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1. Johdanto

Suomen ruokakalanviljelyn yhdeksi tirkeiksi haasteeksi ja mahdollisuudeksi on nihty
uusien lajien viljely kirjolohen rinnalla. Kéytinnén kokeiluja ja pienimittakaavaista
tuotantoa on tehty mm. lohella, nieridlld, meritaimenella ja siialla. Ruokakalantuotan-
non monipuolistaminen on yksi keskeinen painoalue myds RKTL:n vesiviljelytutki-
muksissa. Markkina- ja viljelymahdollisuuksia analysoimalla todettiin siialla olevan
parhaat mahdollisuudet nousta nopeasti merkitt#iviiksi viljelylajiksi ruokakalantuotan-
toon (Koskela ym. 1998, Koskela ja Rahkonen 1998), ja siian tuotantoméérien odote-
taankin nousevan lihivuosina. Talousbiologisen mallin avulla (Koskela ym. 1998) on
selvitetty, ettd kannattavan siianviljelyn ongelmat ovat hidas kasvu, suuret rehukus-
tannukset ja kalojen kuolleisuus. Mallin perusteella 20 %:n vihennys rehukuluissa, 10
%:n lisdys kasvussa ja kuolleisuuden viheneminen 20 %:lla johtaa taloudellisesti
kannattavan viljelyyn.

Siian viljelykierto kestii# tilld hetkelld kolme kasvukautta, joista enstmmaéinen kasvu-
kausi on sisimaassa. Aikaisempien tutkimustietojen perusteella (Koskela 1992, Kos-
kela ja Eskelinen 1992) siian kasvun optimildmpétila on muita lohikaloja korkeampi,
joten paras kasvu voidaan saavuttaa Suomen eteldosissa. Siian nykyinen ruokakalan-
viljely tapahtuu péiasiassa Saaristomeren alueella verkkokasseissa.

Meressi siikojen sairastumisriski varsinkin vibrioosiin ja paisetautiin on suuri. Vibri-
oosia aiheuttaa Listonella (entinen Vibrio) anguillarum- ja paisetautia Aeromonas
salmonicida salmonicida -bakteeri. Lohen ja kirjolohen viljelyssd ympéri maailmaa
on 1990-luvulla saatu erittiin hyvid kokemuksia kalojen immunisoivasta rokottami-
sesta niitd tauteja vastaan. Niiden lajien puolustusjdrjestelmén toimintaa on my&s
tutkittu intensiivisesti. Tutkimustietoja siian sairastuvuudesta ja rokotteiden tehosta ei
kuitenkaan ole, koska siikaa ei viljelld ruokakalaksi munalla kuin Suomessa ja koke-
mukset poikasviljelystdkin ovat enimmikseen Suomesta.

Kuolleisuuden 20 %:n vihentiimistavoite edellyttii vibrioosin ja paisetaudin tehokas-
ta hallintaa. Tamiin tutkimuksen tarkoituksena oli testata laboratorio-olosuhteissa:

» kaupallisen rokotteen antamaa suojaa paisetautia ja vibrioosia vastaan

e tutkia rokotettujen ja rokottamattomien siikojen vasta-ainetuotantoa L. anguilla-
rum- ja A. s. salmonicida -bakteereja vastaan

s tutkia veren valkosolukuvaa rokotetuilla ja rokottamattomilla siioilla
e tuikia rokotuksesta aiheutuvia haittavaikutuksia (kiinnikkeet, musta pigmentti)

Tutkimus kunluu osana RKTL:n projektiin “Siian ruokakalanviljelyn kehittdiminen”.
Rokotustutkimukset on toteutettu RKTL:n, Abo Akademin ja Helsingin yliopiston yh-
teistydnd, ja titd koetta on rahoitettu maa- ja metsétalousministerién yhteistutkimus-

sekii Lonnstromin ym. (2001) artikkeleissa.




2. Aineisto ja menetelmat

2.1. Siiat ja koeolosuhteet

Lokakuussa 1998 siirrettiin RKTL:n Laukaan kalanviljelylaitokselta 1 600 kpl 1-
kesiisii Kokemienjoen kantaa olevia vaellussiikoja Abo Akademin Parasitologian
laitoksen allastiloihin Turkuun. Siikojen keskipaino oli 21,7 grammaa. Veden 1amp&-
tila oli kuljetuksen alussa 6,1 °C ja laboratoriotilassa 9 °C. Kalat jaettiin kahteen 1
m*n (¢ 190 cm) altaaseen. Limpétilan annettiin kahden vuorokauden aikana nousta
kokeessa kiytetiiviin ldmpétilaan 15 °C, jossa sitd pidettiin kokeen loppuun saakka.

