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(57) Sammendrag

Oral blanding for fisk eller lignende aquatiske skapninger omfatter en stabil, viskes vann-i-
olje emulsjon inneholdende en vaksine mot fiskesykdom, idet emulsjonen blir baret pa
fiskeforpartikler. Den orale blanding kan administreres til fisk p& en ikke-arbeidskraft
intensiv mate, og forarsaker intet stress for fisken, i fullstendig motsetning til konvensjonell
vaksineadministrering ved parenteral injeksjon. Dessuten kan den orale blanding i betydelig
grad redusere den mininmale, effektive vaksinedose.
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Denne oppfinnelse vedrerer fremgangsmate for fremstilling av en oralt
administrerbar blanding for fisk.

Det intensive oppdrett av fisk s som laks, som i dag praktiseres i vid skala,
lider av den ulempen at hele fiskebestanden i et anlegg kan bli infisert med sykdom.

De kommersielle konsekvenser av alvorlige sykdomsutbrudd kan vare enorme.
Flere velkjente fiskesykdommer forirsaker alvorlige problemer i fiskeoppdretts-
industrien. Eksempler er bakteriell nyresykdom, forarsaket av Renibacterium
salmoninamm; enterisk redmunn, fordrsaket av Yersinia ruckeri; og vibriose,
forarsaket av forskjellige stammer av Vibro, serlig ¥_anguillamim og
V. salmonicida. For tiden er den mest betydelige sykdom, i det minste ndr det
gjelder oppdrett i Nord-Europa av atlantisk laks (Salmo salar), furunkulose; denne
forirsakes av bakterien Aeromonas salmonicida.

Onskeligheten av & immunisere oppdrettsfisk mot slike sykdommer har lenge
veert anerkjent. Den tekniske fremgang pa dette omradet har imidlertid veert
langsom. Dette gjelder bade effektiviteten av de kommersielt tilgjengelige vaksiner
(en fullstendig effektiv vaksine for laks mot furunkulose er enni ikke utviklet), og
ogsa de midler som anvendes for administrasjon av slike vaksiner til fisken.
Tradisjonelt har administrasjon av vaksiner til fisk enten veert ved neddykking (som
medferer slesing og er av begrenset effektivitet), eller ved injeksjon. Selv om
injeksjon 1 enkeltfisk er en sikker méte for avgivelse av en vaksine, lider den av de
ulemper at den er svart arbeidskraftkrevende, og dessuten vil hindtering og
injeksjon forarsake betydelig stress for fisken, og kan utlese sykdomsproblemer
eller i det minste forarsake midlertidig nedsatt vekst. Vanligvis blir fisken bedevet
for injeksjonen.

I noen tid er det blitt anerkjent at et oralt avgivelsessystem, hvori en vaksine
administreres til fisken enten som del av den vanlige diett eller i en blanding
administrert sammen med den regulzre diett, ville vere fordelaktig. Rapporterte
eksperimenter omfattende forsgk pa oral administrasjon av fiskevaksiner har gitt
uoverensstemmende resultater, og ingen effektiv oral vaksine er ennd blitt
kommersielt tilgjengelig. Spesielle problemer anerkjent ved den orale méte er:

mulig tap av, eller adeleggelse av, essensielle vaksinekomponenter under frem-
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stilling av blandingen; mulig tap av vannleselige vaksinekomponenter i det vandige
milje som fisken lever i; og mulig nedbrytning av vaksinen i fiskens tarmsystem for
vaksinen har frembragt en beskyttende respons.

Ved hjelp av den foreliggende oppfinnelse tilveiebringes en fremgangsmate
for fremstilling av en oralt administrerbar blanding for akvatiske skapninger,
spesielt fisk, kjennetegnet ved at en vann-i-olje emulsjon inneholdende en vaksine,
blir pafert pa et partikkelformig forstoff.

