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(67) Sammendrag:

Den foreliggende opfindelse angar anvendelse af bakterier af arten Streptococ-
cus phocae til fremstilling af en vaccine, til fremgangsmader til fremstilling af
sadanne vacciner, til bakterier af arten Streptococcus phocae til anvendelse i en
vaccine og til fremgangsmader til bekeempelse af Streptococcus phocae infekti-

on i fisk.
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Titel: Streptococcus phocae vaccine

Den foreliggende opfindelse angar anvendelse af Streptococcus phocae bakte-
rier til fremstilling af en vaccine, fremgangsmader til fremstilling af sadanne vac-

ciner, Streptococcus phocae bakterier til anvendelse i en vaccine.

En hidtil ukendt sygdom er for nylig fundet i laks, specifikt i atlanterhavslaks
(Salmo salar) fra chilenske kystfarvande. Sygdommen er karakteriseret ved
hudbladninger, som punktformede blodudtreedninger teet ved gattet og pa beg-
ge sider af fisken, bylder og leesioner, der pavirker musklerne, indre bladninger
og kongestion. Udbruddene er akutte, og det farste sygdomstegn under udbrud
er ofte en foreget mortalitet, der derefter kan relateres til de ovenfor naevnte
symptomer. Udbrud finder oftest sted mellem midt i december og midt i april, og
mortaliteten for@ges, nar vandtemperaturen overstiger 13,5°C. Hvis et udbrud
starter i sommertiden, kan den gerne udstraekke sig indtil efteraret, nar vand-
temperaturerne falder til under 11°C. Der er ikke nogen sammenhaeng mellem
vandets salinitet og udbruddene. Der er ikke nogen aldersafheengig modtage-
lighed, og fisk fra efter unglaksstadiet til fisk pa stadiet lige fer fangst kan pavir-
kes. | december ses en mortalitet pa ca. 4%, 8% i februar og 10-15% i marts.
Sygdommen er indtil nu kun fundet i atlanterhavslaks og ikke (endnu) i andre
laksefisk (salmonider), sdsom Coho-laks eller regnbuearred. Arsagen til syg-

dommen er dog hidtil ukendt.

Det har nu overraskende vist sig, at arsagen til denne hidtil ukendte sygdom er
en bakterie af arten Streptococcus phocae. Denne bakterie blev fundet for far-
ste gang omkring 1994, hvor den blev identificeret som en af de endelige arsa-
ger til ded i seeler, der lider af phocin-hundesyge-virus. Populationen af seeler,
der var hardest ramt af virusset, omfatter hovedsageligt spaettede seeler (Phoca
vitulina) og graseeler (Haliochoerus grypus). Bakterien, der ofte blev isoleret fra
syge seeler, blev givet navnet Steptococcus phocae, og den er blevet omfatten-
de karakteriseret af lda Skaar et al., (Int. J. of System. Bacteriol. 44: 646-650
(1994)). Den sakaldte type stamme af bakterien kan skaffes fra National Collec-
tion of Type Cultures (NCTC), PHLS Central Public Health Laboratory, 61 Co-
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lindale Avenue, London NW9 5HT, United Kingdom under deponeringsnummer
NCTC 12719, og fra Culture Collection of the University of Géteborg, Depart-
ment of Clinical Bacteriology, Mikrobiologen, Guldhedsgatan 10, SE-413 46,
Goteborg, Sverige under deponeringsnummer CCUG 35103.

Sygdommen er fundet i seeler fra mange fjerntliggende steder, fra nordasteuro-
paeiske lande, sasom England, Skotland, Holland, Norge, Tyskland, Danmark
og Sverige til sydafrikanske farvande og i kystfarvande i dele af Sydamerika,
f.eks. Chile.

Det var overraskende, at denne bakterie, som helt klart er et mammalt patogen,
kunne isoleres fra syge fisk. Dette er aldrig tidligere set eller beskrevet, ikke i
Afrika, eller i Sydamerika eller nord@steuropeeiske lande eller en hvilken som
helst anden del af verden. Sygdommen i fisk er indtil videre kun rapporteret fra
Chile, og ikke fra Nordesteuropa, pa trods af det faktum, at der er et omfattende
kommercielt opdreet af laks i det nordastlige Europa. Sandsynligvis er det kun et
spergsmal om tid, fer sygdommen begynder at pavirke laksefisk i andre dele af

verden.

