede vegetabilske oljer i forsgkene, gjgr det

dog vanskelig & sammenligne immunologisk respons.

For sammenligning av injeksjonsmetoder i plateoppsett 3-4 (side 51-54), viste vare
resultater relativt lav respons for V1 mot samtlige antigen. Unntaket var resultatene mot
A. salmonicida gr. 5, hvor det ble vist en OD-verdi pa 1,05 for IP-fisk ved dag 84. Selv om
resultatene mellom de forskjellige plateoppsettene ikke er direkte sammenlignbare,

fungerer dette resultatet som en bekreftelse for resultatet observert i plateoppsett 2.

Samtidig, for plateoppsett 3, viste samtlige andre malinger for V1 verdier under 0,5.
Resultatene for V2 viste til sammenligning jevnt over hgye verdier mot A. salmonicida
gr. 5 og 6. Det ble her vist en relativt jevn respons, med verdier pa mellom 0,75 og 0,95
for vaksinerte IM- og IP-grupper mot A. salmonicida gr. 6 ved dag 42 og dag 84. For platen
coatet med A. salmonicida gr. 5, ble hgyeste verdi (1,34) malt for den vaksinerte
IM-gruppen. Differansen mellom IM- og IP-gruppen var her pa 0,39. Standardavviket for
[P-gruppen pa dette tidspunktet var hgyt, og verdiene for enkeltindivider var mest

sannsynlig relativt likt for IP-fisk ved dag 42 og IM-fisk ved dag 84.
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Resultatene fra plateoppsett 3-4, viste lignende resultater for de forskjellige vaksinene
som i plateoppsett 1-2. Det virker ikke som om forskjellige injeksjonsmetoder pavirker

antistoffrespons i vesentlig grad etter vaksinering med V2.

For antistoffrespons etter vaksinering med V1, ble hgyest respons vist for IP injisert fisk,
noe som indikerer at vaksinering via IP injeksjon er noe mer effektivt for denne vaksinen.
Dette resultatet er dog noe usikkert, da hgy respons kun ble observert for to plater
(fra plateoppsett 2 og 3) og mot kun ett antigen (A. salmonicida gr. 5). Disse resultatene
kan veere forarsaket av variasjoner mellom individer, eller andre biologiske faktorer.
Resultatet kan ogsa veere forarsaket av feil i oppmaling/tillaging av lgsninger for coating
av plater, eller ved fortynning av antistoff. Uavhengig av arsak, som er vanskelig & pavise

i etterkant, ma disse resultatene regnes som inkonklusive.

Resultatene fra forsgk med laks, gjennomfgrt av Treasurer og Cox (73), viste ingen
signifikante forskjeller mellom antistoffrespons for dms- og IP vaksinerte grupper. Vare

resultater for rognkjeks samsvarer godt med dette.

En interessant detalj, som ikke ble undersgkt videre i dette forsgket, er at den positive
kontrollen (PK) i flere tilfeller viste lik eller hgyere respons enn andre vaksinerte grupper.
PK er serum-pool fra dag 42, fra IP vaksinerte fisk (V1) fra Gr. 2. Resultatene for PK viste
tilnaermet lik eller hgyere respons enn samtlige vaksinerte fiskegrupperi Gr. 1, uavhengig
av vaksiner eller injeksjonsmetode. Disse resultatene viste med andre ord en hgyere
respons fra V1-fisk i Gr. 2 (fisk fra 4-8 gram), sammenlignet med vaksinerte fisk fra Gr. 1

(fisk >10 gram) 42 dager etter immunisering.

De sistnevnte resultatene er svert interessante, og serum-prgvene fra Gr. 2 bgr

undersgkes videre ved en senere anledning,.
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5.2.2 Antistoffrespons — individserum fra dag 42

ELISA-resultatene fra serum-pools viste i praksis en gjennomsnittsverdi basert pa
vaksinerespons hos individer. Svakheten med dette, er at individuelle variasjoner ikke
kommer fram i resultatet. Eventuelle ekstreme individ-verdier (lav/hgyrespondere) vil
kunne trekke gjennomsnittet ned eller opp, uten at dette kan detekteres. Hgyest
vaksinerespons (enkeltverdier) ble observert ved dag 84, men variasjonen i antall
gjenvaerende fisk i gruppene gjorde resultatene fra dette uttaket uegnet for statistiske
sammenligninger. For a avdekke eventuelle variasjoner mellom enkeltindivider ble det, i
tillegg til platene med serum-pools, gjennomfgrt ELISA med individ-serum. Da
resultatene fra dag 84 ble vist uegnet for statistiske sammenligninger, ble serum fra dag

42 benyttet.

Resultatene viste, i likhet med resultatene for plater med serum-pools, hgyest
antistoffrespons mot de to gruppene av A. salmonicida, sammenlignet med respons mot
V. anguillarum 01 og M. viscosa. Samtlige malinger for respons mot V. anguillarum 01 og
M. viscosa ble malt til under 0,6, og det ble vist relativt lav variasjon for respons mellom
enkeltindivider. Det ble heller ikke pavist signifikante forskjeller mellom vaksinerte
grupper, uavhengig av injeksjonssted. Disse malingene bekrefter resultatene for

V. anguillarum 01 og M. viscosa fra platene med serum-pools, t.o.m. dag 42.

Ved sammenligning av respons mot de to gruppene av A. salmonicida etter vaksinering
med V1 og V2, i plateoppsett 1-2 (side 55-58), ble det vist signifikante forskjeller mellom
de vaksinerte gruppene for alle platene. Dette bekrefter vare resultater fra serum-pools,

t.o.m. dag 42.

Det ble samtidig vist en tydelig trend for variasjonen innad i gruppene, med lavest
variasjon innad i PBS-gruppen. Variasjonen var noe hgyere for V1-gruppen, og hgyest for
V2-gruppen. Hgyest respons ble malt for V2-gruppen, uavhengig av injeksjonssted, men
det var stor forskjell pa fisk med lav og hgy respons innad i gruppen. Differansen mellom
hgyeste og laveste verdi innad i V2-gruppen for disse platene var pa det meste oppei 1,38
mot A. salmonicida gr. 5, for IP vaksinert fisk. Variasjonen mellom IM vaksinerte individer

i V2-gruppene var noe lavere, men differansen var fortsatt hgy i enkelte tilfeller.
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Resultatene viste at selv om gjennomsnitts-responsen er hgy for V2-gruppen,
sammenlignet med V1-gruppen, er det ogsa stor variasjon mellom grad av respons for
enkeltindivider i V2-gruppene. Dette kan potensielt vise seg a gi redusert total beskyttelse

(flokkimmunitet) for vaksinen. Dette ma testes ved et senere smitteforsgk.

