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Forord

Birger Christensen A/S og Norsk institutt for vannforskning (NIVA) har ved hjelp av
samarbeidspartnere gjennomfort et prosjekt for & komme fram til et egnet
indikatorsystem for kontroll og dokumentasjon av effekten ved ozonering av
inntaksvann til settefiskanlegg.

Prosjektet er gjennomfert innenfor Norges forskningsrads TEFT-program.
Teknologiattache for Oslo og Akershus, Per Schalberg-Henriksen, bidro til
realiseringen. Ved siden av TEFT-bevilgningen har Birger Christensen A/S bidratt til
finansieringen og stilt en ozongenerator til disposisjon for gjennomfering av
laboratorieforsek.

Prosjektarbeidet ble utfort i lopet av 1995. Naringsmiddeltilsynet i Orkdalsregionen
ved Erik Wahl har statt for den praktiske utprevingen av de ulike mediene med
tilherende analyser og diagnostisering. Norske Fiskeoppdretteres Avistasjon,
Kyrksaterera, har statt for provetaking ved eget anlegg og innsending av prover.
Ellers har Fitjar Laks A/S, Kongsmoen Settefisk A/S og Mauranger Laks A/S vart
aktivt med i gjennomferingen.

Forsgkene med utpreving av de ulike isolatenes ozonfelsomhet er gjort ved
Fiskehelselaboratoriet ved Havbrukstasjonen i Tromsg. ‘
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Sammendrag

Ved flere norske settefiskanlegg ozoneres ferskvannsinntaket for 4 hindre tilforsler av
fiskepatogene mikroorganismer. Dagens system med bruk av kimtall for kontroll av
desinfeksjonseffekten har dpenbare mangler. Det ble derfor initiert et prosjekt hvor
maélsettingen var & finne fram til et bedre indikatorsystem ved ozonering av
ferskvannsinntak til settefiskanlegg.

Under prosjektgjennomfoeringen er det provd ut ulike medier og dyrkingsbetingelser
for selektering av fluorescerende pseudomonader og aeromonas-arter fra rdvann og
ozonert vann ved Norske Fiskeoppdretteres Avlstasjon (NFA) pa Kyrksatergra. Det
ble i tillegg tatt ut enkle proveserier ved de ovrige 3 norske settefiskanleggene som
qzonerer inntaksvannet. Av de ulike kombinasjonene som ble testet synes Aeromonas
medium base med ampicillin supplement ved 37 °C & gi det mest homogene bilde pé
genus niva. Grenne kolonier som ble plukket fra dette mediet viste seg & tilhore
Aeromonas/Vibrio-gruppen. Ved & benytte testsystemet API 20 NE ble hoveddelen av
de testede kulturene (9 av 15) bestemt til Aeromonas hydrophila.

Totalt 13 renkulturer fra Aeromonas-mediet ble testet for ozonfalsomhet og
sammenliknet med felsomheten til en virulent Aeromonas salmonicida subsp.
salmonicida stamme. Det ble benyttet en naturlig ferskvannstype med en initiell ozon
konsentrasjon pé 0.12 mg/l, synkende til 0.08 og 0.06 mg/! etter henholdsvis 30 og 60
-sekunders eksoneringstid. En kultur viste relativt liten folsomhet for denne doseringen
(94.2 % inaktivering). De gvrige kulturene ble redusert med 99.9 % (3 log) eller mer.
Reduksjonen i den virulente A. salmonicida stammen synes & vare noe lavere enn
gjennomsnittet.

Bruk av membranfilterteknikk og opptelling av grenne kolonier p4 Aeromonas
medium base med ampicillin supplement inkubert ved 37°C synes 4 gi et brukbart
bilde pa ozoneringseffekten ved settefiskanlegg. Det kan imidlertid bli et problem &
pavise indikatoren i stort nok antall i enkelte rdvannskilder, spesielt vinterstid.
Problemet kan reduseres ved & filtrere sterre vannvolumer enn de som ble benyttet i
denne undersgkelsen. Det anbefales & prave metoden over lengere tid ved flere anlegg
for & vinne erfaringer og evaluere nytteverdien.
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1. Innledning

For & begrense risikoen for sykdomsutbrudd i norske settefiskanlegg, har det i lengere
tid veert restriksjoner pa bruk av sjgvann og ferskvann fra kilder med oppgang av
anadrom fisk. Imidlertid gir Forskrift om desinfeksjon av inntaksvann til
oppdrettsanlegg for akvatiske organismer, fastsatt av Landbruksdepartementet
04.02.91, &pning for bruk av slikt vann dersom godkjent desinfisering benyttes. UV-
bestraling og ozonering er de to desinfeksjonsmetodene som benyttes.