Det har endnu mere overraskende vist sig, at denne bakterie ser ud til at veere

et primaert patogen i fisk, dvs., den er i stand til at forarsage sygdom i raske fisk.

Til slut har det vist sig, at denne bakterie kan danne basis for en vaccine til be-

keempelse af Streptococcus phocae infektion.

En udferelsesform af den foreliggende opfindelse angar derfor anvendelse af
Streptococcus phocae bakterier til fremstilling af en vaccine til bekeempelse af

Streptococcus phocae infektion i fisk.

Siden det nu overraskende har vist sig, at Streptococcus phocae er i stand til at
skifte fra pattedyrearter til fiskearter, er det hgjst sandsynligt kun et spargsmal
om tid, fer bakterien inficerer andre fiskearter, hvor den ferste art er i gruppen af

laksefisk. | en foretrukken udferelsesform er Streptococcus phocae derfor an-
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vendt til fremstilling af en vaccine til bekeempelse af Streptococcus phocae in-

fektion i laksefisk.

Idet de mest akutte problemer | gjeblikket ses i atlanterhavslaks, er anvendelse
af Streptococcus phocae bakterierne til fremstilling af en vaccine til bekeempel-
se af Streptococcus phocae infektion i atlanterhavslaks en mere foretrukken ud-

forelsesform.

Vaccinen kan omfatte bakterier af arten Streptococcus phocae som en bakterin
og/eller i en levende attenueret form. En levende attenueret bakterie er en bak-
terie, der er mindre sygdomsfremkaldende (patogen) end dennes vildtypemod-
part, mens den dog inducerer et tilsvarende immunrespons. Attenuerede stam-
mer kan opnas ved anvendelse af klassiske teknikker, sasom kemisk mutage-
nese, UV-bestraling og deslige, og ved stedsspecifik mutagenese. En bakterin
defineres her som bakterier af arten Streptococcus phocae i en inaktiveret form.
Fagmanden vil notere sig, at fremgangsmaden, der anvendes til inaktivering, ik-
ke er relevant for aktiviteten af bakterinet. Klassiske fremgangsmader til inakti-
vering, sasom UV-bestraling, gamma-bestraling, behandling med formalin, bi-
neert ethylenimin, thimerosal og deslige, er velkendte for fagmanden, og er alle
anvendelige. Inaktivering af bakterier ved hjeelp af fysisk stress, ved anvendelse
af f.eks. en fransk presse, tilvejebringer et pa lignende vis egnet udgangsmate-
riale til fremstilling af en vaccine ifalge opfindelsen. Et bakterin behaves saledes
ikke nedvendigvis veere i form af inaktiverede hele celler; cellerne kan veere

spreengte.

Bakteriner har den fordel i forhold til levende attenuerede bakterier, at de er
yderst sikre. Derfor angar opfindelsen i en foretrukken udferelsesform anven-

delse af inaktiverede Streptococcus phocae bakterier.

Vacciner, som er beskrevet og fremstillet ifelge opfindelsen, kan fremstilles ud
fra en udgangskultur ved hjeelp af teknikker, der er velkendte for fagmanden.

Vacciner omfatter basalt set en effektiv maengde bakterier til anvendelse ifelge
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opfindelsen og en farmaceutisk acceptabel baerer. | eksempelafsnittet gives ek-

sempler pa fremstillingen ifalge opfindelsen af en vaccine.

Beneaevnelsen "effektiv" som anvendt heri defineres som en maengde, der er til-
streekkelig til at inducere et immunrespons i den malsatte fisk, der resulterer i et
sygdomsniveau, der er mindst det samme som 50% af sygdomsniveauet, der
ses i fisk under samme forhold, men inficeret med vildtype Streptococcus pho-

cae.