Resultatene for sammenligning av respons og injeksjonsmetoder, i plateoppsett 3-4 (side
59-62), viste ingen signifikante forskjeller mellom IM og IP injiserte V1-grupper. Dette
gjaldt for samtlige antigen, og resultatene samsvarer sdledes med resultatene fra serum-
pools. Samtlige malinger for V1-fisk viste verdier under 0,5, og variasjonen mellom

individuelle fisk var lav.

Resultatene for V2-grupper viste heller ingen signifikante forskjeller mellom IM- og
[P-grupper, men variasjonen mellom enkeltindivider var mye hgyere for IP vaksinerte
fisk. De hgyeste differansene innenfor IP-gruppen ble malt til 1,42 og 1,62, mot
henholdsvis A. salmonicida gr. 5 og 6. De hgyeste differansene for IM-grupper ble til
sammenligning malt til 0,98 og 0,99, mot henholdsvis A. salmonicida gr. 5 og 6. De laveste

individ-responsene for IM-fisk ble ogsa vist noe hgyere enn for IP-fisk.

Resultatene for V2 samsvarer med resultatene fra serum-pools, men avdekker samtidig
en variasjon innad i de vaksinerte gruppene. Resultatene viste at IM vaksinering med V2
gir like hgy gjennomsnittlig respons som IP vaksinering med V2, men viste samtidig ogsa
at IP vaksinering ga en hgyere variasjon i individuell respons. Hvis vaksinerespons viser
seg a veere ekvivalent med beskyttelse, indikerer vare resultater med andre ord at et
stgrre antall fisk vil veere darligere beskyttet ved IP enn ved IM vaksinering. Jo flere godt
beskyttede (resistente) individer i en populasjon, dess sterkere blir effekten av

flokkimmunitet.

Effekten av IM og IP vaksinering ma etterprgves ved et senere smitteforsgk, og man bgr
vurdere a gjennomfgre slike forsgk for flere arter. Hvis IM vaksinering viser seg a gi lik
gjennomsnittlig beskyttelse som IP vaksinering, men gir god beskyttelse for flere
individer, vil dette veere sveert aktuelt for oppdrett av "matfisk” som laks og regnbuegrret.
Spesielt med tanke pa tidligere nevnte forsgk, og vare resultater for rognkjeks, som viste

redusert tilvekst for fisk etter IP vaksinering.
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Oppsummering av antistoffrespons

Resultatene viste klare forskjeller i respons mellom vaksinerte grupper og PBS-grupper,
og det ble registrert hgyest respons mot de to gruppene av A. salmonicida. Respons mot
V. anguillarum 01 og M. viscosa var til sammenligning mye lavere, og malingene var sa
ujevne at det var vanskelig 8 sammenligne utviklingen av respons over tid. De lave
verdiene ble vist uavhengig av forskjeller i vaksiner eller injeksjonsmetoder. Resultatene
fra individ-serum viste ingen signifikant forskjell mellom vaksinerte grupper eller

forskjellige injeksjonsmetoder, mot V. anguillarum O1 eller M. viscosa.

Resultatene fra serum-pools, for plateoppsett 1-2, viste lavere respons for V1-grupper
enn for V2-grupper, mot A. salmonicida gr. 5 og 6. Resultatene for plateoppsett 3-4 viste
tilsvarende forskjeller mellom V1 og V2. Det ble her vist en mulig gkt respons for V1 ved
[P vaksinering, sammenlignet med IM vaksinering. For V2-grupper ble det ikke vist noen

klare forskjeller for respons ved forskjellige injeksjonsmetoder.

Resultatene fra individ-serum, for plateoppsett 1-2, viste signifikant forskjell i respons for
de forskjellige vaksinene. Responsen for V1-grupper ble vist vesentlig lavere enn for
V2-grupper. Resultatene fra plateoppsett 3-4 viste ingen signifikante forskjeller i respons
etter IM eller IP vaksinering. Disse resultatene bekrefter observasjonene som ble gjort for

serum-pools, og de resultatene som ble registrert for prgver fra dag 42.

Selv om plateoppsett 3-4 viste at IM vaksinering med V2 gir like hgy gjennomsnittlig
respons som ved IP vaksinering med V2, ble det samtidig avdekket en variasjon innad i
de vaksinerte gruppene. Det ble her vist en hgyere variasjon i individuell respons etter IP

vaksinering med V2, sammenlignet med IM vaksinering av den samme vaksinen.

Det var ikke mulig & gjennomfgre lignende analyser for direkte V1 og V2 sammenligning
innenfor forsgkets tidsrammer; dvs. analyser av individserum for & sammenligne

enkeltverdier opp mot serum-pools. Dette bgr gjennomfgres ved en senere anledning.
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5.3 Immunhistokjemi

o

Immunhistokjemi ble benyttet for a detektere vaksinerester i histologiske snitt.
Tverrsnitt av muskelceller fra ikke-immunisert IM-fisk fra dag 0, samt immunisert fisk fra
uttak pd dag 21 og dag 42, ble undersgkt. Tilstedeveerelse av V. anguillarum 01 resulterte

i en tydelig rgd farging pa snittene, som kunne observeres gjennom mikroskopet.

Det ble pavist tilstedeveerelse av V. anguillarum 01, ved undersgkelse av snitt fra
vaksinert fisk fra dag 21 og dag 42. Som en kontroll, ble snitt fra PBS-fisk fra de samme

uttakene ogsa undersgkt, og det ble her ikke pavist tilstedeveerelse av V. anguillarum O1.

Det var i utgangspunktet planlagt & benytte antistoff mot atypisk A. salmonicida i de
immunhistokjemiske undersgkelsene, men vare samarbeidspartnere i Vaxxinova rakk
ikke 3 fa dette ferdig innenfor forsgkets tidsrammer. Av budsjettmessige arsaker ble det
heller ikke bestilt inn antistoff fra andre leverandgrer. Planen om & ta med

immunhistokjemi i forsgket, ble av overnevnte drsaker vurdert skrinlagt.

[ siste liten ble det imidlertid funnet antistoff mot V. anguillarum O1 i fryseren pa NFH.
Dette viste seg a vaere rester fra et forsgk som ble giennomfgrt en gang tidlig pa 90-tallet.
Til alt hell, viste det seg at dette antistoffet fortsatt hadde funksjon, selv etter a ha veert

frosset ned ved -20 °C i over 20 ar.

