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Referat

Rapporten gir en gjennomgang av den kunnskapen
som finnes om biologien til bakterien Aeromonas
salmonicida og dens "typiske" og "atypiske" former.
Denne bakterien fremkaller blant annet sykdommen
furunkulose hos laksefisk. Dette er en bakterie som
har hatt stor gkonomisk betydning for oppdrett av
laksefisk. Den er dermed godt beskrevet og det er
utfert mye basal forskning pa bakteriens biologi. Den
vil derfor egne seg som en analog eller modell-
organisme for en unnsluppet GMO.

Vi har analyset de tre best beskrevne
spredningsforlgpene til sykdommen furunkulose ved
& tegne kart over spredning i diskrete tidssteg. Denne
analysen antydet at bakterien kunne forflytte seg
omlag 300 kilometer mellom hver pavisning, men
kunne ogsa forflytte seg betydelig lengre.

Gjennomgangen av bakteriens biologi dannet
bakgrunn for & se pa hvilke spagrsmal som man med
dagens kunnskapsniva kan besvare. Blant de
spersmal DN krever besvart ved en konsekvens-
utredning ved utsetting av GMO til miljget. Denne
giennomgangen viste at selv for denne godt studerte
bakterien var det stor mangel pa gkologisk kunnskap.
En malsetting om pdavisning og utryddelse av en
unnsluppet GMO analog til A. s. salmonicida vil kreve
et sa omfattende overvakningprogram at det ikke vil
vaere praktisk gjennomferbart. Derfor ma man anta
at med den kunnskapen vi har idag vil det veere
nesten umulig & fa kontroll over en unnsluppet GMO
analog til A. s. salmonicida.

Emneord Aeromonas salmonicida - wokologi -
spredning - genmodifiserte organismer - utilsiktet
utslipp - feltinnsamling

Rita Hartvigsen Daverdin, NINA, Tungasletta 2,
N-7005 Trondheim.

Odd Halvorsen, Zoologisk Museum, Universitetet i
Oslo, Sarsgt. 1, N-0562 Oslo.

Abstract

This report reviews present biological knowledge of
the bacterium Aeromonas salmonicida and its typical
and atypical forms. This bacterium causes diseases
in fish and because of the economic importance of
the diseases, the biology is fairly well known. In our
opinion, this bacterium is a good analogue for an
accidentally released living modified organism (LMO).

We have carried out an analysis of the three best
described range extensions of the disease
furunculosis in salmonids which is caused by
Aeromonas ssalmonicida subsp. salmonicida, by
drawing maps of the geographical distribution of the
disease in descrete time-steps. This analysis showed
that furunculosis normally “"jumped" 300 kilometer
between sites, but could also be found at considerably
longer distances from the last outbreak. Whether this
was a result of only anthropocor (human-aided) range
extension could not be determined.

Our review of the biology of A. s. salmonicida was
used to examine to what degree we would have been
able to answer questions that should be answered if
this was an organism that we wanted to release into
the environment, or that was unintentionally released.
The analysis showed that, even for this relatively well-
studied organism, there is still a paucity of ecological
knowledge. To stop a range extension, and
exterminate a LMO analogous to A. s. salmonicida
would require a sampling-program of such
dimensions that, in most cases, it would be
impossible to implement.  Therefore, with our
present-day knowledge, an unintentional release of a
LMO analogous to A. s. salmonicida would, most
likely, be out of control from the moment the
organism has reached the environment.

Key words Aeromonas salmonicida - ecology -
range-extension - genetically engineered organisms -
unintentional release - fieldsampling

Rita Hartvigsen Daverdin, NINA, Tungasletta 2,
N-7005 Trondheim.

Odd Halvorsen, Zoologisk Museum, Universitetet i
Oslo, Sarsgt. 1, N-0562 Oslo.
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Forord

DN-rapport 1991-7 avgitt av en faggruppe oppnevnt
for DN for & belyse forholdet mellom den moderne
bioteknologi og det ytre miljg konkluderte med at
innenfor instituttsektoren (4NI) burde et sterkt gko-
logimiljg suppleres med kompetanse for & kunne ta
utrednings- og forskningsoppdrag for forvaltningen i
tilknytning til utsetting og utslipp av GMO og andre
stedfremmede organismer. P& dette grunnlaget
fremmet NINA et prosjektforslag om kompetanse-
oppbygging med det siktemal & kombinere gkologisk
epidemiologi og mikrobiologi. Arbeidet med denne
rapporten representerer det forste trinn i en slik
kompetanseoppbygging.