Allastiloissa k#ytetddin pohjavetti omasta kaivosta, veden pH:ksi sdddetddn n. 7,2 ja
happea lisétdén tulovesiputkeen niin, etté kylidstysaste on n. 160 %. Vedestd poiste-
taan rauta saostamalla seki hiekkasuodatuksella, ja vesi pehmennetééin ionivaihtimien
avulla (dH<2). Kaasun ylikylldstys poistetaan alipaineilmastimen avulla ennen veden
laskemista kiertovesijérjestelmain.

Kiertovesijirjestelmiissd on mekaaninen ja biologinen suodatus ja uutta vettd lisdtéin
jatkuvasti n. 20 % kiertéviistd misrdstd. Vettd juoksutettiin altaisiin 0,3-0,6 1s™.

Kalat ruokittiin automaatin avulla, rehuna Ewos Vextra 2,5 mm. Ruokintakertoja oli 5
péivissid, kokeen alussa rehua annettiin 2 % kalojen painosta vuorokaudessa, viiden
viikon kuluttua rokotuksesta ruokintaa vihennettiin 1 %:iin tilanpuutteen viktimisck-
si. Ruokintaa sdddettiin molemmissa altaissa hieman pienemmiille, kun jommankum-
man altaan pohjalle kerdéntyi syométontd rehua.

Valoryumi oli 11 h valoa ja 13 pime#i, ensimméinen ruokinta oli tunnin kuluttua valo-
jen syttymisestd ja viimeinen tuntia ennen valojen sammurmista.

2.2. Rokotus

Siikoja akklimatisoitiin 3 viikon ajan ennen rokotusta. Ruokinta keskeytettiin 3 pdivéd
ennen rokotusta ja aloitettiin uudestaan 3 pdivin kuluttua rokotuksesta.

Rokotettavat kalat otettiin kummastakin altaasta, yhteensd 750 kappaletta, nukutettiin
bentsokainilla ja rokotettiin 6ljypohjaisella Apoject 1 800 (Batch 400010) rokotteella
vatsaonteloon valmistajan ohjeen mukaisesti. Rokotuksessa kiytettiin 0,5 ml Socorex
automaattiruiskua, neuloina 0,8 x 12 mm, pistosyvyys rajoitettin 5 millimetriin kat-
kaisemalla neulan suojahylsy.

Rokottamattomat kalat paastotettiin samalla tavalla, muutoin niitd ei késitelty.

2.3. Kasvumittaukset

Ennen rokotusta punnittiin nukutettuina 50 siikaa. Liséksi 20 rokotettua ja rokottama-
tonta kalaa punnittiin 8 ja 12 viikkoa rokotuksen jilkeen ennen altistuskokeita. Ko-
keen lopuksi, 16 viikkoa rokotuksesta, punnittiin 65 rokotettua ja rokottamatonta, al-
tistamatonta kalaa.




2.4. Verinaytteet

Vasta-ainetason magritdmiseksi ELISA-menetelmélld otettiin verinidytteet ennen roko-
tusta seké 20 rokotetusta ja 20 rokottamattomasta siiasta 3, 5, 8, 12 ja 16 viikkoa ro-
kotuksen jilkeen. Veren valkosolukuvan tutkimista varten verinfiyte otettiin ennen ro-
kotusta seki 8 ja 16 viikkoa rokotuksen jilkeen rokotetuista (20/niyte) ja rokottamat-
tomista (20/niyte) kaloista. Paisetaudille altistetuista, rokotetuista siioista veren val-
kosolukuva tutkittiin 4 viikkoa altistuksen jédlkeen. Kalat tainnutettiin pdéhén lybmiil-
14, punnittiin, ja verindyte otettiin pyrstdsuonesta heparinoituun ruiskuun.

2.4.1. Vasta-ainetason maérittdminen ELISA-menetelmalla (Entzyme-linked immu-
nosorbent assay)

Niiytteenoton jilkeen veren annettiin laskeutua jéikaapissa n. 18 tuntia, jonka jilkeen
se sentrifugoitiin 1 000 g:ssd 5 minuutin ajan. Seerumi otettiin talteen ja séilytettiin
-20 °C:n ldmpétilassa tutkimiseen asti.