Det er uvisst hvilken konsekvens antistoffets oppbevaringstid og lagring har hatt pa vare
undersgkelser, men det er tvilsomt at disse faktorene har gitt en gkning i respons. Man
kan med andre ord ga ut fra at vare resultater, med pavist tilstedevarelse av

V. anguillarum 01, skyldes faktiske forhold i vare prgver.

Det ville veert mest gunstig, om man i tillegg kunne gjennomfgrt immunhistokjemi med et
annet antigen. Dette ville gitt vare resultater for V. anguillarum 01, gkt vitenskapelig

tyngde. Oppgavens gkonomiske og tidsmessige rammer, tillot imidlertid ikke dette.

87



Diskusjon

5.4 Histologi

Histologiske undersgkelser ble gjennomfgrt med den hensikt, & pdvise eventuelle
negative innvirkninger av vaksinering hos IM-fisk. Forskjellige grader av inflammasjon i
vevet, ble benyttet som indikator pa negativ innvirkning. Totalt 267 snitt (3 snitt fra hver
fisk), ble farst evaluert av forsgksperson 1, fgr prgvene ble blindet. De samme prgvene

ble sa gitt til forsgksperson 2 og 3, for videre individuell vurdering.

Snittene ble i fgrste omgang evaluert ut fra tilstedevaerelse (+), eller ikke-tilstedevaerelse
(-) avinflammasjon. Resultatene fra undersgkelsen, viste en variasjon i gradering mellom
forskjellige forsgkspersoner. Forsgksperson 1 ga hgyere gjennomsnittlig gradering, enn
forsgksperson 2 og 3. Dette skyldes mest sannsynlig at forsgksperson 1, evaluerte

prgvene fgr blinding ble gjennomfgrt.

Det ble deretter gjort et forsgk, pa a etablere et system for gradering av vaksineskader i
vevet. Flere alternative parametere for gradering ble vurdert: 1) antall affiserte celler
(med vekt pa inflammasjon og/eller nekrose), 2) omfang av vevsomrade med
inflammasjon og/eller nekrose (prosentandel av snitt og/eller lokalisering i snittet),

3) antall og/eller stgrrelse pa granulomer eller granulom-liknende strukturer.

Bakdelen med alle disse parameterne, er at de vil kunne variere etter hvor- og hvordan
snittene ble tatt. Da uttak av histologiske prgver ble gjennomfgrt av forskjellige personer,
er det tenkelig at forskjell i erfaring og metoder, vil kunne gi variasjon mellom snittene.
Samtidig vil det veere vanskelig for vaksinatgr, d stikke fisken ngyaktig likt hver gang.

Dette kan videre fgre til gkt variasjon mellom enkeltsnitt.

Gradering av vaksineskader i histologiske snitt, ble av overnevnte arsaker vurdert for
komplisert til & gjennomfgres pa en faglig tilfredsstillende mate, innenfor forsgkets

tidsrammer.
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5.5 Konklusjoner

Velferdsindikatorer

Det ble vist redusert tilvekst for vaksinerte grupper, sammenlignet med PBS-grupper,
men det ble ikke vist signifikante forskjeller mellom vaksinegruppene eller grupper

vaksinert via forskjellige injeksjonsmetoder.

Scoring ved Speilbergs skala viste signifikant hgyere grad av adheranser for fisk

vaksinert med V1, sammenlignet med fisk vaksinert med V2.

Vaksinering med V2, via IM injeksjon, resulterte i akutt gruppedgdelighet pa 30 % i
lgpet av 48 timer. Dette ma anses som vesentlig hgyere enn den totale dgdeligheten

pa 6 % etter IM vaksinering med V1.

Antistoffrespons

Det ble vist generelt lav respons mot V. anguillarum 01 og M. viscosa, for samtlige
vaksinerte grupper. Resultatene fra individ-serum, viste ingen signifikante forskjeller

mellom vaksinegrupper eller injeksjonsmetoder.

Resultatene fra individ-serum, viste signifikant lavere respons mot de to gruppene av
A. salmonicida, for fiskegrupper vaksinert med V1 sammenlignet med fiskegrupper

vaksinert med V2.

Det ble ikke vist signifikant forskjell mellom fiskegrupper vaksinert via forskjellige
injeksjonsmetoder. Variasjon i individuell respons ble imidlertid vist hgyere for fisk

vaksinert via IP injeksjon, sammenlignet med fisk vaksinert via IM injeksjon.
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Immunhistokjemi

e V. anguillarum 01, som ble brukt som indikator for tilstedeverelse av vaksiner i

histologiske snitt, ble detektert hos vaksinert fisk 21 og 42 dager etter vaksinering.

e Samtidigble det ikke detektert V. anguillarum 01 i noen av de undersgkte PBS-fiskene.
Man kan dermed, med hgy sannsynlighet, gd ut fra at histologiske forandringer hos

vaksinert fisk, faktisk er forarsaket av vaksineringen.

Histologi

e Det ble vist histologiske forandringer i snitt fra vaksinerte fiskegrupper, og de fgrste
tydelige endringene ble observert i lgpet av 48 timer etter vaksinering. Videre
analyser kreves for a vise grad av inflammasjon i snittene, samt avdekke eventuelle

forskjeller mellom vaksiner eller injeksjonsmetoder.

Hovedkonklusjoner

Resultatene viste signifikant lavere respons etter vaksinering med V1, sammenlignet med
vaksinering med V2. Vare resultater viser dermed lavere respons for den vegetabilske

olje-adjuvanten, sammenlignet med den mineralolje-baserte adjuvanten.

Samtidig ble det vist hgy akutt gruppedgdelighet etter IM vaksinering med V2,
sammenlignet med fiskegrupper vaksinert med V1. Vare resultater indikerer dermed at
vaksiner basert pa adjuvanter av mineralolje, vil kunne gi gkt fare for vesentlig helseskade
hos rognkjeks etter IM injeksjon, eller ved feilstikk i muskel. Slike helseskader ble i langt
mindre grad observert ved IM vaksinering med vegetabilske olje-adjuvanter i vart forsgk,

noe som indikerer at denne typen adjuvanter kan virke mildere pa rognkjeks.

Resultatene for IM og IP vaksinerte grupper ble ikke vist signifikant forskjellige, men
variasjonen mellom lav- og hgyrespondere ble vist stgrst for IP vaksinert fisk. Om dette

utgjgr redusert beskyttelse, ma testes ved et senere smitteforsgk.
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Tabell A1l: Liste over reagenser og produsenter.

Reagenser Produsenter

Alkaline Phosphatase Yellow (pNPP) Tablets Sigma-Aldrich Co.
Anti-Rabbit IgG — Alkaline Phosphatase antibody Sigma-Aldrich Co.

DH20 fra Milli-Q® Direct Water Purification System Merck Millipore Co.

Etanol (96 %, puriss) Sigma-Aldrich Co.

Etanol (= 99,8, absolutt, puriss) Sigma-Aldrich Co.