Generelt kan vacciner fremstillet ifelge opfindelsen, der er baseret pa bakteri-
ner, indgives i en dosering pa 10° til 10'°, fortrinsvis 10° til 10°, mere fortrinsvis
mellem 10° og 10° bakterier. En dosis, der overstiger 10'° bakterier, vil pa trods
af, at denne er immunologisk egnet, veere mindre attraktiv af gkonomiske grun-
de. Vacciner fremstillet ifalge opfindelsen, der er baseret pa levende attenuere-
de bakterier, kan gives i lavere doser, grundet det faktum, at bakterien vil fort-
seette med at formere sig en vis tid efter administration. Vacciner fremstillet ifal-
ge opfindelsen, der er baseret pa levende attenuerede bakterier kan generelt

gives i en dosis pa 107 til 10, fortrinsvis 10° til 10° bakterier.

Eksempler pa farmaceutisk acceptable beaerere, der er seerligt egnede i en vac-
cine, er sterilt vand, saltopl@sninger, vandige buffere, sasom PBS og lignende.
Yderligere kan en vaccine omfatte andre tilsaetningsstoffer, sdsom adjuvanser,

stabiliseringsmidler, antioxidanter og andre som beskrevet nedenfor.

Vacciner, der fremstilles som beskrevet i den foreliggende opfindelse kan i en
foretrukken fremstilling ogsa indeholde et immunstimulerende middel, en séa-
kaldt adjuvans. Adjuvanser omfatter generelt midler, der fremmer (booster) vaer-
tens immunforsvar pa en ikke-specifik made. En reekke forskellige adjuvanser
er velkendte. Eksempler pa adjuvanser, der hyppigt anvendes i fiske- og skald-
dyrsopdreet er muramyldipeptider, lipopolysaccharider, forskellige glucaner og
glycaner og Carbopol®. Et omfattende overblik over adjuvanser, der er egnede
til fiske- og skalddyrsvacciner, gives i oversigtsartiklen af Jan Raa (Reviews in
Fisheries Science 4(3): 229-288 (1996)).
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Vaccinen kan ogsa omfatte en sakaldt "vehikel". En vehikel er en forbindelse, il
hvilken bakterien kleeber, uden dog at veere covalent bundet hertil. S&danne
vehikler er f.eks. bio-mikrokapsler, mikroalginater, liposomer og makrosoler,
som alle er velkendte for fagmanden. En speciel form af sadanne vehikler, i
hvilke antigenet er delvist indlejret i vehiklen, er det sakaldte ISCOM (europeei-
ske patenter EP 109.942, EP 180.564, EP 242.380).

Derudover kan vaccinerne omfatte en eller flere egnede overfladeaktive forbin-

delser eller emulgeringsmidler, f.eks. Span eller Tween.

Olieadjuvanser, der er egnede til anvendelse i vand-i-olie-emulsioner er f.eks.
mineralolier eller metaboliserbare olier. Mineralolier er f.eks. Bayol®, Marcol® og
Drakeol®. Metaboliserbare olier er f.eks. vegetabilske olier, sdsom jordnedde-
olie eller sojabanneolie, animalske olier, sasom fiskeolierne squalan og squalen
og tocopheroler og disses derivater. Egnede adjuvanser er f.eks. vand/olie-

emulsioner, olie/vand-emulsioner og vand/olie/vand-dobbeltemulsioner.

Seerligt egnede olie/vand-emulsioner er f.eks. opnaet startende fra 5-50 veegt%
vandfase og 95-50 veegt% olieadjuvanser, mere foretrukket 20-50 veegt% vand-

fase og 80-50 veegt% olieadjuvanser.

Meengden af tilsat adjuvans afheenger af adjuvansens egenskaber, og informa-

tion angaende sadanne maengder vil blive tilvejebragt af fremstilleren.

Ofte blandes vaccinen med stabiliseringsmidler, f.eks. for at beskytte nedbryd-
ningsfalsomme proteiner fra at blive nedbrudt, for at forleenge vaccinens hold-
barhed eller for at forbedre frysetarringseffektivitet. Anvendelige stabiliserings-
midler er f.eks. SPGA (Bovarnik et al; J. Bacteriology 59: 509 (1950)), carbo-
hydrater, f.eks. sorbitol, mannitol, trehalose, stivelse, sucrose, dextran eller glu-
cose, proteiner, sdsom albumin eller casein eller nedbrydningsprodukter deraf

og buffere, sasom alkalimetalphosphater.