Trondheim, juni 1994
Rita Hartvigsen Daverdin
Odd Halvorsen
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Innledning

Det er frykt for utilsiktet utslipp av gen-modifiserte
organismer (GMO) i naturen i forbindelse med bruk
av GMO i landbruk, industri, akvakultur, ved biologisk
nedbryting av avfall og i human- og veterinaermedisin
(DN, 1991). Det foreligger forelapig ingen omfattende
erfaring med GMO i naturen. | de utredninger som er
foretatt internasjonalt om potensielle miljg-effekter av
utsetting og utilsiktet utslipp av gen-modifiserte
organismer er det derfor lagt stor vekt pa erfaringer
etter introduksjoner av stedfremmede arter til nye
lokaliteter i naturmiljget (Mooney og Bernardi 1990,
DN 1991).

| forbindelse med bruk av GMO er malsettingen &
hindre spredning til naturen. Om slik spredning skulle
skje, m& man ha metoder for & pavise og fierne GMO
fra naturen igjen. Kunnskap om organismenes
spredningsbiologi og metoder for & pavise dem er helt
fundamental for & vurdere realismen i denne malset-
tingen.

Formalet med dette prosjektet har vaert & samle og
vurdere den litteraturen som foreligger om
spredningen til bakterien Aeromonas salmonicida
subsp. salmonicida som forarsaker furunkulose hos
fisk. Hensikten har vaert & bruke dette til & drofte
hvilke metoder som vil kunne veere aktuelle for
eventuelt & f& kontroll over en analog unnsluppet
GMO.

Rapporten er bygd opp med seks hoveddeler: | den
forste delen (1) har vi samlet informasjon fra
litteraturen om taksonomiske forhold for bakterien A.
salmonicida, om dens autekologi og forhold til verts-
fiskene. | tillegg ser vi pa hvilke metoder som finnes
for & pavise bakterien. | den andre delen (2) gjengir
vi bakteriens utbredelseshistorie, og i den tredje delen
(3) gjer vi en egen Kkartografisk analyse av
spredningen slik den er angitt & ha forlept pa de
Britiske ayer, i Sverige og i Norge. | den fjerde delen
(4) ser vi pa i hvilken grad gkologisk relevante
spersmal i "Spgrsmal som skal besvares i en konse-
kvensutredning ved utsetting av genmodifiserte
organismer (GMO) til miljget" utarbeidet av DN juni
1993 kan besvares pa dette grunnlaget. | den femte
delen (5) drofter vi hvilke elementer og hvilket
omfang et opplegg for pavisning av en analog GMO
som har unnsluppet til naturen ma ha, og i del seks
(6) trekker vi konklusjoner om mulighetene for
pavisning og kontroll av en unnsluppet GMO.

1. A. salmonicida.
Systematikk, autekologi,
vert-parasitt forhold og
pavisning.

1.1 Systematikk.

Bergey's Manual of Systematic Bacteriology vol.1
(Krieg og Holt 1984) gir felgende plassering av
bakterien:

Familie: Vibrionacae

Slekt: Aeromonas

Arter: 1. A. hydrophila (frosk, fisk, pattedyr)
2. A. caviae (ferskvann og kloakk, pa fisk)
3. A. sobria (ferskvann og kloakk, pa fisk)
4. A. salmonicida (salmonider og andre fisk)

a) A. salmonicida subsp. salmonicida
(produserer brunt pigment)
b) A. salmonicida subsp. achromogens

(produserer ikke brunt pigment)
¢) A. salmonicida subsp. masoucida
(produserer ikke brunt pigment)

McCarthy og Roberts (1980) foreslo falgende klassi-
fisering av A. salmonicida:

Gruppe 1: A. salmonicida subsp.
(pigmentproduserende, hos salmonider).

salmonicida

Gruppe 2: A. salmonicida subsp. achromogenes (ikke
pigmentproduserende, hos salmonider = atypisk).