Eukitt® quick-hardening mounting medium Sigma-Aldrich Co.

Finquel vet. (100% Trikainmesilat) Western Chemical Inc.
Formaldehyd-Igsning (= 34,5 %) Sigma-Aldrich Co.
Fosfatbufret saltvann (PBS) fra NFH NFH

Glysin Sigma Aldrich Co.
HistoClear™ National Diagnostics Inc.
ImmunoHistoMount™ Sigma-Aldrich Co.
Kanin-anti-rognkjeks IgM Professor Ivar Hordvik - UiB
Kanin-anti-Vibrio anguillarum O1 FORUT*

Magnesiumklorid (MgClz2) Avantor Performance Materials Inc.
Natriumhydrogenkarbonat (NaHCO3) Merck Inc.
Natriumhydroksid (NaOH) Merck Inc.

Natriumkarbonat (Na2CO3) Merck Inc.

Paraffin Histowax® Histolab Products AB
Poly-L-lysin (0,1 %) Igsning (PLL) Sigma Aldrich Co.

RNA-later Thermo Fisher Scientific Inc.
Saltsyre (HCL) Merck Inc.

Shandon instant Hematoxylin Thermo Fisher Scientific Inc.
Shandon instant Eosin Thermo Fisher Scientific Inc.
SIGMAFAST™ Fast Red TR/Naphthol AS-MX Tablets Sigma-Aldrich Co.

Sinkklorid (ZnCl2) Merck Inc.

Tris-bufret saltvann (TBS) fra NFH NFH

* Forskningsstiftelsen ved Universitetet i Tromsg (FORUT).
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Tabell A2: Gjennomsnittsvekt for IM-grupper * standardavvik.
Antall fisk (n) pr. gruppe: dag 0 (n=62), 1 time - dag 14 og dag 28 (n=4),
dag 21 og 42 (n=10), dag 84 (n=2 for V1, n=4 for V2 og n=5 for PBS).

IM-grupper
PBS V1 V2

Dag 0 16,51+ 5,06 16,04 + 4,86 17,08 £ 9,02
1 time 19,82+ 3,96 13,21+2,31 13,30+ 2,59
4 timer 14,67 +1,51 15,38 + 4,03 19,5 + 5,06
24 timer 17,01+5,4 21,91+ 4,44 20,36 5,12
48 timer 18,76 £ 5,20 17,96 + 5,34 20,73 £ 8,20
Dag 4 17,82+ 3,74 21,43 +9,55 12,35+2,43
Dag 7 18,29 + 5,27 19,16 + 3,07 16,22 +2,31
Dag 14 21,68+ 7,62 28,23 £ 15,68 ikke malt
Dag 21 30,94 +7,52 29,83+ 11,24 30,15+ 8,92
Dag 28 39,8 +9,25 29,285+ 4,14 ikke malt
Dag 42 62,25+ 19,14 45,38 £ 15,52 45,22 £ 19,39
Dag 84 56,35+11,10 34,10 + 23,54 83,94 + 22,97

Tabell A3: Gjennomsnittsvekt for IP-grupper + standardavvik.
Antall fisk (n) pr. gruppe: dag 0 (n=25), dag 21 og 42 (n=10), dag 84 (n=5).

IP-grupper
PBS V1 V2
Dag 0 14,90 + 5,18 15,29 + 4,09 14,71 + 3,69
Dag 21 34,80+ 12,61 21,98 + 6,15 28,95+9,76
Dag 42 48,50 + 18,00 32,16 £ 12,73 39,07 +5,36
Dag 84 56,96 + 31,38 57,55+ 7,77 93,35 + 14,71
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Tabell A2: Data for dgdfisk i IM-grupper

Oversikt over registrerte dgdfisk i forsgket.

Dato Gruppe | Fisknr. Vekt (g)
19.10.2015| IM V2 1 18,02
19.10.2015| IM V2 2 21,51
19.10.2015| IM V2 3 15,16
19.10.2015| IM V2 4 11,39
19.10.2015| IM V2 5 12,82
19.10.2015| IM V2 6 13,28
19.10.2015| IM V2 7 9,97
19.10.2015| IM V2 8 10,52
19.10.2015| IM V2 9 15,79
19.10.2015| IM V2 10 9,95
20.10.2015| IMV1 1 14,61
20.10.2015| M V1 2 11,1
20.10.2015| IM V2 3 11,73
20.10.2015| IM V2 4 17,45
20.10.2015| IM V2 5 9,08
20.10.2015| IM V2 6 10,83
21.10.2015| IMV1 1 26,52
21.10.2015| IM V2 2 26,64
21.12.2015| M V1 1 ikke malt
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Tabell A4: Scoring av vaksinebivirkninger for IP-grupper pa dag 21.
Adh (adheranser), lok 1-3 (lokalisering), mel O (melanin i organ),

mel M (melanin i bukvegg/muskel), vaks (vaksinerester).

Uttak Gruppe Fisknr. Vekt(g) Adh Lok 1 Lok 2 Lok 3 MelO MelM Vaks

V1 1 21,13 2 X X X 0 0 3
V1 2 31,65 2 X X 0 0 1
V1 3 23,29 4 X X X 0 0 1
Vi1 4 13,53 3 X X X 0 0 2
21d V1 5 14,52 4 X X X 0 0 2
V1 6 27,71 3 X X 0 0 2
V1 7 15,1 4 X X X 0 0 2
Vi 8 23,73 4 X X 0 0 3
V1 9 27,76 4 X X 0 0 2
V1 10 21,34 4 X X X 0 0 2
Snitt 21,98 34 0 0 2
STD 6,15 0,84 0,67
V2 1 16,76 2 X 0 0 1
V2 2 22,81 2 X X X 0 0 1
V2 3 19,22 1 X 0 0 1
V2 4 25,93 3 X X X 0 0 1
21d V2 5 47,83 2 X X 0 0 0
V2 6 30,81 3 X X X 0 0 1
V2 7 24,35 3 X X X 0 0 0
V2 8 42,52 3 X X X 0 0 1
V2 9 28,79 4 X X X 0 0 0
V2 10 30,47 3 X X 0 0 1
Snitt 28,95 2,6 0 0 0,7
STD 9,76 0,84 0,48
PBS 1 56,28 0 0 0 0
PBS 2 36,13 0 0 0 0
PBS 3 27,46 0 0 0 0
PBS 4 53,81 0 0 0 0
21d PBS 5 42,1 0 0 0 0
PBS 6 36,17 0 0 0 0
PBS 7 28,46 0 0 0 0
PBS 8 22,08 0 0 0 0
PBS 9 21,42 0 0 0 0
PBS 10 24,04 0 0 0 0
Snitt 12,60678 34,80 0 0 0 0
STD 12,61 0,00 0,00
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Tabell A5: Scoring av vaksinebivirkninger for IP-grupper pa dag 42.
Adh (adheranser), lok 1-3 (lokalisering), mel O (melanin i organ),

mel M (melanin i bukvegg/muskel), vaks (vaksinerester).