Det er i forste rekke aktuelt & ozonere ferskvannsinntak i norske oppdrettsanlegg.
Dette fordi det dannes en rekke oksiderte forbindelser (spesielt bromforbindelser) ved
ozonering av sjgvann. Disse kan vare toksiske for oppdrettsfisken. For man vet noe
mer om skadeeffektene av forbindelsene, samt forhold omkring detoksifisering,
frarades bruk av ozonert sjgvann til oppdrett av laksefisk.

1.1 Generelt om ozon

Ozon er en spesiell form av oksygen, sammensatt av tre oksygenatomer. Forbindelsen
kan genereres ved & la torr luft eller oksygen passere gjennom et felt med elektriske

- utladninger eller ved & UV-bestréle luft eller oksygen. I begge tilfellene blir oksygen-
molekyler splittet. De resulterende oksygen-atomene reagerer med intakte oksygen-

- molekyler til ozon.

Ozon har et hoyt oksidasjonspotensiale og regnes som et effektivt middel for
desinfeksjon av vann. Normalt sett tilsettes ozon vann ved & bobble gassen gjennom
en vannsgyle i en kontakttank. I fiskeoppdrettsammenheng har metoden vart tatt i
bruk i forbindelse med desinfeksjon av inntaksvann og avlgpsvann, samt for

behandling av vann i resirkuleringsanlegg. I likhet med klor er ozon giftig for fisk. En
~ viss holdetid eller fysisk/kjemisk deozonering kan derfor vere nedvendig for ozonert
vann ledes til fiskekar.

Ozon er svart reaktivt og vil oksydere en rekke organiske og uorganiske forbindelser.
Dette gjor at det kan veare vanskelig 4 etablere og méle restkonsentrasjoner i naturlige
vanntyper og avlepsvann. I laboratorieforsek er det vist at mange fiskepatogene
bakterier og virus raskt inaktiveres i konsentrasjonsomadet 0.1 - 0.2 mg/1 i naturlige
vanntyper (Sugita og medarb. 1992 og Liltved og medarb. 1995). I buffere laget av
destillert vann synes folsomheten til de samme organismene & vere langt hoyere.
Rask desimering ved sa lave konsentrasjoner som 0.01 mg restozon pr. liter er
rapportert (Wedemeyer og Nelson 1977, Wedemeyer og medarb. 1978). Det er
imidleretid demonstrert at andre grupper av bakterier tilherende den naturlige
vannflora overlever 4 minutters eksponering ved 1.0 mg/l i avlgpsvann fra
oppdrettsanlegg (Austin 1983). Ved norske oppdrettsanlegg forlanges det en rest-ozon
konsentrasjon pa 0.1 mg/1 etter 3 minutters kontakttid. -
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1.2 Indikatorer

Ett av kravene fra Landbruksdepartementet for godkjenning av desinfeksjonsanlegg
er at bakterien som forarsaker furunkulose hos laksefisk, Aeromonas salmonicida
subsp. salmonicida, inaktiveres med 99.9 % (3 log enheter). Siden denne bakterien
normalt ikke forekommer i inntaksvannet, er en henvist til 4 bruke andre
indikatororganismer for & dokumentere desinfeksjonseffekten.

For inntaksvann til settefiskanlegg ber et godt indikatorsystem ha folgende
egenskaper:

e Indikatororganismene ma vere tilstede i de aktuelle vannkildene i et s4 stort antall
at det dannes et tilstrekkelig antall kolonier pa vekstmediet.

¢ Indikatororganismene mé kunne pavises i rutinediagnostikk. Utsad og avlesning
bor vere enkelt.

e Metoden ber avspeile en spesifikk taksonomisk gruppe eller veere definert etter
biokjemiske kriterier.

- e Folsomheten ovenfor desinfeksjonsmiddelet ber vaere i samme sterrelsesorden
som for patogene malorganismer (her 4. salmonicida subsp. salmonicida).

e Kommersielle medier bor vere tilgjengelige.

e Analysen ber gi reproduserbare resultater.