Fortrinsvis fremstilles de beskrevne vacciner i en frysetarret form.
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cellulose eller forskellige olier af vegetabilsk eller animalsk oprindelse. En an-
den effektiv metode er administration af vaccinen til hgje koncentrationer af le-
vende foderorganismer, efterfulgt af fodring af fiskene med disse levende fo-
derorganismer. Seerligt foretrukne foderbaerere til oral indgivelse af vaccinen
ifelge opfindelsen er levende foderorganismer, som er i stand til at indkapsle
vaccinen. Egnede levende foderorganismer inkluderer plankton-lignende ikke-
selektive filtreringsernaerende organismer, fortrinsvis medlemmer af Rotifera,

Artemia og lignende. Seerligt foretrukket er saltvandsrejen Artemia sp.

Det ville veere fordelagtigt, sammen med Streptococcus phocae bakterier, at
anvende yderligere en eller flere andre fiskepatogene bakterier eller vira, eller
antigener af sadanne bakterier eller vira til fremstilling af en vaccine, som deref-

ter kunne veere en kombinationsvaccine.

Eksempler pa almindeligt kendte kommercielle vigtige fiskepatogener er Vibrio-
arter, sasom Vibrio ordalii, Vibrio anguillarum serotype O1 og Vibrio anguilla-
rum serotype 02, Aeromonas salmonicida, Flavobacterium columnarae, Tena-
cibaculum maritimum, Edwardsiella-arter sasom Edwardsiella ictaluri og Ed-
wardsiella tarda, Photobacterium damselae underart piscidida, Flavobacterium
psychrophilum, Piscirickettsia salmonis, Moritella viscosa (tidligere kendt som
Vibrio viscosus), Yersinia ruckeri, Vibrio salmonicida, Infectious Pancreatic
Necrotic Disease virus (IPNV), Infectious Salmon Anaemia virus (ISAV) og

Salmon Pancreatic Disease virus (SPDV).

Fordelen ved sadanne kombinationsvacciner er, at de ikke blot tilvejebringer
beskyttelse imod Streptococcus phocae, men ogsa imod andre sygdomme.
Derfor anvendes Streptococcus phocae bakterierne i en foretrukken udfarelses-
form sammen med en eller flere andre fiskepatogene bakterier eller vira, eller

antigener af sadanne bakterier eller vira til fremstilling af en vaccine.

I en mere foretrukken udferelsesform er de fiskepatogene bakterier eller vira el-
ler antigener af sadanne bakterier eller vira valgt fra gruppen af velkendte

kommercielt vigtige fiskepatogener, som beskrevet kort ovenfor.
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Blot som eksempel ville en kombinationsvaccine, der omfatter (ud over Strepto-
coccus phocae) Aeromonas salmonicida-bakterier eller antigene underenheder
deraf og Infectious Pancreatic Necrotic Disease virus (IPNV) som et viralt anti-
gen, beskytte mod bylder (furunculosis), bugspytkirtelnekrose og Streptococcus
phocae infektion pa samme tid. Andre vigtige virale antigener, som ville veere
egnede komponenter af en sadan kombinationsvaccine er Infectious Salmon
Anaemia virus (ISAV) og Salmon Pancreatic Disease virus (SPDV) eller antige-

ne underenheder af disse vira.

Det virale antigen kan vaere hele vira eller blot underenheder af virus, sadsom
f.eks. VP2-proteinet fra IPN-virus. | dette tilfeelde siges det virale antigen at vee-

re afledt fra den hele virus.

Et eksempel pa en seerlig egnet kombinationsvaccine er en vaccine, der ud
over Streptococcus phocae omfatter Vibrio salmonicida og Aeromonas salmo-
nicida sammen med IPN-VP2. En sadan vaccine tilvejebringer beskyttelse imod
vibriosis, infektigs bugspytkirtelnekrose, furunculosis og Streptococcus phocae

infektion.

For sa vidt angar Chile, hvor de tre mest almindelige sygdomme, neest efter
Streptococcus phocae i laksefisk er a-typisk furuncolosis, Piscirickettsia salmo-
nis (SRS) og infekti@s bugspytkirtelnekrose, ville en foretrukken vaccine omfatte
en Aeromonas salmonicida-komponent, en anti-Rickettsia-komponent og IPN-

VP2 som viralt antigen, ud over Streptococcus phocae vaccinekomponenten.