Uttak Gruppe Fisknr. Vekt(g) Adh Lok 1 Lok 2 Lok 3 MelO MelM Vaks
V1 1 61,87 2 X X 0 0 1
V1 2 23,94 3 X X X 0 0 2
V1 3 38,12 3 X X 0 0 2
V1 4 40,59 3 X X 0 0 2
42d V1 5 30,16 4 X X X 0 0 2
V1 6 24,78 4 X X X 0 0 1
Vi1 7 33,05 3 X X X 0 0 2
Vi1 8 18,82 4 X X X 0 0 2
V1 9 19,4 3 X X X 0 0 1
V1 10 30,87 3 X X X 0 0 1
Snitt 32,16 3,2 0 0 1,6
STD 12,73 0,63 0,52
V2 1 44,43 2 X X 0 0 0
V2 2 44,37 2 X X X 0 0 0
V2 3 44,91 2 X X X 0 0 0
V2 4 28,47 3 X X X 0 0 0
424 V2 5 39,77 2 X X X 0 0 0
V2 6 36,15 2 X X X 0 0 0
V2 7 40,69 2 X X X 0 0 0
V2 8 41,5 3 X X X 0 0 0
V2 9 37,23 2 X X X 0 0 0
V2 10 33,17 3 X X X 0 0 0
Snitt 39,07 2,3 0 0 0
STD 5,36 0,48 0,00
PBS 1 58,6 0 0 0 0
PBS 2 27,56 0 0 0 0
PBS 3 67,13 0 0 0 0
PBS 4 37,68 0 0 0 0
424 PBS 5 36,12 0 0 0 0
PBS 6 54,83 0 0 0 0
PBS 7 38,13 0 0 0 0
PBS 8 30,65 0 0 0 0
PBS 9 84,42 0 0 0 0
PBS 10 49,84 0 0 0 0
Snitt 48,50 0 0 0 0
STD 18,00 0,00 0,00
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Tabell A6: Scoring av vaksinebivirkninger for IP-grupper pa dag 84.
Adh (adheranser), lok 1-3 (lokalisering), mel O (melanin i organ),

mel M (melanin i bukvegg/muskel), vaks (vaksinerester).

Uttak Gruppe Fisknr. Vekt(g) Adh Lok 1 Lok 2 Lok 3 MelO MelM Vaks
Vi1 1 59,8 5 X X X 0 0 0
Vi1 2 50,13 5 X X X 0 0 1
84d V1 3 77,37 4 X X 0 0 0
V1 4 37,87 6 X X 0 0 1
V1 5 62,6 6 X X 0 0 0
Snitt 57,55 5,2 0 0 0,4
STD 14,71 0,84 0,55
V2 1 106,2 5 X X X 0 0 1
V2 2 86,08 5 X X X 0 0 1
84d V2 3 92,43 5 X X X 0 0 0
V2 4 93,48 4 X X X 0 0 1
V2 5 88,56 4 X X X 0 0 1
Snitt 93,35 4,6 0 0 0,8
STD 7,77 0,55 0,45
PBS 1 52,8 0 0 0 0
PBS 2 107,36 0 0 0 0
84d PBS 3 26,05 0 0 0 0
PBS 4 36,86 0 0 0 0
PBS 5 61,71 0 0 0 0
Snitt 56,96 0 0 0 0
STD 31,38 0,00 0,00
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Appendiks IV

ELISA - oversikt over plateoppsett for serum-pools

Plateoppsett 1

IM21d IM 42d IM 84d
Fortynning - blanks
1:100 tomt
1:200 PK
1:100 NK
1:200 PBS
1:100 v
1:200 V2
Plateoppsett 2
IM21d IM 42d IM 84d
Fortynning - blanks
1:100 tomt
1:200 PK
1:100 NK
1:200 PBS
1:100 wn
1:200 V2
Plateoppsett 3
IM21d 1M 84d
- blanks
tomt
IM PK
NK
PBS
IP v
V2
Fortynning  1:100 1:200 1:100 1:200 1:100 1:200 1:100 1:200 1:100 1:200 1:100 1:200
Plateoppsett 4
IM21d 1M 42d 1M 84d
- blanks
tomt
IM PK
NK
PBS
IP v
V2

Fortynning  1:100 1:200 1:100 1:200 1:100 1:200 1:100 1:200 1:100 1:200 1:100 1:200
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ELISA - oversikt over plateoppsett for individ-serum

Plateoppsett 1-2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Fisk 1 Fisk 9 Fisk 5
Fisk 2 Fisk 10 Fisk 6
Fisk 3 Fisk 7
Fisk 4 Fisk 8
Fisk 5 Fisk 9
Fisk 6 Fisk 10
Fisk 7 PK
Fisk 8 Blank
PBS V2/V1 Positiv kontroll (PK)
Blank
Plateoppsett 3-4
1 2 3 11 12

Fisk 1 Fisk 9 PK

Fisk 2 Fisk 10

Fisk 3 Fisk 1 DO

Fisk 4 Fisk 2

F!sk 5 F!sk 3 Blank

Fisk 6 Fisk 4

Fisk 7 Fisk 5

Fisk 8 Fisk 6

PBS IM pesip [ va/v2 im I va vz 1P Positiv kontroll

Dag 0 pool
Blank (bare buffer)

Tom
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ELISA - resultater fra HC-plater