Den dyktige leser vil lett skjenne at blandingen som fremstilles ifelge
oppfinnelsen kan tilpasses for anvendelse med andre akvatiske skapninger enn
vanlig fisk, f.eks. krepsdyr s& som dypvannsreker, reker, hummer og krabber, og
blotdyr s& som esters. For letthets skyld skal oppfinnelsen beskrives i forhold tit
fisk, og betegnelsen "fisk" skal forstis som omfattende andre akvatiske livsformer
som kan dra fordel av den orale administrasjon av vaksiner o.l. Eksempler pa
virkelig fisk som blir oppdrettet i betydelig skala i fangenskap i forskjellige deler av
verden er: Atlantisk laks, Stillehavslaks, regnbuegrret, orret, malle, kveite, piggvar,
karpe og tilapia.

Vanligvis vil det sensitive middel vere vannlaselig heller enn oljeleselig, og
felgelig dispergert i den vandige fase av emulsjonen. Emulsjonen ber inneholde
tilstrekkelig av det folsomme middel til & gi den enskelige virkning, f.eks. en
effektiv immunrespons, nar blandingen administreres til fisken.

Fortrinnsvis blir emulsjonen péfert pa partikkelformig fiskefor som har et
ernzringsmessig underskudd pa olje.

Fortrinnsvis omfatter emulsjonen en vann:olje-blanding inncholdende ikke
mer enn ca. 70 vekt% vann. Mer fortrinnsvis er vanninnholdet ikke hayere enn ca.
65 vekt%. Likevel ma emulsjonen inneholde tilstrekkelig vann til & virke som baerer
for det vannleselige middel, og et spesielt foretrukket omrade for vektforholdet
vann:olje er 6:4 til 4:6.

Fortrinnsvis omfatter emulsjonen minst ca. 1 vekt% av den endelige
blanding. Mer fortrinnsvis omfatter emulsjonen minst ca. 2%, og ideelt minst ca.

3 vekt% av blandingen. Vanligvis er emulsjonsmengden ikke hoyere enn ca.
10 vekt%.
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Emulsjonen ber ha en viskes konsistens, dvs. kremaktig og flytbar, for a
muliggjere jevn pafering pa den partikkelformige bzrer.

Beareren ber vare relativt torr og ikke-oljeholdig, slik at den paferte
emulsjon kan absorberes, i det minste delvis, av partiklene. Fortrinnsvis er den
partikkelformige baerer et ikke-oljet for 1 granulr eller pelletert form. Sammen-
setningen av foret er ikke kritisk for oppfinnelsen, sa lenge som formuleringen er
egnet for den fisk som blandingen skal fores til, og partiklene pa tidspunktet for
tilsetning av emulsjonen ikke inneholder olje eller andre flytende bestanddeler i
slike mengder at emulsjonen ikke kan absorberes av partiklene. Etter paforingen av
emulsjonen, ber partiklene fremdeles vzre tilstrekkelig torre og frittflytende til &
handteres pA samme méte som vanlig fiskefor. Typisk fiskefor har hayt protein-
innhold, og er vanligvis basert pa fiskemel med tilsatte komponenter sa som korn,
og olje som energikilde. Fiskemel inneholder naturlig en viss mengde olje, men
vanligvis méa denne gkes av emeringsmessige grunner. Denne ekstra olje tilsettes
vanligvis til granulene eller pelletene etter at disse er blitt dannet; matenalet med
oljeunderskudd kalles heri "ikke-oljet".

Sterrelsen av fiskepelletene varierer betydelig, avhengig av typen og alderen
pé fisken: for laks har pelletene typisk en diameter fra ca. 1 til ca. 6 mm, mens
pelleter pa ca. 3 mm er velegnet pi smolttrinnet. Fiskefor kan ogsé inneholde
mindre komponenter si som vitaminer, mineraler, konserveringsmidler og
pigmenter. Alternativt kan det anvendes ikke-for barere, men disse ber gi slutt-
blandinger som oppfattes av fisken som vanlig for, ellers kan fisken ignorere eller
forkaste blandingen. Fisken vil gjerne veere sveert kritisk til 4 akseptere forpartikler,
og mange faktorer s& som storrelse, form, farge og tetthet, som alle pavirker
partiklenes "oppfersel” i vannet, kan ha stor betydning. En blanding som fremstilles
ifelge oppfinnelsen ber derfor lages slik at den har fysiske egenskaper som er s like
som mulig med dem for det vanlige for som fisken er vant til.