ELISA-testid varten kuoppalevyt (Nunc-immunoplate MaxiSorp, Nunc Co., Roskilde,
Denmark) pohjustettiin karbonaattipuskuriin (50 mM, pH 9,6) suspensoiduilla ja for-
maliinilla inaktivoiduilla Aeromonas salmonicida salmonicida -bakteerilla (100
ul/kuoppa, 2 mgml™ mirkipaino). Listonella anguillarum serotyyppi O1 antigeeni
valmistettiin alkoholi-asetoni-menetelmilld (Yui ja Kaattari 1987) ja pohjustuskon-
sentraatio oli 10ugml™, 100u1 kuoppaa kohti. Levyji sdilytettiin jiskaapissa yon yli.
Kuoppiin lisittiin seerumia laimennettua 1:100 3 % BSA-PBS + 0,5 % Tween 20.
Kutakin néytetti tutkittiin kahdessa kuopassa. Niytteitd inkuboitiin +4 °C:n l&mp&ti-
lassa yon yli. Kiinnittyneet vasta-aineet tunnistettiin biotiini-konjugoidulla polyklo-
naalisella anti-taimen Ig:114 (2,5 pgm]'l). Anti-taimen Ig (Kirkegaard ja Perry Lab. Inc)
oli konjugoitu biotiiniin Guesdonin ym. (1979) mukaan. Entsyymini oli avidiini-
leimattu alkaalinen fosfataasi (Sigma) ja substraattina p-nitrofenyylifosfaatti (Sigma)
1 M dietanoliamiinipuskurissa (1 mgml” pH 9,8). Optinen tiheys (o.d.) luettiin Mul-
tiscan mikrolukulaitteclla 405 nm:n aaltopituudella. Yhdistettyji ndytteitd rokottamat-
tomista sekid kahteen kertaan vatsa-onteloon rokotetuista siioista kiytettiin negatiivi-
sena ja positiivisena kontrollina jokaisella levylld. Tuloksen vertailukelpoisuuden (eri
ajojen vililld) vuoksi optinen tiheys ilmaistaan suhteessa positiiviseen kontrolliin
(o.d. niyte / o.d. posit. kontrolliniyte).

2.4.2. Valkosolujen tutkiminen

Valkosoluj en kokonaismiidrin laskemista varten koko verta laimennettiin Shaw n liu-

laskukammiota. Veren eri valkosolutyyppien (lymfosyytit, neutrofiiiit, trombosyytit)
suhteelliset osuudet laskettiin sivelyvalmisteista, jotka viirjittiin May-Griinwald-
Giemsa-virjidysmeneteimilld. Kustakin néytteestd eriteltiin n. 200 valkosolua.

2.5. Tartuntakokeet

Tartuntakokeet tehtiin karanteeenihuoneessa 0,225m*n altaissa (g 90cm). Vetti ei ka-
ranteenihuoneessa kierriitetd, vaan vesi virtaa jatkuvasti altaiden lépi. Vesi tulee suo-
raan vedenkisittelyjéirjestelmiin ja l#mmityksen kautta kaivosta, ja poistovesi desinfi-




oidaan otsonoimalla. Vettd juoksutettiin altaisiin noin 0,1 Is*. Kalat siirrettiin karan-
teenialtaisiin tartuttamista edeltiving paivini.

Tartuntakokeissa kdytettiin kolmea rinnakkaista ryhmié, 3x100 rokotettua ja 3x100
rokottamatonta siikaa. Kalat olivat vuorokauden paastolla ennen tartuttamista, viiden
péivin kuluttua tartuttamisesta ruokinta aloitettiin uudestaan ja kaloja ruokittiin ker-
ran péivissd ruokahalun mukaan. Tartuntakokeessa kiytettivit bakteerit aktivoitiin
ennen koetta tartuttamalla rokottamatonta sitkaa kolmesti, jonka jdlkeen bakteerit vil-
jeltiin puhtaaksi koetta varten. Koetta varten bakteerit kasvatettiin TS-liemessd
(Difco) 24 tunnin ajan, sentrifugoitiin ja pestiin kolmesti fysiologisella suolaliuoksel-
la ennen injektiolinoksen valmistusta.