A. salmonicida gr. 5 (WC): A. salmonicida gr. 6 (WC): A. salmonicida gr. 5 (WC): IP, A. salmonicida gr. 6 (WC): IP,
IM, V1vs. V2 IM, V1vs, V2 V1vs. V2 V1wvs. V2
o7 018 0 W PBS 1:100 92 PES 1100
06 = PBS 1:100 0,18 mPBS 1:1C 0,45 018
d 014 oA B PBS 1:200 ik B PBS 1:200
05 m PBS 1:200 mPES 1:2C : .
o 012 035 V11100 0,14 mV11.100
! mV11.100 0,1 V11100
g o3 S oo 10 #v11.200 0 11,200
Ulz fviLeno 0,06 V1L g 0‘:: V21100 < o%ula V2 1:100
01 | e 1:_100 EE: h h e IZ_M 015 mY21:200 0,06 ®v21:200
0 “ i |-| L mV21200 o V21200 01 ®PC 1:100 0,04 WFC 15100
M 1M IM PC NG ®PCL100 M M M PC NG EPCLIN 0,05 | |I| l l - PC 15300 0,02 L PC 1200
21d 42d 8ad 214 42d 84d ol o !
P2dPadiPesd PC NC  MNC100 P21diPa2diPsad pC W mrC 100
M. viscosa (WC): IP, V1 vs. V. Anguillarum 01 (WC): IP,
M. viscosa (WC): IM, V1 V. anguillarum 01 (WC):
(WC): 1M, g (we) V2 V1vs. V2
vs. V2 1M, V1 vs. V2 i
Q5 uPBS 1:100 0.25 | PBS 1:100
0,35 0,16
0 =PES 11100 014 mPEBS 1:1¢ 05 B PBS 1:200 02 B PBS 1:200
0,25 = PES 1:200 012 m PBS 1:2C 0,4 uyELI00 ¥
01 015
g 02 V11,100 o e BVILIK @ g i a = s
R o 0 ; S ;
015 m V11,200 0o || R =2 1:100 5 =Y2 11100
01 ana I 02 mY21:300 w2 1:300
w2 1:100 0 21K
0,05 ooz BPC 1100 0,05 ®PC 1100
0 V21200 V21200 01 L l
0 BPC 1200 WEC 1:200
M M M PC NC EPC1:100 MMM PC NC mPC110C o £ o e
21d 43d Bad 21d Axd 84ad IP21d IP42d IP84d PC NC whE 2100 1P 21diP 42dIP 84d PC NC mhGA0
A. salmonicida gr. 5 (WC): A. salmonicida gr. 6 (WC): A. salmonicida gr. 5 (WC): A.salm Gr 6 (WC): V2, IM vs
V1, IMvs. IP V1, IM s, IP V2, IMvs. IP IP
07 0,18 16 03
45 WPBS 1:100 016 PES L0 14 wPES 1100 . = PES 1:100
0 WPBS 15200 014 W PBS 120K 12 ®PBS 1:200 y = PBS 1:200
BV11.100 012 BV11.100 1 =V21.100 o mV21.100
04 01
8 V11.200 3. vitmo 9 08 21.2 8 015 21.2
03 L] i o 0,08 L - le] mV21.200 (] mV21.200
02 " | PC 1:100 0,06 . PC1:100 08 BPC 1100 01 5 HPC 1100
) | wPC 1200 004 ®PC 1:200 04 BPC 1:200 o | | PO 1200
01 ) | . | E— 02 | | ) Jik | i | i )
i ‘l u T [ b NC 1:100 o | 1100 ° [ i '| [\ b BNC 1:100 o ENC 13100
P M P IM 1P M PC NC EINC1:200 P IM 1P IM 1P IM PC NC ENC1200 IP IM 1P IM P M PC NC ENC1:200 1P IM P IM P M PC e ENC1:200
21d 21d 42d 42d 844 84D 21d21d 424 42d 824 94D 21d 21d 424 42d B4d 84D 214710 42d 424844840
M. viscosa (WC): V1, IM vs. V. anguillarum 01 (WC): V1, M. viscosa (WC): V2, IM vs. V. anguillarum 01 (WC): V2,
P IM vs. IP P IM vs. IP
0,45 03 06 032
04 »PES 1:100 mPES 110 ®PES 1:100 018 ®PBS 1:100
s 0,25 05 0.16
=3 B PES 1:200 =PES 1:20 mPES 1:200 7 = FAS 1:200
03 02 04 bty
V11100 V11100 V11100 0,12 mV21.100
o 025 o B a .
0 g3 =V11.200 o 015 svirmo g 03 V2 1.200 g o1 V21200
| 0,
0158 ®PC 1100 01 i WPC 1100 0.2 B PC 1100 uﬁ I WPC 12100
i
0‘;" | ®PC1:200 008 | ®PC1:200 o1 B PC 1200 0,04 { WPC 1200
r D | 0 J L BN 1:100 0 | mNC 1:100 4 | BNC 1:100 Dﬂ; || | W NC 1:100
M OIP M 1P M PC NG BNC 1200 PO OIP M P M PC NG ENC 1200 P IM P IM IP M PC NC  MNC1:200 P IM 1P IM P IM PC NG MNC1:200
21d21d 42d42d 844340 71d 21d 424 43d 844 84D 21d 21d 43d 47d Bad 84D 21d71d42d 42d 84 84D
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ELISA - ikke-redigerte grafer fra US-plater

A. salmonicida gr. 5 (US):

18
16
14
1.2
1
08
06
04
[1F]
o

IM, V1vs. V2
18
16
14
12
1
08
06
04
02
o ‘-_l ‘l| ol L
02 M M M PC NC
210 42 B4d

M. viscosa (US):
IM, V1vs, V2

e b Wb

L] »M mM PC NC
21d  axd  8ad

= PBS 1:100
= PBS 1:200
=V11.100
V11200
V2 1100
mVZ21:200
WPC 1100
mPC 1:200
WNC 1:100

= PES 1:100
= PES 1200
=Y11.100
=Y11.200
V2 11100
V2 1:200
WP 1:100
= PC 1:200
WNC 1:100

A, salmonicida gr. 5 (US):