Gruppe 3: A. salminicida subsp. nova (atypiske

strains isolert fra ikke-salmonider).

En betydelig diskusjon pagar i litteraturen rundt plas-
seringen av A. salmonicida og dens underarter
(Austin og Austin 1987). Skillet mellom typisk og
atypisk A. salmonicida gar pa hvorvidt bakterien
produserer brunt pigment pa agarplate. Den farste
beskrivelsen av A. s. salmonicida var en stav-formet,
gramnegativ bakterie som produserte brunt pigment
nar den ble dyrket pa f.eks. blodagar. Evelyn (1971)
fremsatte en hypotese om at pigment-produksjonen
kan vaere et ustabilt trekk, fordi hun fant at etter 2 &r i
kultur mistet bakterie-stammen evnen til pigment-
produksijon.

1.2 Autekologi.

Faktorer som har veert antatt & vaere sveert viktige for
& skape vekstforhold for A. s. salmonicida er hay
vanntemperatur, lav vannstand, stor tetthet av fisk
knyttet til f.eks. oppvandring av laks eller gyting (bl.a.
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Mackie et al. 1930, 1933, 1935). Forst var det antatt
at A. s. salmonicida bare kunne leve i ferskvann, men
Scott (1968) viste at bakterien ogsd kan overleve i
sjgvann og brakkvann. Den er nd svaert vanlig i
marint oppdrett av laksefisk (og andre fiskearter).

Mackie et al. (1930) uttalte at A. s. salmonicida kunne
finnes i alle typer elver.

Ulike undersgkelser viser at utbrudd starter ved
temperaturer mellom 10 og 15°C (Mackie et al. 1930,
Ljungberg og Johansson 1977, Wichardt et.al. 1989).
Paterson et al. (1980) fant at optimum vekst hos
bakterien var ved 28°C, men fant ingen vekst ved
37°C.

Det diskuteres hvorvidt at bakterien er en obligat
fiskepatogen eller om den kan vaere frittlevende i
enkelte faser. Eksperimenter har vist at bakterien
kan leve i ferskvann i 26 degn (McCarthy 1977), og i
saltvann i 5-7 degn (Rose et al. 1990). Andre
eksperimenter har vist at bakterien kan overleve i
bunnslam og avfgringsrester i mer enn 10 dager, og
ogsa pa fiskehdver og annet oppdrettsutstyr i mer enn
5 dager (McCarthy 1977). Dubois-Darnaudpeys
(1977) viste at bakteriens overlevelse i ferskvann var
avhengig av bade pH i vannet og vannetemperatur.
Levende celler av bakterien kan isoleres fra ded fisk
inntil 30 dager etter at fisken er ded (McCarthy og
Roberts 1980). Andre forsgk har indikert at bakterien
kanskje gar inn i et stadium hvor bakterie-cellene er
levende, men ikke istand til & vokse pa et vanlig
dyrkningsmedium (Austin og Austin 1987).

1.3 Vert-parasitt forhold mellom A.
salmonicida og fisk

Tradisjonelt har det veert antatt at A. s. salmonicida
bare angriper arter i familien Salmonidae, men over
&rene har nye verter kommet til i flere familier av fisk
(Austin og Austin 1987).

I tillegg til artene i familien Salmonidae, hovedsaklig
laks (Salmo salan, wsrret (Salmo trutta) og roye
(Salvelinus alpinus), er bakterien pdvist hos arekyt
(Phoxinus phoxinus), gullfisk (Carassius aureatus),
karpe (Cyprinus carpio), brasme (Abramis bramae),
mort (Rutilus rutilus), gullbust (Leuciscus leuciscus),
stam (Leuciscus cephalus), suter (Tinca tinca), gjedde
(Esox lucius), abbor (Perca fluviatilis) og noen nord-
amerikanske fiskearter (Austin og Austin 1987).