En ellers steerkt foretrukken kombinationsvaccine er en vaccine, der omfatter i
det mindste to, men fortrinsvis flere af falgende komponenter: Vibrio anguilla-
rum serotype O1, Vibrio anguillarum serotype 02, Aeromonas salmonicida, Mo-
ritella viscosa, Yersinia ruckeri, Vibrio salmonicida og IPNV-VP2, ud over Strep-

tococcus phocae komponenten.

En anden udferelsesform ifelge den foreliggende opfindelse angar Streptococ-

cus phocae bakterier til anvendelse i en vaccine.
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Endnu en udferelsesform af den foreliggende opfindelse angar en fremgangs-
made til fremstilling af vacciner til bekaempelse af Streptococcus phocae infekti-
on i fisk. S&danne fremgangsmader omfatter blanding af Streptococcus phocae
bakterier i en levende attenueret eller inaktiveret form og en farmaceutisk ac-

ceptabel beerer.

En foretrukken form af disse udferelsesformer angar en fremgangsmade, der

yderligere omfatter blanding af en adjuvans.

Falgende eksempler illustrerer opfindelsen neermere.

EKSEMPLER

Eksempel 1

Bestemmelse af "relationsafstand" af 77 streptokokarter og andre grampositive
arter isoleret fra fisk og seeler pa basis af deres biokemiske besleegtethed.
Blandt de testede stammer er Streptococcus phocae isolater, der var isoleret fra

syge laksefisk i Chile.

Chilenske Streptococcus sp.-stammer

INS/AS-kode
AS 968
INS 248
AS 972
AS 973
AS 970

Stamme isoleret fra INS/AS-kode
februar 2001 atlanterhavslaks, 1500 g AS 960
marts 2002 atlanterhavslaks, 2000 g AS 958



10

15

20

DK 176668 B1

10

marts 2003 atlanterhavslaks, 1500 g AS 959
Disse stammer var isoleret fra forskellige opdraet. Stammerne var isoleret fra
forars- og sommerudbrud i atlanterhavslaks, der blev opdreettet i estuarine eller

marine farvande, resulterende i hgj mortalitet.

Typestammer opnaet fra stammesamlinger

Stamme Beskrivelse INS/AS-kode
CCUG 35103 typestamme AS 969
CCUG 35104 referencestamme AS 971
CCUG 35105 referencestamme AS 980

Stammer isoleret fra seeler, der lider af lungebeteendelse, var fra Ida Skaar Nor-

ge (18. august 2003) beskrevet i: Skaar et al., 1994 (se ovenfor):

Stamme Beskrivelse INS kode
7908 P2 AS 974
8026 L2 AS 975
8056 P2 AS 976
8059 P2 AS 977
8205 H2 AS 978
8252 AS 979
Identifikation

Alle stammer (Chile-stammerne, S. phocae type- og referencestammer og yder-
ligere ikke-deponerede stammer fra Norge) blev identificeret | 46 phenotypiske
og morfologiske tests (gram-reaktion, katalase-reaktion, oxidase-reaktion, hae-
molyse, veekst pa 40% galdesalte, gelatinase-produktion, API (API 20 Strep test
kit BioMerieux), oxidation/fermentationstest (vand & vand/olie olie), Kligler tri-
sukkerreaktioner (laktose, glucose, gasproduktion, H,S-produktion), fermentati-

on af amygdalin, galactose, glycerol, maltose, melibiose, melizitose, sucrose,
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nitrat, veekst ved pH 9,6 1 6,5% salt, 3% salt tolerance, indolproduktion og motili-
tet).

Identifikationsprofilerne blev indarbejdet | en eksisterende datamatrix indehol-
dende gram-positive bakterielle fiskepatogener (Streptococcus agalactiae, S.
difficile, S. iniae, Carnobacterium piscicola, Vagocossus salmoninarum, Nocar-
dia seriolae og Lactococcus garvieae), savel som referencestammer af S. mu-
tans, S. zooepidermicus og S. equi, og ensartetheder blev databehandlet ved
anvendelse af UPGMA-analyse. Resultaterne af denne analyse af phylogene-
tisk tree er vist i dendrogrammet i figur 1. Alle stammer i reekken mellem og in-
kluderende INS 248 og AS 958 tilherer den samme gruppe, dvs. de hgrer til S.

phocae arten.