For desinfeksjon av sjgvannsinntak til settefiskanlegg er det tatt i bruk en metode med
selektivt vibriomedium som beskrevet av veteriner Arne Storset (Storset 1991). Ideen
bak metoden var at marine vibrio som vokser pé det selektive mediet har en folsomhet
ovenfor desinfeksjonsmiddelet som er tilneermet lik folsomheten til de fiskepatogene
bakterier tilherende slekten Vibrionaceae (Aeromonas salmonicida, Vibrio
anguillarum, Vibrio salmonicida). NIV A har utfort laboratorietester for &
sammenlikne UV-folsomheten til bakterier isolert pa det selektive vibrio-mediet med
patogener i slekten Vibrionaceae (Hektoen 1992). Det ble funnet sammenliknbare
doser for 99.9 % inaktivering.

Ved desinfeksjon av ferskvann med UV eller ozon har man benyttet kimtallstellinger
pé Nutrient Agar ved 20°C for evaluering av effekt. Ved Norske Fiskeoppdretteres
Avlstasjon (NFA), Kyrkseterora, ozoneres ferskvannsinntaket til settefiskanlegget.
Neaeringsmiddeltilsynet i Orkdalsregionen (NTO) har de tre siste &rene gjennomfort
regelmessige analyser av kimtall i rivann og ozonert vann ved dette anlegget. I lapet
av denne perioden er det tatt ut i alt 52 prevepar (rdvann + ozonert vann) med en
gjennomsnittlig reduksjon i kimtall p& 96.4 %. Dette innebarer at en fraksjon av
ravannets flora overlever ozoneringen. Det er vanskelig & pavise sammenhenger
mellom inaktiveringsgrad og ozondose. Det er ogsa vanskelig & relatere
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kimtallreduksjon til reduksjon av A. salmonicida som skal inaktiveres med 99.9 %
i.h.t. forskriftene.

‘Det er apenbart at parameteren kimtall ved 20°C representerer en sveert heterogen

- gruppe mikroorganismer. Den omfatter tydligvis et stort mangfold bakteriegrupper
med varierende felsomhet for ozon. Det er ogsa grunn til 4 tro at sammensetningen vil
variere mellom vannkilder og mellom érstider. P4 denne bakgrunn vurderes kimtall pa
Nutrient Agar ved 20°C en lite spesifikk indikator for & male desinfeksjons-effekt, og
dermed dérlig egnet som kontrollparameter for driftsoppfelging og for fastsetting av
grenseverdi for forvaltningsmyndighetene. Det er derfor et gnske om & utvikle et
indikatorsystem som gir mer informasjon om den reelle effekten i forhold til
fiskepatogene mikroorganismer.

Arbeidet som rapporteres her har vert todelt. Forste delen ble konsentrert om & prove
ut aktuelle selektive og indikative dyrkningsmedier ved settefiskanlegg som ozonerer
inntaksvannet. Mélsettingen var 4 komme fram til ett eller flere medier som gir
tilstrekkelig selektering og vekst av en spesifikk taksonomisk gruppe i rdvann, samt
reflekterer en rimelig grad av inaktivering i forhold til de aktuelle
ozonkonsentrasjonene. I andre del av arbeidet ble typiske kolonier plukket fra de

- utvalgte mediene og diagnostisert v.h.a. biokjemiske tester samt API-systemer. Fra de
‘ulike isolatene ble det laget renkulturer som ble testet for ozonfelsomhet og
sammenliknet med felsomheten til en virulent stamme av deromonas salmonicida
subsp. salmonicida.

2. Materialer og metoder

Aktuelle dyrkings-medier ble valgt ut fra kunnskaper om forekomster av spesifikke
bakteriegrupper i naturlige ferskvannskilder og deres forbindelse til fiskepatogene
bakterier. Arbeidet ble konsentrert om medier for isolering av fluorescerende
pseudomonader og aeromonas-bakterier.

2.1 Testing av selektive og indikative medier
Medier for pavisning av fluorescerende pseudomonader

Genus Pseudomonas omfatter arter som er av vannhygienisk interesse, deriblant arter
som er angitt & veere fiskepatogene (Hastein 1990). En av disse er P. fluorescens som

- forekommer normalt i ferskvann over hele verden. Den er bare sjeldent rapportert som
primarpatogen. Sykdomsutbrudd har imidlertid vert observert blant karpefisk og
laksefisk, og kan vare svert vanskelig a skille fra tilsvarende utbrudd forérsaket av
Aeromonas sp. ’

P. fluorescens er Gram negativ, bevegelig og vokser ikke anaerobt. Den vokser godt

pa standard medier, deriblant Kings Agar B. Bakterien produserer fluorescein som
diffunderer ut i mediet, og fluorescens pavises v.h.a. UV-lys ved 365 nm belgelengde.
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Det er verdt & merke seg at arter som P. aeruginosa, P. putida, P. aureofaciens og P.
chlororapis ogsa er fluorescerende og kan forekomme i ferskvann.