Klassisk furunkulose forarsaket av A. s. salmonicida
gir sar pd fiskeskinnet med typiske furunkler eller
byller i muskelvevet hvor huden etterhvert forsvinner,
dette kalles n& den akutte form av furunkulose.
Denne gir ogsad markpigmentering av fisken, i tillegg
til bladninger ved basis av finnene. Denne formen gir

vanligvis hgy dedelighet. | tillegg er det en kronisk,
"sub-acute” form som man vanligvis ser hos eldre
fisk, som gir seg uttrykk i nedsatt svemmeaktivitet,
blodskutte finner, bledninger i muskelvev og annet
vev, oppsvulming av pancreas og nekrose i nyrene.
Den siste formen har vanligvis lavere dodelighet, og
fisken kan sla tilbake infeksjonen og bli helt frisk
(Austin og Austin 1987). | tillegg til disse to mest
vanlig beskrevne formene, har McCarthy og Roberts
(1980) beskrevet en "peracute" furunkulose som
oftest pavises pa yngel. Fisken far merkpigmentering,
og kan do fort uten andre synlige ytre tegn pa
sykdom. Denne formen kan gi svaert hey dgdelighet i
oppdrettsanlegg. Amlacher (1961) diskuterte en
fierde form av furunkulose som han kalte tarm-
furunkulose. Dette er en kronisk form for furunkulose
(Holt og Hastein 1970). Symptomene ble beskrevet
som en betennelse i tarmen og anal inversjon.

Atypiske isolater finnes oftest hos ikke-salmonider
(Austin og Austin 1987), men de finnes ogsa hos
salmonider og kan vaere svaert patogene der
(Paterson 1983, Whittington og Cullis 1988).
Sykdommer som er forarsaket av atypiske A.
salmonicida er ulcer disease (byllesyke), som er en
vidt utbredt sykdom hos laksefisk i USA. Den er ogsd
beskrevet fra atlantisk laks i USA (Paterson 1983).
Whittington og Cullis (1988) fant at en atypisk strain
av A. salmonicida isolert fra gulifisk i Australia var
svaert virulent hos salmonider, og de kliniske symp-
tomene var lik de hos klassisk furunkulose. Camp
erythrodermatitis (CE) er en del av "carp dropsy
syndrome" som er godt kjent fra oppdrett av karpe, og
denne sykdommen er ogsa fremkalt av atypiske
strains av A. salmonicida (Whittington et al. 1987).
Hastein et al. (1978) beskrev en sykdom hos arekyte
her i Norge som gav massedgdelighet. Sykdommen
var forarsaket av A. s. achromogenes. Wichardt et
al. (1989) skite mellom pigmentproduserende aty-
piske strains av A. salmonicida og ikke-pigment-
produserende atypiske strains av A. salmonicida. De
fant at atypiske A. salmonicida i hovedsak angrep
grret og reye, mens de typisk A. salmonicida angrep
laks.

Det er isolent atypiske A. salmonicida fra en lang
rekke fiskearter, og nye fiskearter kommer fortsatt til
listen. Atypiske former er isolert fra abbor, gjedde,
mort og flire (Blicca bjoerkna) (McCarthy 1975), og fra
laks, orret, regnbuearret (Oncorhynchus mykiss),
reye, bekkeroye (Salvelinus fontinalis), canadargye
(Salvelinus namaycush) og harr (Thymallus thymallus)
(Wichardt et al. 1989). Whittington et al. (1987)
beskrev en atypisk A. salmonicida fra gullfisk i
blandet kultur med Aeromonas hydrophila som er en
motil aeromonad. Ifalge McCarthy (1977) er atypiske
A. salmonicida sannsynligvis mere vanlig enn hva
antall publikasjoner i den internasjonale litteraturen
tilsier.
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Ut fra beskrivelser over sykdomsforlgpet til atypiske
strains ser dette ut til & ha mange likheter med
sykdomsforigpet til klassisk furunkulose slik det er
beskrevet fra laks (Whittington og Cullis 1988). Det
ser derfor ut til § vaere glidende overganger mellom
de ulike former av A. salmonicida med hensyn pa
hvilken sykdom som fremkalles, og det har vaart stilt
spgrsmalstegn ved den generelle oppfatningen av at
furunkulose er fremkalt kun av ett patogen nemlig A.
s. salmonicida. Det er kanskje pa tide a inkludere de
atypiske formene nar man snakker om sykdommen
furunkulose (Paterson 1983). Dette gjelder kanskje
seerlig for infeksjon av vill-fisk, hvor det kan vaere
mange patogener som sammen gir sykdom. Det kan
vaere verdt & merke seg at atypiske A. salmonicida
har veert pavist regelmessig i oppdrettsanlegg og
elver i Norge i perioden 1968 til 1988. Den er
rapportert fra regnbuegrret, sjggrret, innlandsarret,
laks, roye, stingsild (Gasterosteus aculeatus), karpe
og laue (Alburnus alburnus) (Hastein 1989).

