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AUTOGENA CJEPIVA PROTIV VIBRIOZE | TENACIBAKULOZE

Autogeno cjepivo — cjepivo pripremljeno od mikrorganizma izdvojenog iz oboljele ribe na odredenom uzgajalistu
pripremljeno sa ciljem da se primijeni na istom uzgajalisStu radi zastite od infekcije izdvojenim uzro€nicima bolesti

» Vibrio harveyi je izdvojen iz lubina s tipiénim » Tenacibaculum maritimum izdvojen iz oboljele ribe s
simptomima bolesti, izolati su serotipizirani, tipicnim lezijama na kozi, izdvojene bakterje su
potvrdeni molekularnim metodama i identificirane, potvrdene molekularnim metodama
sekvencirani WGS i sekvencirane WGS

> Ciste bakterijske kulture su fermentirane u > Ciste bakterijske kulture su fermentirane u Marine
TSB+1.5% NaCl i inaktivirane formaldehidom bujonu i inaktivirane formaldehidom

Formalinom-inaktivirana puna cjepiva (FMC)
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TESTIRANJE SIGURNOSTI | UCINKOVITOSTI CJEPIVA

Sigurnost i netoksi¢nost cjepiva te provjera protokola cjepljenja
testirana je na 20 primjeraka za svaki nacin primjene i tretirana riba
je promatrana tijekom 40 dana te nisu zamijeceni mortaliteti
Nakon provjere sigurnosti, netoksicnosti cjepiva i ucinkovitosti
postupka provedeno je pokusno cijepljenje mlada lubina
prosjecne tjelesne tezine od 10 grama:

Razlic¢ite skupine su cijepljene ili uranjanjem ili i/p injekcijom, a
nakon 35 dana provedena je izazivacka infekcija uranjanjemiili i/p

Tenacibaculum maritimum
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REZULTATI POKUSNOG CHUEPLJENJA PROTIV V. HARVEYI

V. harveyi autogeno cjepivo (uranjanje + i/p)
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Dani nakon izazivacke infekcije

—o— Bath vaccination + i/p challenge

Cijepljena = 69%
Kontrola= 10%
RPP = 66
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cijepljenoj skupini
B - % uginulih riba
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—— Non vaccinated + i/p challenge

Prezivljavanje

V. harveyi autogeno cjepivo (i/p)

V. harveyi autogeno cjepivo ( uranjanje)
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Dani nakon izazivacke infekcije

10

—&— Bath vaccination + bath challenge —#— Non vaccinated + bath challenge

Cijepljena =93,3%
Kontrola = 80%
RPP = 67

10 Cijepljena= 50%
Kontrola = 0%
RPP =100
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Dani nakon izazivacke infekcije
——|/p vaccinated + i/p challenge —— Non vaccinated + i/p challenge




Prezivljavanje

REZULTATI POKUSNOG CUEPLJENJA PROTIV T. MARITIMUM

T. maritimum autogeno cjepivo (i/p)
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Dani nakon izazivacke infekcije
—e—1/p vaccinated + i/p challenged —— Non vaccinated + i/p challenged

Cijepljena = 87%
Kontrola = 60%
RPP =67,5

PreZivljavanje
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T. maritimum autogeno cjepivo (uranjanje)
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Dani nakon izazivacke infekcije
—&— Bath vaccinated + bath challenged - Non vaccinated + bath challenged

Cijepljena = 100%
Kontrola = 83%
RPP =100




Imunosni odgovor
Ekspresija gena

AN Kako bi ocijenili imunosni odgovor nakon cijepljenja istrazivali
smo ekspresiju gena specificnih za imunosni odgovor u ciljanim
tkivima uzorkovanim od 6 riba iz svake pokusne skupine

N

Organi su uzorkovani 4h, 24h i 10 dana nakon cijepljenja

h\ V. harvey — Uzorkovani su ciljani organi iz svake pokusne skupine

. (prednji bubreg, slezena i straznje crijevo)
T. maritimum - Uzorkovani su ciljani organi iz svake pokusne skupine

(prednji bubreg, slezena i Skrge)

Svaki je uzorak do pretrazivanja pohranjen u RNAlater
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¥ Design New Primers

Dizajn pocCetnica i probes za ekspresiju gena =~ - o o i

Forward Primer ) DNA Probe [ Reverse Primer
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Included Region:

e Ciljani geni su odabrani

prema dostupnoj znanstvenoj Pristupni brojevi za
referentne gene :

<o Target Region: 6
Product Size Between: 80 O | And 150 £
Optimal Product Size:
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literature o imunosnom
odgovoru lubina
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BEE  harvey-rezultati ekpresije gena nakon cijepljenja
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HER T maritimum-rezultati ekspresije gena nakon cijepljenja
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Cijepljenje protiv V. harveyi, T. maritimum i
mjesavinom oba cjepiva

Cetiri pokusne skupine su smjestene u male kaveze (4 x4 x 4). U
svakom je kavezu bilo1250 riba prosjeCne tezine 13,18 grama
Svaka je skupina cijepljena kako slijedi:

i)  Cijepljenje uranjanjem u cjepivo (3.3 x108 CFU ml-1) protiv
V. harveyi u razrjedenju 1:10 tijekom 1 min
i) Cijepljenje uranjanjem u cjepivo (7.4 x10° CFU ml-1) protiv
T. maritimum u razrjedenju 1:10 tijekom 2 min
iii) Cijepljenje uranjanjem u mjesavinu oba cjepiva u
razrjedenju 1:10 tijekom 2 min
iv) Kontrola, necijepljena skupina




REZULTATI CJEPLIENJA PROTIV V. harveyi, T maritimum |
OBA CJEPIVA NA UZGAJALISTU

» Udio prezivljavanja u svim pokusnim skupinama je bio 98 %

» Tijekom praéenja ucinka cijepljene ribe nisu utvrdeni simptomi V. harveyi ni T. maritimum
infekcije niti u jednom od pokusnih skupina ukljucivsi i kontrolnu

» Bakterioloske pretrage pokusnih skupina i riba iz drugih kaveza na uzgajaliStu provodene su 10
mjeseci nakon cijepljenja

» Nisu izdvojene ni V. harveyi niti T. maritimum u pokusnim skupinama

» U ribe iz drugih kaveza na uzgajalistu su izdvojeni i V. harveyi i T. maritimum u istom razdoblju

» Serumi su uzorkovani iz pokusnih skupina dva mjeseca nakon cijepljenja i osam mjeseci nakon
cijepljenja

» Indirektna ELISA je provedena kako bi se utvrdili specifi¢ni IgM za V. harveyi and T. maritimum, te
su ELISA-om utvrdeni ukupni IgM u serumu primjenom komercijalnog kita za riblje IgM

11
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Indirektna ELISA za specificne IgM VH + ELISA za ukupne IgM - specificne IgM TM
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HVALA NA POZORNOSTI