For pévisning av fluorescerende pseudomonader ble Pseudomonas agar base
(Oxoid) med CFC-supplement ved 20°C i 3 degn og Kings Agar B ved 20°C i 1

- dogn benyttet. Metoden med Kings Agar B er standardisert for vannundersekelser
(Norges Standardiseringsforbund 1990).

Medium for pavisning av aeromonas

Genus deromonas innen familien Vibrionaceae omfatter bade bevegelige mesofile og
ubevegelige psykrofile aecromonasbakterier (Myhr 1990). Flere av de bevegelige,
mesofile artene utgjor en vesentlig del av den akvatiske mikrofloraen. Dette gjelder
alle typer vann, fra rent kildevann til forurenset ferskvann, brakkvann og sjgvann.
Gruppen utgjer ogsa en viktig del av den normale bakterieflora i og pa fisk i
ferskvann og brakkvann. De er potensielt patogene bakterier med et bredt

- vertsspektrum, men lite smittsomme. Et eksempel er Aeromonas hydrophila som er
rapportert & vere primer eller sekundar sykdomsérsak hos mange fiskeslag fra alle
deler av verden. De bevegelige mesofile aecromonasbakteriene har imidlertid liten
betydning for fiskehelsen i norske oppdrettsanlegg.

Den nevnte bakterie-gruppen vokser godt pa alle vanlig brukte medier og har ingeh
krav til spesielle vekstfaktorer. Kulturer inkuberes vanligvis ved 22 - 25°C, men de
vokser ogsa ved 37°C.

I vére forsgk ble Aeromonas medium base (Oxoid) med og uten ampicillin-
supplement benyttet for selektering av Aeromonas-arter, primert A. hydrophila. Disse
vil kunne pévises som grenne kolonier. Inkubering ble forsekt ved 20, 30 og 37°C fra
1 til 3 dogn. '

I tillegg ble til de overnevnte ble Mac Conkey agar (Oxoid) ved 20°C i 3 degn
benyttet i de innledende testene.

2.2 Proveuttak og analyse

I perioden 06.07.95 til 25.10.95 ble det tatt ut 5 proveserier fra Norske
Fiskeoppdretteres Avlstasjon (NFA), 7200 Kyrksaterera, for testing av medier. Hver
proveserie bestod av parallelle prover av rdvann og vann etter ozonering. Provene ble
tatt pd autoklaverte glassflasker som pa forhand var tilsatt natrium-tiosulfat for
noytralisering av restozon. Analyse ble pabegynt samme dag som provene ble tatt ut.

For bestemmelse av antall kolonier pa de ulike mediene ble det benyttet
membranfilterteknikk (Norsk Standardiseringsforbund 1989). 10 og 100 ml (for Kings
agar B ogsa 1 ml) rdvann ble filtrert, mens 100 og 500 ml ozonert vann ble filtrert.
Hver prove ble filtrert i duplikat og inkubert pa mediene.
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For videre diagnostisering er det benyttet gramfarging, mikroskopering, oksidase og
katalase-test, pluss API 20 E og API 20 NE testsystemer (Medinor A/S). API 20 NE
er spesielt utviklet for identifisering av bakterier som ikke tilherer familien
Enterobacteriaceae. Systemet omfatter 8 biokjemiske tester (enzymaktivitet) og
testing av 12 ulike karbohydrater for & avgjere om bakterien kan nyttegjore disse som
eneste karbonkilde. Test-resultatene ble behandlet v.h.a. tilherende programvare pé en
PC.

Med bakgrunn i resultatene fra NFA ble Aeromonas medium base med ampicillin
supplement ved 37°C og Kings agar B ved 20°C valgt for videre utpreving. I tillegg
til NFA ble prover tatt ved Fitjar Laks A/S, 5419 Fitjar, Kongsmoen Settefisk A/S,
7696 Kongsmoen, Mauranger Laks A/S, 5476 Mauranger.