18
16
14
1,2

1
08
06

04
0,2
o

V1, IMvs. IP

dowd o il d M

P IM P IM P IM PC NC
21d 21d 42d 42d Bad 84D

M. viscosa (US):
V1, IMvs. IP

IJuiﬁﬁhl

P IM P IM P IM PC NC
21d 21d 42d 42d B4d 84D

= PES 1:100
= PS5 1:200
V11,100
mV11.200
= PC 1:100
® PC 1:200
®NC1:100
W NC 1:200

= PES 1:100
= PES5 1:200
=11.100
WY11.200
®PC 1100
= PC 1:200
= NC 1:100
WNC 1:200

op

oD

0D 405 nm

QD 405 nm

A. salmonicida gr. 6 (US):

IM, V1vs, V2
ORI :
L5 M M PC NC
21d  42d  8ad

= PBS 1:100
m PBS 1:200
V11100
HV11.200
|V21:100
V2 1:200
BPC 1:100
wPC 1200
W NC 1:100

V. anguillarum 01 (US):

16
14
1.2

08
05
oA

0
-0.2

IM, V1vs. V2
U W T L

IM MM PO NC
21d 42d 84d

EPES 11100
uPBS 1:200
mV11.100
EV113200
BY21:100
W2 1200
BPC 1:100
mPC 1:200
WNC 1:100

A. salmonicida gr 6 (US):

0.8
06
o4

0.2
uiﬁuu.;kiu it

V1, IMvs. IP
how oo IL ik .
IPIM P M P IM PC NC
21d 21d 424 42d 844 84D

= PBS 1:100
WPBS 1:200
mV11.100
|Vl 100
®PC 1:100
= PC 1:200
®NC 1:100
WNC 1:200

V. anguillarum 01 (US):

V1, IMvs. IP

IP I P MO IP M PC NC
21d 21d 42d 42d Bad 84D

W PB5 1:100
= PBS 1,200
mV11.100
|Vv11.200
B PC 11100
WP 1200
mNC 1:100
W NC 1:200

0D 205 nm

QD 485 nm

A. salmonicida gr. 5 (US):

08
06

o4
0.2
o

IP, V1vs. V2

b Jl |“

|
21d 42d Bad

L
NC

w PES 1:100
w PBS 1:200
V11,100
V11,200
Y1100
V21200
W PC 12100

V. Anguillarum O1 (US):

OD 205 nm

0D 205 nm

IP, V1vs. V2

0I.Il..ll|l (-

-2 PP P PC NC
21dazdaad

= PE5 1:100
W PBS 1:200
mV11.100
m11.200
my21:100
Y7 1:200
BPC 1:100

A. salmonicida gr. 5 (US):
V2, IMvs. IP

08 Y1 1,200
06 ®PC 1100
04 l j uPC 1200
02 :

g did. } mnCLi00

WPBS 1:100
mPAS 1:200

aY11.100

IP IM 1P IM IP M PC NG ENCI300

21d 21d 42d 42d Bad B4D

M. viscosa (US):

V2, IM vs. IP

18

16 ®FRS 11100
14 =PBS 1:200
‘i |,V11.100
08 =V11.200
06 = PC 1100
04 = PC 1:200
02 .
S d b |y e

IPIM IP IM IP IM PC NG WNC1:200

21d 21d 42d 42d B4d BAD

A. salmonicida gr. 6 (US):

IP, V1vs. V2
16
14 W PES 1:100
12 W PBS 1:200
E ! V11.100
5 08 ] .
o 08 = V11.200
© o4 V21100
02
o oMLl . EV21:200
02 P IP P PC NC PO 1100
21d 42d 84d
M. viscosa (US):
IP, V1 vs. V2
16
14 W PES 12100
12 ™ PES 1:200
E 1
208 V11,100
[=] -
o 06 HV11.200
0.4 ‘ V2 1:100
2 kb 1A
o bl L =mv21:200
PP P PC NC  mPC1:100
214 424 8ad
A. salm Gr 6 (US):
V2, IMvs IP
18
16 » P85S 1:100
14 = PES 1:200
E'. Li =V11.100
2
E 08 my11.200
© o6 »PC 1:100
04 B PC 1:200
02 s
o Ltk . L, ENC100
P IM 1P IM 1P M PC NC  BNC1:200
21d 21d 42d 42d B4d 84D
V. anguillarum 01 (US):
V2, IMvs. IP
12
16 B PES 1100
1  PES 1:200
E li |V11.100
&
5
o 08 V11,200
Y3 = PC 1:100
04 P 1:200

il dha

| 4 wncroo

POV OP M P M PC NC BNC1:200

21d 21d 42d 42d 84d 84D
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Appendiks V

Histologi - individuelle resultater fra scoring av histologiske snitt

Scoring av forsgksperson 1

Scoring av forsgksperson 2

Scoring av forsgksperson 3

Uttaks-tid Admini___ Fisknr.  Scoresnitt1 Scoresnitt2 Score Uttaks-tid Admini___ Fisknr.  Scoresnitt1 Scoresnitt2 Score Uttaks-tid Admini___ Fisknr.  Scoresnitt1 Scoresnitt2 Score
Uvaksin F1 ikke evaluert Uvaksin F1 ikke evaluert Uvaksin F1 ikke evaluert
ert F2 - ert F2 N - + ert F2 - - +
ot (kontro F3 . ot (kontro F3 . z = ot (kontro F3 . z =
0 F4 fkke evaluert 0 !kke evaluert 0 F4 !kke evaluert
FS ikke evaluert F5 ikke evaluert F5 ikke evaluert
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
F1 N F1 N - - F1 - - N
PBS F2 . PBS F2 y - PBS F2 y .
F3 ikke evaluert F3 ikke evaluert F3 ikke evaluert
F4 ikke evaluert F4 ikke evaluert F4 ikke evaluert
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
F1 - F1 ? - F1 - - -
F2 - F2 - F2 - -
1t vt F3 - 1t Vi F3 - - 1t vt F3 - - -
F4 - F4 - - F4 - - -
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
F1 - F1 - - F1 - - -
V2 F2 . V2 F2 . V2 F2 . .
F3 - F3 - - F3 - - -
F4 - F4 - - F4 - - -
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
F1 ikke evaluert F1 ikke evaluert F1 ikke evaluert
PBS F2 ikke evaluert PBS F2 ikke evaluert PBS F2 ikke evaluert
F3 - F3 - ? F3 - - -
F4 - F4 - - F4 - - -
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
F1 - F1 - - F1 - - -
F2 - F2 - - F2 - -
4t Vi F3 - 4t Vi F3 + - 4t Vi F3 - - -
F4 ikke evaluert F4 - + F4 -(?) - -
Snittverdi *(n=3) Snittverdi Snittverdi
F1 - F1 - - F1 - - -
v2 F2 . v2 F2 - ; v2 F2 - . .
F3 - F3 - -/+ F3 - - -
F4 N F4 N - F4 - - -
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
F1 - F1 : : F1 - : -
PBS F2 !kke evaluert PBS F2 !kke evaluert PBS F2 !kke evaluert
F3 ikke evaluert F3 ikke evaluert F3 ikke evaluert
F4 - F4 - - F4 - - -
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
F1 - F1 - + F1 - - -
F2 - F2 -(? -/+ F2 + - -
24t Vi F3 - 24t Vi F3 (- ) / 24t Vi F3 - -
F4 - F4 - - F4 - - -
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
F1 - F1 - - F1 - - -
v2 F2 . v2 F2 . - v2 F2 - . .
F3 - F3 - + F3 - -
F4 - F4 - - F4 - - -
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
F1 ikke evaluert F1 ikke evaluert F1 ikke evaluert
F2 - F2 - - F2 - - -
PEs F3 ikke evaluert PEs F3 ikke evaluert PEs F3 ikke evaluert
F4 - F4 - - F4 - - -
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
F1 + F1 - - F1 + + -
F2 - F2 + + F2 + - -(?
48t vt F3 - a8t vt F3 -/+ - a8t " F3 . (+ |
F4 + F4 - - F4 - - +
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
F1 + F1 - + F1 + + -(?)
v F2 + v F2 + -(?) v F2 -(?) + -
F3 + F3 - F3 + -
F4 - F4 - - F4 - +
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
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Scoring av forsgksperson 1