Rokotten antama suagja on esitetty RPS-arvona (Relative Percent Survival, suhteelli-
nen selviytymisprosentti) (Amend 1981), joka lasketaan kaavalla

kuolleisuus % rokotetuissa
RPS= 1- x 100 %
kuolleisuus % rokottamattomissa

Vibrioosi tartutettiin 8 viikon kuluttua rokotuksesta (990 paiviasietta) nukuttamalla
jokainen kala ja injisoimalla kalan vatsaonteloon 0,1 ml fysiologista suolaliuosta, joka
sisdlsi 1,8x10° Listonella anguillarum -bakteeria millilitrassa. Bakteeriméiri sdddet-
tiin McFarland-laimennosstandardin avulla ja tarkastettin pesikelaskennalla. Limpo-
tila oli +15° tartuttamisen aikana ja nostettiin arvoon +17 °C viilittémésti, kun kaikki
kalat oli injisoitu. Kdytetty vibrioosibakteerikanta oli aikaisemmin eristetty vibrioosia
sairastavasta meressd kasvatetusta siiasta. Kuolleisuutta seurattiin p#ivittdin 2 viikon
ajan tartuttamisen jilkeen. Kuolinsyy varmistettiin bakteeriviljelméllid kalan munuai-
sesta (60 kalaa) TS-maljalle (Difco). Kokeen jilkeen viljeltiin vield 60 rokotettua ja
60 rokottamatonta kalaa mahdollisten taudinkantajien toteamiseksi.

Paisetauti tartutettiin samalla menetelmiilld kuin vibrioosi, mutta vasta 12 viikon ku-
luttua rokotuksesta (1245 piiviastetta). Annos oli 4,98x10° A. s. salmonicida -
bakteeria siikaa kohti. Lampétila oli +15 °C kokeen aikana. Kuolleisuutta seurattiin
péivittdin 4 viikon ajan tartuttamisen jidlkeen. Kuolinsyy varmistettiin bakteeriviljel-
milld kalan munuaisesta (60 rokottamatonta kalaa, kaikki kuolleet rokotetut) TS-
maljalle. Kokeen jilkeen viljeltiin vield 60 rokotettua kalaa mahdollisten taudinkanta-
jien toteamiseksi.

2.6. Rokotuksen aiheuttamat haittavaikutukset

Pistorokotukset varsinkin 6ljypohjaisilia rokotieilla (kuten kokeen rokote) saattavat
aiheuttaa kalojen vatsaonteloon pigmenttihdiriGitd ja tulchdusperiisiii kiinnikkeiti
(Rahkonen ym. 2000). Kokeen lopussa (16 viikkoa rokotuksesta) avattiin 65 rokotet-
tua kalaa mahdollisten rokotuksen aiheuttamien haittavaikutusten tutkimiseksi. Tut-
kimuksessa tarkasteltiin vain sisdielinten ja vatsaontelon seindmien viliin muodostu-
neita kiinnikkeit ja mahdollista mustaa ptgmentttii, jotka voisivat vaikuttaa teuraska-
lan laatuun ja perattavuuteen.

Pigmentimuodostusta arvioitiin asteikolla 0-3:

0 ei havaittavaa pigmenttid
1-2 pigmenttid ndkyy, poistuu perkaamisen yhteydessd
3 pigmenttid runsaasti, jdlkid jéd perattuun kalaan




Kiinnikkeet arvioitiin asteikolla 0-6:

0 ei kiinnikkeité

1-2 havaittavia ohuita kiinnikkeitd, ei juuri kiinnité perkaajan huomiota

34 kohtalaisesti kiinnikkeit#, kiinnittds perkaajan huomion ja vaatii
huoclellisuutta perkaustydssi

5-6 sisdclimet vahvasti kiinni vatsanseinédmissi, vaikeasti perattavia ja

jértdvat jalkid perattuun kalaan.
Pigmentti arvolla 3 ja kiinnikkeet arvoilla 5-6 heikentéivit aina kalan laatua.

2.7. Tilastollinen kasittely

Tulokset analysoitiin SYSTAT® 7.0 for Windows —ohjelmalla. ANOVA:lla ja
MANOVA:lla testattaessa jadnnosten normaalisuus varmistettiin Lillieforsin testilld
ja varianssien yhtidsuuruus Levenen testilli. Post hoc vertailuihin kijytettiin Tukeyn
testii. Ei-parametristi Mann-Whitneyn U-testid kéytettiin mikéli ANOVA:n ehdot ei-
viit tiéyttyneet. Muuttujien valisid yhteyksid tarkasteltiin Spearmanin rank korrelaatio-
testilld. Tilastollinen ero katsottiin merkitseviksi mikili p<0,05.




3. Tulokset

3.1. Kalojen kasvu

Rokotettujen kalojen ruokahalu oli heikentynyt parin viikon ajan rokotuksen jilkeen,
ja molempien ryhmien ruokintamiidrdd séidettiin rokotetun ryhmin ruokahalun mu-
kaan.