Baseret pa faenotypiske og morfologiske tests er det ikke muligt at skelne mel-
lem stammer isoleret fra Chile og stammer, der originalt er isoleret fra seeler

med lungebetaendelse i Norge.

Konklusion: bakteriestammerne isoleret fra atlanterhavslaks i Chile blev identi-
ficeret som den forarsagende arsag til Streptococ-sygdomme pa basis af deres

biokemiske slaegtskab som Streptococcus phocae.

Eksempel 2.

Bestemmelse af phylogenetisk afstand mellem S. phocae stammer og andre
streptokokstammer pa basis af deres 16S rRNA-sekvensanalyse. En 16S
rRNA-sekvensanalyse er udfert pa Streptococcus phocae typereference-
stammen NCTC 12719 og to Streptococcus phocae isolater (AS 972 og AS
973), der var isoleret fra syge laksefisk i Chile. En sammenligning mellem S.
phocae typestammen, de to chilenske isolater og flere medlemmer af andre

streptokokarter: S. dysgalactiae, S. iniae og S. agalactiae blev foretaget.

16S rRNA-sekvenser blev bestemt som beskrevet af Kuhnert et al., (Int. J. Syst.

Bacteriol., 46; 1174-1176 (1996)). For begge stammer blev der opnaet en se-
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kvens pa ca. 1410 nucleotider. Disse sekvenser blev sammenlignet med til-
geengelige nucleotidsekvensdatabaser ved anvendelse af BlastN software. De
hejst scorende sekvenser blev fremstillet ved anvendelse af Clustal X i Vector
NTI-softwarepakken (Informax Inc.) med felgende indstillinger: en gap opening
penalty pa 15 og en gap extension penalty pa 6,66, begge med parvise og mul-
tiple sammenstillinger. Til opbyggelse af treeet blev nabosammenleegningsfrem-
gangsmaden (Neighbor-Joining method) af Saitou, N. og Nei, M. anvendt. (The
neighbor-joining method: a new method for reconstructing phylogenetic trees.
Mol. Biol. Evol. 4, 406-425 (1987)). Positioner med huller (gaps) blev eksklude-

ret fra analysen.

Det phylogenetiske tree, vist i fig. 2, indikerer sleegtskabet mellem de forskellige

streptokokstammer.

Konklusion: det ses hurtigt og tydeligt af fig. 2, at de chilenske isolater AS 972
og AS 973 er pa samme gren som S. phocae typestammen. Dette er fuldt i
overensstemmelse med udfaldet og konklusionerne af det phylogenetiske tree |
fig. 1, som repraesenterer det biokemiske sleegtskab mellem de forskellige S.

phocae isolater fra seeler og fisk.

Eksempel 3

Sikkerhedsforseg og seroomdannelse i asiatisk havaborre (Lates calcari-
fer).

Det blev besluttet farst at teste sikkerheden og seroomdannelsen af S. phocae

vacciner i en fiskeart, der ikke er modtagelig over S. phocae.

Vaccinefremstilling:

En ravaccine blev fremstillet ved at dyrke stammen AS 972 i 22,5 timer i SGM 5
x glucosemedie pa en orbital-omryster (129 rpm) ved 32°C. Efter inkubation var

det opnéede totaltaellingstal 2,9 x 10° celler/ml. Kulturen blev inaktiveret med
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0,5% formalin og derefter koncentreret ved centrifugering til en slutkoncentrati-
on pa 1,5 x 10'° celler/ml. Bakterieceller blev resuspenderet i kultursupernatan-

ten.

Vaccinering:

| alt 56 fisk (asiatisk havaborre) blev injiceret intraperitonealt (IP) med 0,1 ml af
den ovenfor naevnte vaccine, hvorimod 55 fisk blev injiceret med PBS. Den
sidstneevnte gruppe var en kontrolgruppe. Gennemsnitsveegten af de vaccine-

rede og kontrolfiskene ved eksperimentets start var henholdsvis 19,7 og 20,1 g.
Umiddelbart efter vaccinationen observeredes ingen mortalitet. Vaccinerede og
kontrolfisk blev holdt i den samme tank, adskilt ved hjeelp af vertikale adskillel-

sesnet placeret i tankens midte.