I perioden 28.11.95 - 05.12.95 ble det tatt ut en proveserie av rdvann og ozonert vann
fra hvert av disse anleggene. Provene ble behandlet og analysert som tidligere angitt.

2.3 Testing av ozonfelsomhet

Grenne kolonier fra Aeromonas medium base med ampicillin og en virulent stamme
av A. salmonicida (AL2017) ble testet for ozonfelsomhet. Det ble plukket 8 kolonier
fra rdvannet ved NFA (A,C,F,G,H,1,J.K), 3 kolonier fra Kongsmoen Settefisk (L fra
rdvann og M,N fra ozonert vann) og 2 kolonier fra Fitjar Laks A/S (O fra rdvann og P
fra ozonert vann). Det ble gjort to etterfelgende utstryk pa blodagar (Oxoid) for & sikre
renkultur.

Bakterier ble overfort fra skalene med blodagar til kolber med 20 ml steril Tryptone
Soya Broth (Oxoid) for vekst pa ristebrett i 20 timer ved ca. 20°C. Bakterie-cellene
ble hostet ved sentrifugering (4500 omdr./min i 5 min) og vasket to ganger i steril 0.9
% NaCl-lesning. Suspensjonene ble fortynnet med 0.9 % NaCl-lgsning til ODg, pa
ca. 1. Pipetterte volumer fra denne suspensjonen ble benyttet i ozoneringsforsgkene.

Erlenmeyerkolber ble fylt med 250 ml naturlig elvevann og autoklavert. Vannets
fysiske og kjemiske egenskaper er vist i tabell 1. Etter autoklavering ble vannet kjolt
ned til 4 - 5°C i kjeleskap, noe som ogsa var temperaturen ved ozoneringen.

‘For ozon produksjon ble en generator av type Sorbios GSG 020.2 benyttet. Rent
oksygen ble ledet gjennom generatoren med en hastighet pa 100 }/time. Spenningen
ble innstilt til 40 volt v.h.a. en regulator. Ifolge datablad for generatoren er
konsentrasjonen ved denne innstillingen ca. 3 mg ozon pr. liter oksygen. Ozon ble
tilsatt vannet via en luftestein under omrering (magnetomrerer) til ensket rest-
konsentrasjon. Rest-ozon ble mélt med indigo-metoden (APHA-AWWA-WPCF
1989) ved start og etter 30 og 60 sekunders eksponering.

I forsekene ble det benyttet en bakterietetthet pa ca. 10° CFU/ml. Parallelle prover ble

tatt ut ved start og etter 30 og 60 sekunders eksponering og tilsatt natrium-tiosulfat
(10 % lasning) for neytralisering av restozon. Bakterietall i parallell ble bestemt ved
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spredeplateteknikk (Norges Standardiseringsforbund 1989) og membranfilterteknikk
pé Tryptone Soya Agar (Oxoid) ved 20°C i 2 til 4 degn.

Tabell 1. Fysisk og kjemisk karakterisering av elvevannet som ble benyttet i

undersegkelen.
Parameter
UVabs/cm  Temp Farge Kond. Turb. KOF-Mn NHg-N pH
254nm °C mgPt/l mS/m FTU mgO/1 pg/l
0.013 4.5 <5 4.8 0.06 <1 <4 6.9
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3. Resultater og diskusjon

3.1 Testing av selektive og indikative medier

Resultatene fra de innledende testene med ulike medier ved NFA er vist i tabell 2. Der
hvor det er gjennomfert 2 prevetakingsserier, er gjennomsnittsverdien av de to seriene
angitt. Ved analyse av ravannsprovene ble et brukbart antall kolonier pr. 100 ml

registrert pa alle mediene
observert pa Kings Agar B ved 20°C.

ved de benyttede dyrkingsbetingelsene. Best vekst ble

Tabell 2. Resultater fra NFA ved bruk av ulike medier og dyrkingsbetingelser. Antall
kolonier pr. 100 ml for og etter ozonering (0.2 - 0.3 mg/I etter ca. 1 min), samt
prosentvis inaktivering er angitt. Inkubasjonstemperaturen var 20°C der hvor
denne ikke er spesifisert.