Siiat kasvoivat hyvin, eikd rokotettujen ja rokottamattomien ryhmien keskipainoissa
havaittu merkitsevid eroja (kaksisuuntainen ANOVA, p-arvot: ajankohta p<0,001; ro-
kotus p=0,749; interaktio p=0,508) (taulukko 1). Tartuttamattomia kaloja kuoli ko-
keen aikana 5 kalaa, kaksi rokotettua poistettiin vihdisen Saprolegnia-sicnitartunnan
vuoksi.

Taulukko 1. Siikojen keskipainot (+ keskihajonta) kokeen aikana.

Viikko  Ajankohta LKM  Rokottamaton Rokotettu
0 Rokotusajankohta 50 23,7x4,7 23,7+4,7

8 Vibriocositartuntakoe (alku) 20 56,6x19,6 51,7+15,6
12 Paisetautitartuntakoe (alku) 20 67,4x18,2 70,1+14,1
16 Kokeen loppu 65 105,1+£24,1 111,4+37.2

3.2. Verinaytteet

3.2.1. Rokotetuilla siioilla hyvin vasta-aineita

Rokotetuilla kaloilla oli sekd L. anguillarum- etti A. salmonicida -vasta-aineita huo-
mattavasti enemmiin kuin rokottamattomillia kaloilla (Mann-Whitney U-testi, p<0,001
molemmat bakteerit) (kuvat 1 ja 2). Nédytteenoton ajankohdalla oli voimakas vaikutus
rokotettujen kalojen vasta-ainemiériin (yksisuuntainen ANOVA, p<0,001 molemmat
bakteerit). Rokotetuissa ryhmisséd havaittiin voimakas vasta-ainetason nousu jo kolme
viikkoa rokotuksen jilkeen. Viikolla 5 A. salmonicida —vasta-ainetasot olivat laske-
neet merkitsevisti (Tukey, p<0,001). Vasta-aineet L. anguillarum —bakieeria kohtaan
olivat merkitsevisti korkemmalla viikoilla 8, 12, ja 16 verrattuna viikkoon 5 rokotuk-
sen jilkeen (Tukey, p<0,05). A. salmonicidan kohdalla viikon 3 lisdksi vain viikko 16

viheni kokeen myoti, etenkin L. anguillarum —vasta-aineiden osalta (kuvat 1 ja 2).
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o.d. nayte / o.d. positiivinen kontrolli
™
[} ('ZITJ;

viikkoja rokotuksesta

Kuva 1. Listonella anguillarum (O1) -vasta-ainetaso rokottamattomissa (O)
seki rokotetuissa (@) siioissa, sekd keskiarvo + keskihajonta (n=20)

o.d. nayte / 0.d. positiivinen kontrolli

viikkoja rokotuksesta

Kuva 2. Aeromonas s. salmonicida -vasta-ainetaso rokottamattomissa (O)
seki rokotetuissa (@) siioissa, seka keskiarvo = keskihajonta (n=20)




3.2.2. Rokotus nakyi myés valkosolukuvassa

Niytteenoton ajankohta vaikutti merkitsevisti veren valkosolujen kokonaisméiriin,
mutta itse rokotuksella ei ollut vaikutusta (kaksisuuntainen ANOVA, log-muunnettu
aineisto: ajankohta p<0,001; rokotus p=0,380; interaktio p=0,744) (kuva 3 A). Valko-
solujen eri tyyppien mdirié tarkasteltiin kaksisuuntaisella MANOVA-testilli log-
muunnetusta aineistosta. MANOVA-mallin yleinen p-arvo oli <0,001. Rokotetuilla
kaloilla oli merkitsevisti enemmin lymfosyyttejd (p=0,037) ja nentrofiileji (p=0,013),
mutta ei trombosyyttejd rokottamattomiin verrattuna (kuva 3 C ja D). Niytteenoton
ajankohdalla oli merkitsevd vaikutus kaikkiin valkosolutyyppeihin (p<0,001), johtuen
ldhinnd pienistd alkundytteen arvoista. Ajankohdan ja rokotuksen vilinen interaktio
oli merkitsevil lymfosyyttien kohdalla (p=0,02). Témi johtuu siit4, ettd rokotettujen ja
rokottamattomien kalojen lymfosyyttiarvot erosivat toisistaan ajan suhteen, lihinni
viikolla 8 (kuva 3 C). Paisctautialtistuksella ei ollut vaikutusta valkosolumiiriin (kuva
3 A-D). Saman kalayksilon veren vasta-ainetasoilla ja lymfosyyttien mairilld ei ollut
korrelaatiota (Spearmanin rank-korrelaatio: A. salmonicida -0,056 — 0,153; L. anguil-
larum -0,047 - 0,159).
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Kuva 3. Siian veren valkosolujen kokonaisméaéra (A) seké trombosyyttien
(B), lymfosyyttien (C) ja neutrofiilien (D) méérét (x1000ul") (xkeskihajonta,
n=20) rokottamattomissa ja rokotetuissa ryhmissé ennen rokotusta seki 8
ja 16 viikkoa rokotuksen jdlkeen. Viikolla 16 myds arvot rokotetusta, paise-
tautialtistetusta siikaryhmaésti.