Bakterien overfgres antakeligvis fra syk fisk til frisk
fisk gjennom vannet, og invasjonsruter i fisken er
antatt & vaere gjellene og muligens mage-tarm
kanalen. Forsegk har vist at fisken blir infisert hvis
den har sar pd huden og kommer i kontakt med
patogenet (Cipriano 1982). Forsgk har vist at 8 timer
etter injeksjon av bakterien i fisk var det mulig & pa-
vise patogenet i nyre-utstryk (Klontz et al. 1966).

| den senere tid har det veert fremsatt en teori om
hudparasitten lakselus (Lepeoptheirus salmonis) kan
overfgre bakterien mellom fisk i sjgen (Nylund
pers.medd.), men det gjenstar & bevise dette. At
patogener overferes med hudlevende parasitter er
imidlertid godt kjent fra bl.a. trypanosomer
‘(blodlevende parasitt) hos fisk som overfares med
fiskeigler. McCarthy og Roberts (1980) fant at lateral
transmisjon av bakterien var lite sannsynlig fordi den
ikke overlevde pa& oye-rogn, mens Lange og
Ljungberg (1962) antydet at A. s. salmonicida var blitt
introdusert til Sverige ved infisert gyerogn.

1.4 Pavisning av A. s. salmonicida

Ved klassisk furunkulose som er forarsaket av
"typiske" former av A. s. salmonicida, kan patogenet
lett pavises i syk fisk, saerlig fra sar og nyrer ved bruk
av et standard, ikke-selektivt agar-medium. Tryptone
soya agar (TSA) er den mest brukte. P& TSA vil A. s.
salmonicida gi kolonier med et typisk brunt pigment
etter inkubering ved 20-25°C i 3-4 dager (Austin og
Austin 1987). Ved & tilsette et blatt fargestoff,
Comassie Brilliant Blue, vil koloniene med A. s.
salmonicida fremtre med en bla ring rundt som gir
sikrere avlesning av agar-platene (Markwardt et al.
1989). Andre agar-media som ogsa har vaert anbefalt

er "brain-heart-infusion agar” (BHIA), eller agar som
er anriket med blod. Daly og Stevenson (1985) viste
at det er viktig & dyrke utstryk fra mer enn ett organ
for hver fisk som undersokes, fordi dette gker sjansen
for & pavise bakterien.

| tillegg til vanlige dyrkningsmetoder er det blitt
utviklet andre og raskere tester for & pavise patogenet
med henblikk pa diagnose og rask behandling (i
oppdretts-situasjon). En slik metode er latex-
agglutinerings test (McCarthy 1975), som gér ut pa at
sma latex-partikler blir dekket (coated) med spesifikt
globulin. Sé&sant denne metoden kan pdvise A. s.
salmonicida fra fiskevev tar prosedyren omlag 2
timer. En fordel med denne metoden er at den kan
benyttes i tilfeller der vanlig dyrking ikke kan
giennomfares, f.eks. nar fisken har vaert frosset ved
-20°C i 14 dager, eller fra formalin-fiksert materiale
(McCarthy 1975). En annen rask metode er India-ink-
immunostaining reaksjon (Geck 1971, McCarthy og
Whitehead 1977) hvor vevsutstryk blir tilsatt India ink
(bla-farget) og spesifikt antistoff, og hvor preparatene
undersekes under mikroskop etterpd. Preparatene er
klare til avlesning etter 15 minutter.