medium/ kolonitype antall rdvann | ozonert prosentvis
metode serier reduksjon
—_—_—— ) ]
transparente 2 535 6 - 98,9
Mac Conk
ac Lonkey rede 2 12 0 100
Pseudomonas | fluorescerende 1 107 1,5 98,6
agar totalantall 1 320 17 94,7
Kings agar B | fluorescerende 2 11.000 536 95,1
Aeromonas- gronne 1 21 1,4 93,3
medium,
20 °C gule 1 47 0,6 98,7
(uten
supplement) ufargete 1 0 5 -
~ Aeromonas- gronne 1 119 2,5 97,9
medium,
30 °C gule 1 3 0 100
(uten
supplement) ufargete 1 19 100 -
Aeromonas- gronne 1 280 200 28,6
medium, ‘
37 °C gule 1 5 0 100
(uten
supplement) ufargete 1 180 100 44.4
Aeromonas- grenne 2 90 1,0 98,9
medium, -
37 °C, med gule 2 A 17 1 94,1
ampicillin-
supplement ufargete 2 45 15 66,7
tefi-3 10 |




Med de ozondoseringene som ble oppgitt ved NFA (0.2 til 0.3 mg/l etter ca. 1 min

kontakttid), var det forventet a finne hay grad av inaktivering av fluorescerende

pseudomonader og arter tilherende aecromonas gruppen pa henholdsvis Pseudomonas

Agar/Kings Agar B og Aeromonas-mediet. Imidlertid viste det seg at ogsé andre

bakterie-grupper vokste p& mediene, noe som kompliserte bildet og ga tildels lave
reduksjoner i kimtall mellom radvann og ozonert vann.

For Pseudomonas Agar og Kings Agar B var det vanskelig & telle fluorescerende
pseudomonader pa grunn av sammenvokste kolonier og et betydelig antall ikke

fluorescerende kolonier. Det var vanskelig & plukke enkeltkolonier for videre
diagnostikk og testing av ozon-felsombhet.

Aeromonas-mediet uten ampicillin-supplement ved 20, 30 og 37 °C ga et heterogent
bilde. Videre diagnostikk av grenne kolonier viste en blanding av oksidase negative
og oksidase positive Gram negative staver. Dyrking med ampicillin-supplement (bare

foretatt ved 37 °C), ga ogsé variasjoner i kolonimorfologi. Videre diagnostikk av

grenne kolonier viste seg imidlertid & gi et forholdsvis homogent bilde dominert av
oksidase positive, Gram negative staver. Dette tyder pa at disse tilherer
Aeromonas/Vibrio-gruppen. ‘

Med bakgrlinn i resultatene oppnadd i den innledende delen, ble det besluttet & teste
Aeromonas-mediet med ampicillin ved 37 °C og Kings Agar B ved 20 °C med vann
fra alle de 4 norske settefiskanleggene som ozonerer inntaksvannet. Resultatene er vist

- 1tabell 3.

Tabell 3. Antall kolonier pr. 100 ml p& Aeromonas medium med ampicillin (37°C) og
Kings agar B (20°C) for og etter ozonering ved de 4 settefiskanleggene som

ozonerer inntaksvannet. Folgende ozonkonsentrasjoner ble oppgitt: Fitjar

Laks 0.10 mg/l i holdetanken, Kongsmoen 0.15 - 0.20 etter 3 min, Mauranger
0.13 mg/1 1 holdetanken, NFA 0.36 mg/1 etter ca. 1 min.

Aeromonas/grenne kolonier

Kings agar B/fluor. kim

ravann | ozonert | prosentvis | rdvann | ozonert | prosentvis
reduksjon reduksjon
Fitjar Laks 29 0,33 | 98,9 1.200 80 93,3
Kongsmoen 7,7 0,58 92,5 39 3 92,3
Mauranger 0 0 - 10 0,4 96,0
NFA 72 | 008 | 989 11 | 08 | 925
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Ravannsprevene ga liten oppvekst av kolonier p4 Aeromonas-mediet ved 3 av
anleggene (29, 7.7 og 7.2 kolonier pr. 100 ml), og ingen oppvekst ved ett anlegg. Etter
ozonering var tallet <1 for alle anleggene. Ravannets innhold av fluorescerende
pseudomonas som vokste pa Kings Agar B var ogs4 lavt, bortsett fra ved Fitjar Laks
hvor antallet var 1200 pr. 100 ml. Her var det ogsa et betydelig antall igjen etter
ozonering. Ved 4 filtrere storre rdvannsmengder enn 100 ml vil talte kolonier bli
hoyere, og utgangspunktet for beregning av effekt tilsvarende bedre.