3.3. Tartuntakokeet

3.3.1. Hyva suoja vibrioosia vastaan

Rokotettuja kaloja ei kokeessa kuollut lainkaan. Kuolleisuutta alkoi esiintyé rokotta-
mattomissa kaloissa kolmen p#ivin kuluttua tartuttamisesta. N#issd ensimméisind
kuolleissa kaloissa ei havaittu ulkoisia oireita. Viidennesti p#iviistd eteenpiin sairas-
televissa kaloissa verestiviit eviintyvet ja pyrstén suomut olivat koholla. Iholla oli ve-
restivii laikkid sielld tadlld ja peridaukon seutu vuoti verta. Ennen kuolemaa kiduskan-
sien alaosa oli verestivi, kuolleissa kaloissa tiiti oiretta ei havaittu. Avatussa kalassa
voitiin todeta turvonnut perna ja vatsaontelon kalvoissa oli pistemiisid verenvuotoja.
Rokottamattomia siikoja kuoli yhteensd 63 % (kuva 4). RPS-arvot on esitetty taulu-
kossa 2. Listonella anguillarum -bakteeri jilleeneristettiin kaikista kuolleista siioista,
joista bakteeriviljely tehtiin. Kokeesta hengissi selvinneistd siioista ei bakteeria eris-

tetty.
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Kuva 4. Siikojen kumulatiivinen kuolieisuus vibrioosialtistuksen jalkeen. I, Il
ja Il tarkoittavat eri altaita, joissa oli kokeen alussa kussakin 100 kalaa. Al-
tistus tapahtui 8 viikkoa rokotuksen jélkeen (ei-rok = rokottamaton, Apoject
= rokotettu).

3.3.2. Hyvé suoja paisetautia vastaan

Paisetautitartuntakokeessa rokottamattomassa ryhmiissd esiintyi kuolleisuutta kol-
mannesta piivistd alkaen, ja viikon kuluttua olivat kaikki 300 rokottamatonta siikaa
kuolleet. Ulkoisia oireita ei kuolevilla ja kuolleilla siioilla nikynyt, lukuunottamatta
kylkiviivan muuttumista punaiseksi. Ko. oiretta esiintyi noin kolmanncksella kuolleis-
ta kaloista, ja sen aiheutti kylkiviivakanavassa oleva verinen lima. Kuten vibrioosiko-

keessa, avatussa kalassa nikyi turvonnut perna ja pisteméisti verenvuotoa vatsaonte-
lon kalvoilla. Rokotettuja kaloja kuoli yhteensd kolme, ensimmiisestd kuolleesta ei




kyetty jdlleeneristimiiiin A. 5. salmonicida -bakteetia, mutta kahdesta muusta paisetau-
tibakteeri eristettiin (kuva 5). RPS-arvot on esitetty taulukossa 2. Bakteeri jilleeneris-
tettiin kaikista kuolleista rokottamattomista siioista, joista bakteeriviljely tehtiin. Ko-
keesta hengissi selvinneistd siioista ei bakteeria eristetty.
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Kuva 5. Siikojen kumulatiivinen kuoileisuus paisetautialtistuksen jilkeen. I,
Il ja Nl tarkoittavat eri altaita, joissa oli kokeen alussa kussakin 100 kalaa. Al-
tistus tapahtui 12 viikkoa rokotuksen jilkeen (ei-rok = rokottamaton, Apoject
= rokotettu).

Taulukko 2. Tartuntakokeiden perusteella lasketut RPS-arvot.

Kuolleisuus % Kuolleisuus % RPS
Taudinaiheuttaja rokottamaton rokotettu
Listonella anguillarum (Vibrioosi) 63 0 100 %
Aeromonas s. salmonicida (Paisetauti) 100 1 99 %

3.4. Rokotuksen nakyvét haittavaikutukset vahaisia

Rokotuksen aiheuttamat haittavaikutukset, jotka ilmeniviit kiinnikkeini ja pigmentin
muodostumisena, olivat siialla lievid. Suuressa osassa tutkittuja kaloja (57 %) ei roko-
tusjdlkid (rokotetta lukuunottamatta) ollut lainkaan havaittavissa. Lievii pigmentin-
muodostumista esiintyi pienessd miiiridssi wtkittuja kaloja. Pigmentti ei vaikuttanut
kalan teuraslaatuun (taulukko 3).