Scoring av forsgksperson 2

Scoring av forsgksperson 3

Uttaks-tid Admini__ Fisknr.  Scoresnitt1 Score snitt2 Score Uttaks-tid Admini__ Fisknr. _ Scoresnitt1 Score snitt2 Score Uttaks-tid Admini__ Fisknr.  Scoresnitt1 Score snitt2 Score
F1 ikke evaluert F1 ikke evaluert F1 ikke evaluert
PBS F2 ikke evaluert PBS F2 ikke evaluert PBS F2 ikke evaluert
F3 - - F3 + - F3 -(?) -
F4 - - F4 - F4 -
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
F1 + + + F1 - + + F1 + + -
F2 + + + F2 + + F2 + +
4d vi F3 + + + 4d vi F3 + + + 4d vi F3 + + +
F4 + + + F4 + + - F4 + - -
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
F1 + + - F1 + - - F1 - - -
V2 F2 - + + v F2 - + V2 F2 + -(?)
F3 + + + F3 + + + F3 + + -
F4 + + + F4 + F4 + -(?)
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
F1 - - F1 ikke evaluert - F1 - -
PBS F2 ikke evaluert PBS F2 ikke evaluert PBS F2 ikke evaluert
F3 - - + F3 - + - F3 + - -
F4 ikke evaluert F4 ikke evaluert F4 ikke evaluert
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
F1 + + + F1 + - F1 - - -
vi F2 + + + vi F2 - + + vi F2 + + -(?)
7d F3 + + 7d F3 +- + + 7d F3 -(?) -
F4 + + + F4 + - + F4 + +
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
F1 + + + F1 + + + F1 + + +
V2 F2 + + + V2 F2 + + + V2 F2 + +
F3 + + + F3 + + + F3 + + -
F4 + + - F4 ikke evaluert + + F4 + + -
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
PBS PBS PBS
14d V1 Ikke evaluert 14d V1 Ikke evaluert 14d V1 Ikke evaluert
V2 V2 V2
F1 ikke evaluert F1 ikke evaluert F1 ikke evaluert
F2 - - F2 - - F2 - -
Pes F3 ikke evaluert Pes F3 ikke evaluert Pes F3 ikke evaluert
F4 - - F4 - - F4 - -
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
F1 + + + F1 - + - F1 + + -
vi F2 + + - Vi F2 - + + v F2 -(?) -(?) -
21d F3 + + + 21d F3 -(?) + + 21d F3 + + +
F4 + + + F4 + + F4 + +
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
F1 + + + F1 + F1 - + -
V2 F2 + + + V2 F2 + + + v2 F2 + + -(?)
F3 + + + F3 + + + F3 -(?) + -
F4 + + + F4 + + + F4 + + +
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
PBS PBS PBS
28d V1 Ikke evaluert 28d V1 Ikke evaluert 28d V1 Ikke evaluert
V2 V2 V2
F1 ikke evaluert F1 ikke evaluert F1 ikke evaluert
PBS F2 ikke evaluert PBS F2 ikke evaluert PBS F2 ikke evaluert
F3 + + + F3 - -+ F3 - -
F4 + + + F4 = - -(2) F4 = - =
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
F1 + + + F1 + - F1 + - -
Vi F2 + + + vi F2 + + - vi F2 + + -
42d F3 + + + 42d F3 +/- + + 42d F3 -(?) - +
F4 + + + F4 + + + F4 - - +
Snittverdi Snittverdi Snittverdi
F1 + + + F1 + + + F1 + -(?) +
V2 F2 + + + V2 F2 + + V2 F2 + +
F3 + + + F3 - + + F3 + +
F4 + + + F4 +/- - - F4 - -
Snittverdi Snittverdi Snittverdi

110




Appendiks

Scoring av forsgksperson 1 Scoring av forsgksperson 2 Scoring av forsgksperson 3
Dgdfisk fra 19.10.15 Dgdfisk fra 19.10.15 Defisk fra 19.10.15
Uttakstid ~ dministre ~ Fisknr.  Score snitt1 Score snitt2 Uttakstid ~ Jministre ~ Fisknr.  Scoresnitt1 Score snitt2 Uttakstid ~ dministre ~ Fisknr. ~ Scoresnitt1 Score snitt 2
V2 F1 - not V2 F1 - not V2 F1 - not
V2 F2 - not V2 F2 - not V2 F2 - not
V2 F3 - not V2 F3 - not V2 F3 - not
V2 F4 - not V2 F4 - not V2 F4 - not
V2 F5 - not V2 F5 - not V2 F5 - not
19.10.2015 V2 F6 + not 19.10.2015 V2 F6 - not 19.10.2015 V2 Fo - not
V2 F7 + not V2 F7 - not V2 F7 - not
\2 F8 + - V2 F8 + +/- V2 F8 -(?)
V2 F9 - not V2 F9 - not V2 F9 - not
V2 F10 + - V2 F10 - - V2 F10
nittverdi snittverdi nittverdi
Dgdfisk fra 20.10.15 Dgdfisk fra 20.10.15 Dgdfisk fra 20.10.15
Uttakstid ~ dministre ~ Fisknr.  Score snitt1 Score snitt2 Uttakstid ~ Jministre ~ Fisknr.  Scoresnitt1 Score snitt2 Uttakstid ~ Iministre ~ Fisknr.  Scoresnitt1 Score snitt2
Vi Fl - - Vi fl - - v F1 -
V1 ] - + V1 7 -(7) -(7) v 2]
snittverdi snittverdi nittverdi
poms 2B i not noms 2B : not nwoms 2B : not
V2 F4 + not V2 F4 - not V2 F4 - not
V2 5 + + V2 5 - - V2 5 - -(?)
V2 F6 + not V2 F6 - not V2 F6 - not
nittverdi snittverdi nittverdi
Dgdfisk fra 21.10.15 Dgdfisk fra 21.10.15 Dgdfisk fra 21.10.15
Uttakstid ~ iministre ~ Fisknr.  Score snitt 1 Score snitt2 Uttakstid ~ Iministre ~ Fisknr.  Scoresnitt1 Score snitt2 Uttakstid ~ Iministre ~ Fisknr.  Scoresnitt 1 Score snitt 2
V1 F1 ikke evaluert ikke evaluert V1 F1 ikke evaluert V1 Fl ikke evaluert ikke evaluert
2102015 nittverdi 2102015 nittverdi : 21102015 snittverdi
V2 F2 ikke evaluert ikke evaluert V2 F2 ikke evaluert V2 F2 ikke evaluert ikke evaluert
nittverdi snittverdi nittverdi
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