Fra de 4 anleggene ble det plukket i alt 15 grenne kolonier fra Aeromonasmediet (11
fra rdvann og 4 fra ozonert vann) for videre diagnostikk. Alle kulturene besto av Gram
negative staver som var oksidase positive. De fleste ga hemolyse pa blodagar. Ved
testing pa API 20 NE systemet ble 11 kulturer bestemt til genus Aeromonas, 1 til
genus Vibrio, mens 3 kulturer ga svaret Vibrio/Aeromonas (kunne ikke skille mellom
disse). De 11 som ble bestemt til genus Aeromonas fordelte seg pa folgende species:
A. sorbia (1), A. hydrophila (9) og A. (1) (ikke naermere bestemt). A. Aydrophila blir
betegnet som godt egnet for karakterisering pA API 20 NE systemet.

Forsek pa 4 isolere og identifisere kulturer fra Kings Agar B var ikke vellykket pa
grunn av rik bakgrunnsflora.

3.2 Testing av ozonfelsomhet

For testing av ozonfolsomhet ble naturlig ferskvann ozonert til en startkonsentrasjon
pa 0.12 mg/l (maks 0.13, min 0.10 mg/l). Den benyttede rest-ozonkonsentrasjonen ble
valgt ut fra tidligere erfaringer med inaktivering av fiskepatogener i naturlige
vannkvaliteter (Liltved og medarb. 1995). Som forventet sank konsentrasjonen i lopet
av eksponeringstiden. Etter 30 sekunder var middelverdien 0.08 mg/l, og etter 60
sekunder 0.06 mg/l. Ozontapet tilskrives i forste rekke reaksjoner med vannets loste
organiske og reduserte uorganiske forbindelser. Tap via avdrivning til atmosfazren ble
sekt minimalisert ved & serge for forsiktig omrering under eksponeringen. Det var
ingen signifikant forskjell i ozontap med eller uten bakterier tilsatt. Direkte reaksjoner
med bakterie-celler synes derfor ikke a bidra til ozon-reduksjon med de tetthetene som
ble benyttet.

I tabell 4 er ozonfolsomheten til ulike kulturer fra Aeromonas medium med ampicillin-
ved 37°C vist. Kulturene M, N og P er isolert fra ozonert vann, de gvrige fra rdvann.
Alle isolatene i tillegg til den virulente stammen av 4. salmonicida (AL 2017) viste
folsomhet for den benyttede rest-ozon konsentrasjonen. Dette er i samsvar med
tidligere undersekelser av ozon-felsomheten til A. salmonicida i naturlige vanntyper.
Nedvendig rest-ozon konsentrasjon for en viss grad av inaktivering synes imidlertid &
vare avhengig av vannkvalitet, da det er vist at lavere konsentrasjoner er effektivt i

- buffere laget fra destillert vann (Wedemeyer og Nelson 1977), mens hoyere
konsentrasjoner er nadvendig i avlepsvann (Austin 1983, Liltved og Landfald 1995).

teft3 . | | 12



Tabell 4. Antall kolonier pr. ml etter 0, 30 og 60 sekunders eksponering til en
opprinnelig ozonkonsentrasjon pa 0.12 mg/l. Kulturene ble isolert pa

Aeromonas medium med ampicillin (37°C) fra rdvann og ozonert vann ved de
4 settefiskanleggene. Identifikasjonen er utfort med API 20 NE system.

Antall kolonier pr. ml av de ulike kulturene

‘ AL
A|C|F|G|H|I1|J|K|L|M|N*|O/|P* 2°A17
Tid A A. A I A A. A 1 A A A. A | V/A .
hydr. | hydr. hydr hydr. | hydr | sorb. hydr. | hydr. | hydr. saim.
0 6.9x 3.4x 2.6x 4.6x 3.6x | 1.6x | 9.8x 3.5x% 5.8x 4.9x 3.2x | 43%x | 3.4x 2.9x
10* 10° 10° 100 ] 10° | 10° ] 10 | 10° 10° | 10° | 10° | 10° | 10° 10°
sek. :
30 4000 | 16 <1 45 | 280 | 220 | 250 | 110 | 230 62 21 <1 54 | 410
sek.
60 4000 | 9.2 <1 1.6 36 79 49 14 8.7 83 | 21 ] <1 <1 370
sek.
R d > > > > > > > > > > > >
; 1942 1 999 | 999 .| 999 | 999 | 999 999 | 999 | 999 | 999 | 999 1 999 | 999 | 999
A ’