Kiinnikkeiden muodostuminen oli myds vihiistd. Vakavin tapaus (1 kala) oli sekin
rokotuksen yhteydessd neulan mukana vatsaonteloon joutuneen suomun aiheuttama.
Rokotusjiilkid tutkittaessa havaittin maksan pinnalle kehittyneen paikallista granulaa-
tickudosta (kudosmuutos, joka joka rajoittaa tulehduksen aiheuttajan terveesti kudok-
sesta ja johtaa arpeutumiseen), jota esiintyi 24 %:lla tutkituista kaloista. Yhdelld siial-
la maksa oli lievésti kuroutunut granulaatiokudoksen seurauksena, muilla ei tdsti joh-
tuvaa nikyvéd haittaa voinut havaita. Granulaatiokudosta esiintyi vain kaloilla, joilla
oli kiinnikkeitd (taulukko 3).
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Taulukko 3. Pigmentin ja kiinnikkeiden jakauma (%) seka keskiarvo ja kes-
kihajonta rokotetuilla siioilla (n=65). Arvosteluasteikko on selitetty tekstissa

luvussa 2.6.

Asteikko Pigmentti (0-3) Kiinnikkeet (0-6)
0 91,0 % 58,5 %

1 6,0 % 21,5 %

2 3,0 % 12,3 %

3 0,0 % 6,2 %

4 1.5%

5 0,0 %

6 0,0 %
keskiarvo ja keskiha- 0,12 = 0,41 0,71 £1,01

jonta
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4. Pohdintaa ja johtopaatokset

Tehdyt kokeet osoittivat, ettd rokottamalla saadaan aikaan hyvé suoja vibrioosia ja
paisetautia vastaan. Nain siitd huolimatta, etti altistustapa (bakteerit saatettiin suoraan
kalan ruumiinonteloon) oli rankka. Taudinaiheuttajien injisoiminen suoraan vatsaon-
teloon ei vastaa luonnollista tartuntatiets, koska injisoinnissa chitetaan monta kalan
luontaisen puolustusjdriestelmin osatekijad. Siksi esimerkiksi Nordmo ja Ramstad
(1997) suosittelevat paisetautirokotteiden tehon tutkimuksissa kalojen tartuttamisme-
netelmiksi joko kalojen kylvetysti bakteereja siséltivissi vedessd tai ns. kohabitaatio -
menetelmiid, jossa koekalojen joukkoon laitetaan sairaita kaloja. Siikakokeessa valit-
tiin injisointi, koska pilottikokeissa havaittiin, ettd hyvikuntoinen, pinnaltaan ehjd sii-
ka ei ole erityisen herkki veden kautta saatavalle paisetautitartunnalie.

Kiytinnon kokemukset mm. RKTL:n Rymiittylén kalantutkimusasemalla ovat osoit-
taneet, ettid rokotettujen, hyviiin kasvuvachtiin pi#sseiden siikojen kuolleisuus on vi-
hiistd. Sen sijaan ne siiat, jotka mereen siirron jélkeen eivit syo tarjottua rehua, laih-
tuvat kesin mittaan ja sairastuvat. Ndmi pienet kalat kuolevat pddosin syksyn ja tal-
ven aikana. Kuolleista kaloista on eristetty enimmikseen Pseudomonas anguillisepti-
ca -bakteeria, mutta my6s vibrioosia (Koskela ym. 2000, Koskela ym. 2001). Tehokas
rokotussuoja edellyttds siten myds kalojen hyvid kuntoa ja kasvatusympiristéd. Ro-
kotettujen kalojen joukossa on aina sellaisia yksiloitd, joiden vasta-ainetuotanto ei
juurikaan reagoi rokotukseen. Tdmi nikyy myds kuvissa 1 ja 2. Olosuhteiden heiken-
tyessd nimi saattavat sairastua ja levittid tautia muihin parven kaloihin.