Sikkerhedsevaluering:

Fiskene blev overvaget i i alt 21 dage efter vaccinationen. Hverken i kontrol-
gruppen eller i den vaccinerede gruppe observeredes mortalitet | denne perio-
de. Fiskenes gennemsnitsvaegt ved slutningen af observationsperioden var for
vaccinerede og kontrolfisk henholdsvis 25,7 og 25,0 g. Det kan konkluderes, at

den fremstillede vaccine var sikker for asiatisk havaborre.

Patogenicitetsevaluering:

En belastningsmodel blev evalueret ved IP-injektion af levende Streptococcus
phocae stammer AS 972/AS 960 (5 x 10, 5x 10° og 5 x 10" CFUffisk).

Der observeredes ingen mortalitet med nogen af de bakterielle koncentratio-
ner/stammer, der blev undersggt: det viste sig, at havaborre ikke er falsom over
for S. phocae infektion. Effektiviteten af vaccinerne kunne derfor ikke evalueres

i asiatisk havaborre.
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Seroomdannelse:

Som det falger direkte af tabellen i fig. 3, er den opndede seroomdannelse tre
uger efter den ferste vaccination med en vand-baseret vaccine allerede omkring
80% af seroomdannelsen, der ses tre uger efter belastning med levende Strep-
tococcus phocae. Genvaccination (booster vaccination), tre uger efter den far-
ste vaccinering, med en vandbaseret vaccine gav det samme titer som efter
ferste belastning. Genvaccination tre uger efter ferste vaccination med en
vand/olie-emulsionsbaseret vaccine gav et lidt lavere titer end den fagrste vacci-
nation derimod efter belastning. Dette er en normal effekt, der ses generelt med
vand/olie-emulsionsbaserede vacciner; effekten af genvaccinering vil blive ob-
serveret efter en leengere tidsperiode sammenlignet med vandbaserede vacci-

ner.

Seroomdannelse blev bestemt som falger:

Streptococcus phocae blev overfladebelagt natten over pa NUNC Maxisorb ved
107 bakterier/brend. ELISA blev udviklet ved anvendelse af monoklonale anti-
stoffer fra mus rettet imod den lette keede af europeeisk havaborre IgM (der er
kryds-reaktiv med asiatisk havaborre IgM), efterfulgt af inkubation med peroxi-

dasekonjugeret gede-anti-mus-antistoffer. Titere udtrykkes som ODso-malinger.
Konklusion: selv en enkelt vaccination er allerede i stand til at inducere anti-
stof-titer, der er teet pa dem, der findes i belastede fisk, hvorimod en genvacci-

nation giver et antistof-titer, der er det samme som dem, der findes i belastede
fisk.

Eksempel 4

Sikkerhedsforseg og seroomdannelse i atlanterhavslaks.

Vaccinefremstilling:
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Vacciner blev fremstillet som beskrevet i eksempel 3.

Vaccination:

I alt 250 fisk (atlanterhavslaks) blev injiceret intraperitonealt (IP) med 0,1 ml af
ovenfor naevnte vaccine, hvorimod 130 fisk blev injiceret med PBS. Sidstnaevn-
te gruppe var en kontrolgruppe. Gennemsnitsvaegten af de vaccinerede og kon-

trolfiskene var ved forsggets start 28 g.
Umiddelbart efter vaccinationen observeredes ingen mortalitet. Vaccinerede og
kontrolfisk blev afmeerket ved hjeelp af Panjet-afmaerkning og holdt i den samme

tank.

Sikkerhedsevaluering:

Fiskene blev observeret i totalt 42 dage efter vaccinationen. Der observeredes
ingen mortalitet, hverken hos kontrolgruppen eller den vaccinerede gruppe un-
der denne periode. Der blev heller ikke observeret nogen abnormal adfeerd. Det

kan konkluderes, at vaccinen er sikker for atlanternhavslaks.

Belastningen vil udferes med 1,5 x 10° CFU levende Streptococcus pho-

caeffisk.