Kimura og Yoshimizu (1983,1984) utviklet en co-
agglutineringsteknikk, som benytter  anti-A.
salmonicida - antistoff folsomme stafylokokker i
suspensjon. Denne testen gir resultater i lopet av 30-
60 min., og er svaart pdlitelig (Austin og Austin 1987).
Denne teknikken er ogsa antatt & veere velegnet i felt-
situasjoner.

Smith (1981) undersgkte hvorvidt ELISA-teknikken
(=enzym-linked immunosorbent assay) kunne
benyttes til en rask pavisning av furunkulose, og fant
at teknikken kunne pavise bakterier i tettheter ned til
100 bakterier pr.ml. Han antydet at teknikken sann-
synligvis ville egne seg til pavisning av beerere.
Adams og Thompson (1990) utviklet en lang og en
kort ELISA-test for & pavise furunkulose. | den korte
ELISA-testen ble cellene dekket med anti-A.
salmonicida antiserum og deretter tilsatt fiskevev.
Inkuberingstiden var fra 15 til 30 minutter, og etter
endt test ble cellene bla-farget og kunne avleses uten
ELISA-reader. Den lange ELISA-testen var identisk
med den korte bortsett fra at inkuberingstiden ble
forlenget fra 90 minutter til 3 timer. Her ble cellene
gul-farget og matte avieses i en ELISA-reader. Den
korte ELISA-teknikken var mindre folsom enn den
lange, men forfatterne hevdet at den vil vaere nyttig
nar celle-tallet er forventet & overstige 1x10
celler/ml.  Falske negative kan forekomme, og
metoden egner seg best for kvalitative undersokelser.
Den lange ELISA-testen er velegnet for sub-kliniske
tilfeller av furunkulose, og er falsom helt ned til 1000
celler/ml og kan ogsa benyttes i en mer kvantitativ
analyse, fordi det ikke var antydning til falske positive
reaksjoner (Adams og Thompson 1990).
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En "indirect fluorescent antibody technique" (IFAT)
ble forste gang beskrevet for pavisning av furun-
kulose av Klontz og Anderson (1968). Teknikken gar
ut pa at vevsavirykk pa et objektglass blir tilsatt
monoklonalt antistoff som retter seg mot spesifikke
overflateantigener pa bakterien. Teknikken er enkel
og spesifikk og tar kort tid (2 timer), men preparatene
m4 avleses i et fluorescens mikroskop.

Sakai et al. (1986) sammenlignet latex-aggiutinering,
co-agglutinering, IFAT og to ELISA-teknikker og fant
at IFAT og ELISA var de mest felsomme testene.
IFAT kunne pavise bakterie-konsentrasjoner ned til 10
000 bakterier/ml, mens ELISA kunne pavise bakterier
ned mellom 100 og 1000 bakterier/ml.

Pavisning av beerere av A. s. salmonicida er av stor
betydning for undersgkelser angaende transmisjonen
av bakterien. Men undersgkelser og pavisning av
beerere har vaert forhindret av at teknikkene ikke har
veert fglsomme nok til 4 fange opp sma konsen-
trasjoner av bakterien. Bullock og Stuckey (1975)
utviklet en LCT-test (latent carrier test), hvor fisken
fikk en corticosteroid injeksjon og deretter ble
temperatur-stresset.  Denne stressingen skal da
utlese en latent infeksjon. Etter endt forssk ble
utstryk av nyrene dyrket pa blod-agar, og resultatene
viste at 73% av fisken dede, og av disse var 33%
infisert med A. s. salmonicida.

Det har vaert vist at bakterien kan overleve i vann fra
noen timer opptil flere dager, og det er ogsa pavist at
A. s. salmonicida kan finnes i bunnslam og pa utstyr i
oppdrettsanlegg (McCarthy 1977). Likevel har det
vist seg svaert vanskelig & pavise A. s. salmonicida i
vann i forbindelse med utbrudd av furunkulose pa det
tidspunkt man kunne forvente hoye tettheter av
bakterien fritt i vannet (Cornick et al. 1969, Kimura
1970, Allen 1982). Grunnene til dette kan veere
mange, men seerlig har det vaert lagt vekt pa at
kolonier av A. s. salmonicida raskt blir inhibert og
overgrodd av andre bakterier (Austin og Austin 1987).