* isolert fra ozonert vann

A. - Aeromonas

V. - Vibrio
11 - Ikke identifisert

Hoveddelen av inaktiveringen foregikk i lepet av de forste 30 sekundene. Forholdsvis

smé endringer ble observert ved a gke eksponeringstiden til 60 sekunder. Redusert
inaktiverings-hastighet ved gkende eksponeringstid er observert i en rekke studier
hvor ozon er benyttet som desinfeksjonsmiddel. I vart tilfelle er det nzrliggende &

forklare dette forlopet med redusert mengde restozon tilgjengelig, fra 0.12 mg/l

opprinnelig til 0.08 og 0.06 etter henholdsvis 30 og 60 sekunder.

Det er verdt & merke seg den lave folsomheten til den virulente 4. salmonicida

stammen (AL 2017) i det lave konsentrasjonsomrédet (0.08 til 0.06 mg/1). Da flere

- fullskala anlegg har kontakt-kammere med tilnaermet stempelstrom, er redusert
ozonkonsentrasjon med ekende kontakttid representativt for inaktiveringsprosessen i

settefiskanlegg. Imidlertid skal rest-konsentrasjonene i disse anleggene veere hoyere

etter 30 og 60 sekunders eksponering enn de som ble benyttet her.
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Inaktiveringsgraden for alle de testede kulturene var 99.9 % (3 log enheter) eller
hayere, bortsett fra kultur A som synes mindre folsom enn de evrige (tabell 4 og figur
1). Selv om forskjellene er smé, synes den virulente stammen av 4. salmonicida &
vare noe mer resistent enn gjennomsnittet. Dette er ikke optimalt med tanke pa de
testede kulturene som indikatorer. Deres overlevelsesgrad burde vare noe hoyere enn
overlevelsesgraden til den virulente mélorganismen for & innebygge en viss grad av
sikkerhet. Tilsvarende problem er kjent i drikkevanns-desinfeksjon der indikatorene
(koliforme bakterier ved 37°C) ofte er mer folsomme enn malorganismene. Her har
man imidlertid beholdt eksisterede indikatorsystem ut fra totale vurderinger av
fordeler og ulemper.

5.4

Logaritmiske inaktiveringsenheter
I

1—%
OA

Figur 1. Logaritmisk inaktivering av de ulike kulturene og den virulente
A. salmonicida-stammen (AL 2017) etter 60 sekunders kontakttid. Ozon-
konsentrasjonen var 0.12 mg/1 ved start.

O
.
®
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Ulike kulturer

I tillegg til de overnevnte konsentrasjonene ble noen av kulturene (A, C, F og G) testet
med heyere ozonkonsentrasjon og lengere eksponeringstid (0.19 mg/l synkende til
0.08 mg/1 etter 120 sek.). Kultur A var den eneste som viste noe grad av overlevelse i
forhold til utgangspunktet pa ca. 10° kolonier pr. ml. Det ble her registrert i
gjennomsnitt 11 kolonier pr. ml etter 120 sek. eksponering. For de evrige var det
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tilnzermet total desimering (< 10 kolonier pr. ml etter 30 sek. og < 1 pr. ml etter 120
sek.). Dette korresponderer med de overstiende testene som ogsa viser at kultur A var
mest resistent.

I likhet med de fleste andre kulturene ble A identifisert som A. hydrophila. Imidlertid
var identifikasjonen tvilsom (“doubtful profile”) i motsetning til de gvrige A.
hydrophila som i hovedsak fikk karakteristikken “very good identification”. A viste
avvik pé en av de 20 testene, noe som tyder pa forskjeller mellom isolatene.

Bruk av membranfilterteknikk og opptelling av granne kolonier pad Aeromonas
medium base med ampicillin supplement inkubert ved 37°C synes & kunne gi et
brukbart bilde pa ozoneringseffekten ved settefiskanlegg. Det kan imidlertid bli et
problem 4 f4 tilstrekkelig vekst i enkelte ravannsprever. Det anbefales derfor & filtrere
storre volumer (500 - 1000 ml) enn de som ble benyttet i var undersekelse (10 og 100
ml). For rdvann er antall kolonier som dannes p& mediet trolig avhengig av sted og
arstid. For a vinne erfaring og evaluere nytteeffekten ber metoden testes over lengere
tid ved flere anlegg.
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