Seroomdannelse:

Formalininaktiverede Streptococcus phocae stamme INS 972 bakterier blev for-
tyndet i overfladebehandlingsbuffer til 10” bakterier/ml. Efterfalgende blev 0,1
ml tilsat individuelle brende pa 96 brends NUNC Maxisorb-plader, inkuberet
natten over ved 2-8°C og vasket tre gange. Brendene blev derefter inkuberet
med serielle fortyndinger af lakseserum. Efterfglgende blev de bundne antistof-
fer kvantificeret ved anvendelse af kanin-antilaks, HR-peroxidase-konjugeret
gede-anti-kanin-IgG og peroxidasesubstrat. Titer udtrykkes som ODg4g>-malin-

ger.
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Som det ses direkte fra figur 4, giver vaccination med en vand-baseret vaccine
et relativt foreget titer pa 500% efter seks uger, hvorimod en vand/olie-

emulsionsbaseret vaccine giver en relativ foragelse i titer pa 200%.

Konklusion: en enkelt vaccination med en vandbaseret vaccine var i stand til
at forgge antistofniveauerne med ca. 500% sammenlignet med den saltopl@s-
ning-injicerede kontrolgruppe, 6 uger efter vaccination. Nar en vand/olie-
emulsions-baseret vaccine anvendes i samme vaccinationsregime, observeres
en forsinket igangsaettelse, der resulterer i en foragelse af antistofniveauer med

ca. 200% sammenlignet med den saltoplasninginjicerede kontrolgruppe.

Figurtekster:

Figur 1: phylogenetisk tree af 77 arter af streptokokker og andre gram-positive

arter isoleret fra fisk og seeler pa basis af deres biokemiske besleegtethed.

Figur 2: phylogenetisk tree af S. phocae stammer (referencestammen NCTC
12719 og to chilenske Streptococcus phocae isolater fra fisk) og andre strepto-

kokstammer pa basis af 16S rRNA-sekvensanalyse.

Figur 3: ELISA-bestemmelse af vaccination/belastning af S. phocae i havabor-

re.

Figur 4: ELISA-bestemmelse af vaccination/belastning af S. phocae i atlanter-

havslaks.
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Patentkrav

1. Anvendelse af bakterier af arten Streptococcus phocae til fremstilling af en

vaccine til bekeempelse af Streptococcus phocae infektion i fisk.

2. Anvendelse ifelge krav 1, kendetegnet ved, at fisken harer til laksefiske-

familien.

3. Anvendelse ifelge krav 2, kendetegnet ved, at fiskene er atlanterhavslaks.

4.  Anvendelse ifglge krav 1-3, kendetegnet ved, at bakterierne af arten

Streptococcus phocae er i en inaktiveret form.

5. Anvendelse ifelge krav 1-4, kendetegnet ved, at en yderligere fiske-
patogen mikroorganisme eller et virus eller antigen deraf anvendes til fremstil-

lingen af vaccinen.

6. Anvendelse ifslge krav 5, kendetegnet ved, at neevnte yderligere fiske-
patogene mikroorganisme eller virus er valgt fra gruppen Vibrio ordalii, Vibrio
anguillarum serotype O1, Vibrio anguillarum serotype 02, Aeromonas salmoni-
cida, Flavobacterium columnarae, Flexibacter maritimum, Edwardsielle ictaluri,
Edwardsiella tarda, Photobacterium damselae underart salmonis, Yersinia
ruckeri, Vibrio salmonicida, Infectious Pancreatic Necrotic Disease virus, Infec-

tious Salmon Anaemia virus og Salmon Pancreatic Disease virus.

7. Anvendelse ifelge krav 1-6, kendetegnet ved, at der yderligere anvendes

en adjuvans til fremstillingen af vaccinen.

8. Anvendelse ifglge krav 1-7, kendetegnet ved, at naevnte vaccine er i en

frysetarret form.

9. Bakterier af arten Streptococcus phocae til anvendelse i en vaccine.
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10. Fremgangsmade til fremstilling af en vaccine til at bekaempe Streptococcus
phocae infektion, hvor naevnte fremgangsmade omfatter blanding af Strepto-

coccus phocae bakterier i en levende attenueret eller inaktiveret form og en

farmaceutisk acceptabel beerer.
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