Emulsjonen ber vare tilstrekkelig stabil til & beskytte den vandig fase 1 en tid
som er tilstrekkelig til & muliggjere fremstilling av blandingen og administrasjon til

fisken. Vanligvis ber emulsjonen ikke "sprekke” dvs. skille seg 1 atskiit vandig og
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oljefase, pd mindre enn 1 uke. Fortrinnsvis ber emulsjonen vaere stabil i minst 1
maned.

Oljen er fortrinnsvis en neytral olje, fordi tilstedeveerelsen av frie fettsyrer av
og til kan forstyrre dannelsen av en tilstrekkelig stabil emulsjon. Fortrinnsvis ber
nivéet av frie fettsyrer ikke vaere hoyere enn ca. 5 vekt% av oljen, og ideelt ikke
heyere enn ca.3%. Foretrukne oljer er olje av hele fisken og neytrale, marine oljer.
Om ensket kan emulsjonen innbefatte en antioksydant s& som butylert hydroksy-
toluen eller etoksykin.

Emulgeringsmiddelet ber vaere av neringsmiddelkvalitet, og er fortrinnsvis et
lecitin. Et ideelt emulgeringsmiddel er soya-lysolecitin (et modifisert fosfolipid) og
eksempler er kommersielt tilgjengelig fra Unimills BV under varemerket "Bolek”.
Vanligvis vil emulgeringsmiddelet omfatte fra ca. 0,1 til ca. 5 vekt% av den samlede
emulsjon.

Emulsjonen kan fremstilles ved & blande olje- og vannfasen, vanligvis ved
omgivende temperatur, ved anvendelse av en homogenisator. Utstyr for homo-
genisering i ror blir foretrukket. Fortrinnsvis kan komponentene, om ensket,
resirkuleres to eller flere ganger gjennom homogenisatoren.

I en foretrukket utforelse ifelge denne oppfinnelse, pafores ekstra olje, f.eks.
fra ca. 1 til ca. 3 vekt%, til den partikkelformige blanding etter piferingen av
emulsjonen dertil. Dette kan ogsé oppnas ved tallerkenbelegging.

Et oralt avgivelsessystem kan anvendes for & redusere det samlede effektive
administrerte doseniva av en vaksine som ellers ville beheve 4 administreres via en
ikke-oral vei (vanligvis ved injeksjon eller neddykking) i en betydelig hayere samlet
dose. Vi har funnet at administrasjon av en vaksine i en blanding fremstilt ifalge
denne oppfinnelse overraskende gjor det mulig & oppna en effektiv beskyttende
respons hos fisk ved et mye lavere dosenivd. Under noen omstendigheter kan det
oppnas en 10 gangers reduksjon i det effektive doseniva.

For eksempel har vi gjennomfert forsek med en kommersielt tilgjengelig
furunkulosevaksine ("Furogen") som anbefales for enkeltadministrasjon ved
parenteral injeksjon i et doseniva p& 0,1 ml pr. fisk. Vi har administrert denne

kommersielt tilgjengelige vaksine oralt til laks ved anvendelse av en blanding ifelge
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oppfinnelsen. Vi har funnet at et samlet doseniva pa bare 0,001 ml "Furogen" pr.
fisk, administrert oralt over en 10 dagers periode, ga beskyttelse som var minst like
effektiv som den anbefalte enkeltdose pa 0,1 ml administrert ved injeksjon. I
motsetning til injeksjonsveien, forarsaket oral administrasjon av vaksinen i samsvar
med denne oppfinnelse ikke noe som helst stress for fisken, og kunne gjennomfores
som en del av det vanlige foringsprogram. '

Selv om teorien bak effektiviteten av denne oppfinnelse enna ikke er
fullstendig forstatt, antar vi at den orale administrasjon av en furunkulosevaksine
befordrer en cellulzr respons hos fisken, som forer til forbedret beskyttelse. Denne
beskyttelse synes ikke & ha noen sammenheng med mengden av antistoffer i fiskens
sirkulasjonssystem. Administrasjon av den samme vaksine ved injeksjon kan fare
til forheyet niva av sirkulerende antistoff, men dens virkning p celleniva er
apenbart ikke blitt studert.