Siian puolustusjérjestelmi reagoi hyvin rokotukseen. Kokeessa havaittu siian vasta-
ainetuotannon huippu viikolla 3 ei ole tavallinen ilmi® lohikaloilla. Samassa koetilas-
sa kirjolohella tehdyssi kokeessa vasta-ainetaso nousi tasaisesti (Lundén ym. 1998).
Vasta-ainepitoisuuden kasvua kalan veressi havaitaan optimildmpoétilassa yleensid
muutaman viikon kuluttua rokottamisesta, mutta vasta-aineita tuottaviksi soluiksi eri-
laistuneita lymfosyytteja havaitaan pernassa ja munuaisessa jo viikon tai kahden ku-
luttua (Chiller ym. 1969, Rijkers ym. 1980). Sunrimmillaan ndiden solujen miiird on
1-2 viikkoa ennen kuin vasta-ainehuippu saavutetaan. Vaikka t#ssd tutkimuksessa
lymfosyyttien miiird veressd 8 viikkoa rokotuksen jilkeen olikin rokotetuilla siioilla
merkitsevisti korkeampi kuin rokottamattomilla siioilla, on todennikoistd, ettd lym-
fosyvttien miird on ollut suurimmillaan 3-4 viikkoa, mahdollisesti jo 2 viikkoa, roko-
tuksen jilkeen. Viikolla 16 rokotuksen jilkeen lymfosyyttien miird oli jo laskenut li-
hes samalle tasolle kuin kontrollikaloilla, vaikka vasta-ainepitoisuuden havaittiin vield
kasvavan. Lymfosyyttivasteen ja vasta-ainevasteen eriaikaisuus johtuu osaksi siitd, et-
td immunoglobuliinien (joita vasta-aineet ovat) puoliintumisaika on suhteellisen pitkd
(Harrell ym. 1975). Veren trombosyyttien ja lymfosyyttien nousu myos kontrollika-
loilla alkundytteeseen verrattuna saattoi osaksi johtua siikojen kasvusta, silld toiseen
tutkimusajankohtaan mennessé stikojen paino oli kaksinkertaistunut.

Rokotettujen, paisetaudille altistettujen siikojen valkosolukuva ei juuri eronnut kont-
rollikalojen tai rokotettujen, altistamattomien siikojen valkosolukuvasta 4 viikkoa al-
tistuksen jilkeen. Rokotuksen antama suoja nikyy siten, ettd lymfosyyttien méérd on
samalla tasolla kuin altistamattomilla kaloilla, silld paisetautiin sairastuneilla veren
Iymfosyyttien miird laskee jyrkisti.

Rokotus ei aiheuttanut vakavia haittavaikutuksia, joita on esiintynyt esimerkiksi roko-
tettaessa lohta 8ljypohjaisilta rokotteilla (Poppe ja Breck 1997, Midtlyng ja Lillehaug
1998). Maksan pinnalla havaitut granuloomat saattavat jossakin tapauksessa olla hai-
tallisia siialle mikili ne kurovat maksaa kasaan tai aiheuttavat repedimid maksan pin-
nassa. Kokeessa siiat rokotettiin 15 °C limpétilassa, mutta kidytinnossd rokotukset
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tehdiin yleensd alemmissa lampotiloissa, jolloin kudosreaktiot saattavat olla toisen-
laisia. MyGs seuranta-aika oli lyhyt. Rymiittylin kalantutkimusasemalla on tutkittu
teuraskokoisten siikojen sivureaktioita vuosina 1998-2000, eiki teuraslaatua alentavia
rokotusjilkid ole todettu (Koskela ym. 2001).

Siiat menettiviit kuitenkin ruokahalun rokottamisen yhteydessi. Vibrioosikokeessa
ruokahalu ei palannut altistuksen aikana (2 viikkoa), paisetautikokeessa siiat alkoivat
syodd noin kolmen viikon kuluttua rokotuksesta. Rokottamattomiin kaloihin verrattu-
na rokotettujen siikojen kasvu saattaa siten hidastna ainakin joksikin aikaa. Tutkimus-
tietoa ei ole siitd kurovatko rokotetut kokoeron kiinni myShemmin. Kokonaistuloksen
kannalta kuolleisuudelta ja antibioottihoidoilta vilttyminen kompensoi kuitenkin miti
todennéikéisemmin mahdolliset pienet kasvutappiot, joten ruokakalaksi kasvatettavien
siikojen rokottaminen on erittdin suositeltavaa.

Tissd kokeessa immunieetin annettiin kehittyd 15 °C:ssa 8 viikkoa ennen vibrioosial-
tistusta ja 12 viikkoa ennen paisetautialtistusta. Kdytdnnossd kalat rokotetaan joko
edellisend syksyni tai kevi#lld huhti-toukokuussa, joten pdiviastekertymi ennen me-
reen siirtoa vaihtelee suuresti. Optimaalisen rokotusajankohdan 18ytimiseksi tarvittai-
siin lisés tutkimusta.
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