Vi antar at oljen i en blanding fremstilt ifelge denne oppfinnelse beskytter de
antigene komponenter i vaksinen mot nedbrytning i de @vre, sure regioner av fiskens
tarmsystem, samtidig som de tillater frigjering av de antigene komponenter i de
lavere, alkaliske regioner hvor oljen fordeyes enzymatisk.

En oral blanding fremstilt ifelge denne oppfinnelse, inneholdende en vaksine,
kan anvendes istedenfor konvensjonelle, injiserbare og/eller neddykkingsvaksiner.
Alternativt kan det anvendes en kombinasjon av administrasjonsveier, f.eks. ved
anvendelse av den orale vei for & gi et grunn-nivé av beskyttelse som kan ekes ved
en passende anledning (f.eks. ndr fisk blir flyttet eller tellet, eller pa et tidspunkt for
antatt heyere infeksjonsrisiko) ved en supplementerende injeksjon eller neddykking.

Selv om det blir forutsett at en blanding fremstilt ifelge denne oppfinnelse
vanligvis vil bli administrert til oppdrettsfisk, kan den ogsé distribueres "i vill
tilstand" for & redusere forekomsten av fiskesykdom i det ﬁaturlige miljg, og siledes
vzre en fordel for den naturlige fiskebestanden og eke de globale fiskeressurser.

Den orale blanding fremstilt ifslge denne oppfinnelse kan fremstilles "pa
stedet" for umiddelbar administrasjon til fisk. Alternativt kan en blanding fremstilles
og emballeres pé en hvilken som helst mate som vanligvis anvendes for kommersielt

tilgjengelig fiskefor, f.eks. 1 fettbestandige sekker, og levert som et kommersielt
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produkt. Lagringstiden for blandingen kan om nedvendig akes ved tilsetning av
konserveringsmidler, f.eks. i den pafarte emulsjon.

Det kan administreres en hvilken som helst fiskevaksine som kan frembringe
en immunrespons via tarmsystemet. F.eks. kan vaksinen vare en enkel bakterin-
blanding, dvs. en drept, hel kultur av en infektiv organisme, eller et ekstrakt av en
drept kultur. Vaksinen kan omfatte toksoide komponenter, dvs. toksiske faktorer i
sammenheng med den infektive organismen som er blitt behandlet, f.eks. med
kjemiske midler s& som formaldehyd- eller glutaraldehydbehanding, for & redusere
deres toksiske virkning uten alvorlig & forringe deres antigene egenskaper. Hvor det
er passende, kan vaksinen omfatte levende organismer, fortrinnsvis svekket f.eks.
ved kontrollert dyrking eller ved genetisk manipulering. De aktive komponenter i
vaksinen kan innbefatte, eller kan i virkeligheten utelukkende besta av, faktorer som
opprinnelig er identifisert i den sykdomsfremkallende organisme, men deretter
fremstilt med sikte pé vaksinen ved ekspresjon i genetisk modifiserte organismer
sasom E._coli.

Som eksempel kan det lages en blanding som folger:

Eksempel 1

En ca. 1:1 blanding av olje fra hel fisk og fortynnet, vandig "Furogen"
injiserbar vaksine (en vandig blanding inneholdende et bakterin avledet fra drepte
Aeromonas organismer) ble blandet ved flere gangers passering gjennom en ultra-
lydhomogenisator, for 4 danne en stabil, kremaktig vann-i-olje emulsjon, ved hjelp
av 3% (samlet vekt) av "Bolek K" lecitin emulgeringsmiddel. "Bolek K" er
muligens ikke lenger kommersielt tilgjengelig, men andre lecitin emulgeringsmidler
fra "Bolek" omréadet, s&som "Bolek M", kan anses som identiske for de praktiske
formél for denne oppfinnelse. "Furogen"” er kommersielt tilgjengelig fra Aquahealth
Limited, Canada og leveres i to formuleringer: for parenteral injeksjon og for ned-
dykking.

Emulsjonen ble brukt til gjennombleting av ikke-oljete, konvensjonelle,
ekstruderte 3 mm diameter fiskeforpelleter (basert pa fiskemel og korn) ved

tallerkenbelegging, ved anvendelse av 5% emulsjon etter vekten av foret.
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Ytterligere 2,5 vekt% fiskeolje ble deretter tilsatt til foret med samme metode.
Fisk konsumerer normalt 1-3 % av kroppsvekten pr. degn, og mengden av
"Furogen" ble justert ved fortynning med vann, til 4 gi en total pa ca. 0,001 ml av

den kommersielt leverte, injiserbare blanding over en 10 dagers risleforingsperiode.

Den resulterende blanding var fysisk ikke mulig 4 atskille fra konvensjonelle,

oljete fiskeforpelleter, og kunne héndteres og mates til fisken pa en hvilken som

helst konvensjonell mate, f.eks. for hand eller med mekaniske féringsapparater.

Eksempel 2
Forsek pd Atlantisk laks (Salmo salar) ble gjennomfert som felger, ved
anvendelse av orale blandinger laget som i eksempel 1, med en kontrollgruppe av

fisk som fikk den kommersielt til-gjengelige injiserbare blanding.

Grupper og behandling
All fisk var smolt av 1990 drgangen fra et kommersielt lakseklekkeri.

a} 1000 fisk; blanding 1 eksempel 1 inneholdende "Furogen"
neddykkingsvaksineformulering i 0,1 ml/fisk*.

b) 1000 fisk; blanding fra eksempel 1 inneholdende "Furogen"
mjiserbar vaksineformulering 1 0,1 ml/fisk*.

c) 1000 fisk; blanding fra eksempel 1 inneholdende "Furogen"
neddykkingsvaksineformulering i 0,01 ml/fisk*.

d) 1000 fisk; blanding fra eksempel 1 inneholdende "Furogen"
neddykkingsvaksineformulering i 0,001 ml/fisk*.

Kontroll: 750 fisk som fikk en enkeltdose av "Furogen" ved injeksjon av 0,1
ml/fisk.

* Total mottatt i gjennomsnitt pr. fisk over en 10 degns féringsperiode.



10

20

25

Metode

For 4 identifisere gruppene, ble all fisk merket ved anvendelse av en panjetter
og Alcian blatt fargestoff (4%) for begynnelsen av eksperimentet.

Fisken ble foret med sine respektive vaksiner over en 10 dggns periode i
atskilte tanker, med felles vannforsyning.

Fisken ble preveveiet og dyrket for A.salmonicida. Lavnivainfeksjon var
allerede tilstede, hvilket representerte en typisk oppdrettssituasjon. Ytterligere
utfordring var naturlig, fra den lokale vannforsyning.

Resultatene er vist i Tabell 1, og angir den prosentvise kumulative dedelighet
for forseksgruppene over en 1 méneds periode som begynte med vaksinasjonsstart.
Disse resultater viser at den orale vei er et effektivt avgivelsessystem, og gir

resultater minst like gode som injeksjonsveien. I virkeligheten angir resultatene at

" den orale vei kan muliggjere anvendelse av lavere administrerte vaksineniva, og p

samme tid gi forbedret beskyttelse.

Tabell 1

Blanding Dase (ml/fisk) Dadelighet (%))
Kontroll 0,1 15,0

a) 0,1 12,6

b) 0,1 7,0

c) 0,01 12,8

d) 0,001 1,4
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Patentkrav

1. Fremgangsmate for fremstilling av en oralt administrerbar blanding for
akvatiske skapninger, spesiclt fisk, karakterisert ved aten vann-i-olje

emulsjon inneholdende en vaksine, blir pAfert pa et partikkelformig forstoff.

2. Fremgangsmate ifelge krav 1, karakterisert ved atekstra olje blir

pafert det partikkelformige produkt etter pafering av emulsjonen til dette.

3, Fremgangsmate ifelge krav 1 og 2, karakterisert ved atvaksinener

mot furunkulose.

4, Fremgangsmate ifelge krav 1-3, karakterisert ved atdet anvendes

en emulsjon omfattende en vann:olje-blanding pa 6:4 til 4:6 vektforhold.

5. Fremgangsmate ifolge krav 1-4, karakterisert ved atdet anvendes

en emulsjon omfattende minst ca. 1 vekt% av sluttblandingen.
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