Det har vist seg at det er sveert stor homogenitet i
isolater av A. s. salmonicida.  Biokjemiske og
serologiske reaksjoner er svaert like (Paterson et al.
1980, Austin og Austin 1987), og det samme gjelder
plasmid-profilene (Bast et al. 1988). Typing av
bakteriofager (virus) har vist seg a4 vaere en metode
for & skille ulike isolater av A. s. salmonicida (Popoff
og Lallier 1984, Popoff 1984), men dette er en tid-
krevende prosess som bare kan utfgres av spesial-
laboratorier (McCormick et al. 1990). Fingerprinting-
teknikk (restriction endonuclease fingerprinting) har
vist seg 4 veere en teknikk hvor ulike kategorier av
typiske isolater av A. s. saimonicida kan pavises
(McCormick et al. 1990).

2. A. s. salmonicida;
spredning og geografisk
utbredelse

2.1 En historisk oversikt over kjente
forekomster av furunkulose og
A. s. salmonicida

Bakterien ble farste gang beskrevet av Emmerich og
Weibel (1894) i Tyskland, fra oppdrett av grret, og har
idag en verdensomspennende utbredelse (Figur 1)
som korresponderer med utbredelsen av laksefisk og
andre egnede verter (Austin og Austin 1987).
Bakterien ble farste gang pavist i ville bestander av
laksefisk av Plehn (1909,1911) som paviste den pa
grret i 25 elver i Bavaria. Etter disse forste grunn-
leggende studier ble den pavist tidlig dette arhundret i
Osterrike, Belgia, Frankrike, Irland, Storbritannia og
Sveits (Austin og Austin 1987). | Storbritannia ble
sannsynligvis furunkulose forste gang observert i
1909. | 1911 var det utbrudd av furunkulose i flere
elver i servest-England (Masterman og Arkwright
1911). Etter dette spredte bakterien seg fra sgrvest-
England bade nordover og vestover pa de Britiske
gyer. | 1927 ble furunkulose pavist i Wales og i 1926
i de farste skotske elver. | 1929 ble bakterien pavist i
Aberdeen Dee (Mackie et.al. 1930, 1933, 1935). |
Irland ble furunkulose ferste gang pavist i 1913
(Mettam 1914), og spredte seg utover i mer begrenset
omfang enn i Storbritannia.

| Nord-Amerika ble forste pavisning gjort av Marsh
(1902) fra et klekkeri/oppdrettsanlegg i Michigan, i
1927 forarsaket den stor dedelighet i et oppdretts-
anlegg i Massachusetts. Men sykdommen fantes ikke
bare i oppdrettsanlegg, Fish (1937) paviste bakterien
i grret (Salmo trutta) fra en innsjg i Wyoming. |
Canada ble bakterien pavist i Prosopium williamsoni
(Rocky Mountain whitefish), Salvelinus malma (Dolly
varden) og Salmo clarkii (cutthroat trout). Men p&
tross av flere rapporter om utbrudd av furunkulose i
Nord-Amerika ser det ikke ut til at bakterien der forar-
saket store epidemier (Austin og Austin 1987).

| Sverige ble furunkulose forste gang pavist i 1951 i
oppdrettsanlegg langs fire hovedvassdrag: Dalelven,
Indalselven, Angerman elv og Lule elv (Lange og
Ljungberg 1962, Wichardt et al. 1989). Bakterien er
ogsd pdvist i Danmark hvor den er vidt utbredt i
damoppdrett av regnbuegrret (Christensen et.al.
1963). Ojala (1963) rapporterte at bakterien sann-
synligvis fantes i Finland, men utbrudd av furunkulose
ble ikke diagnostisert for 1986 hvor det ble rapportert
flere utbrudd samtidig (Bylund 1989).

8

© Norsk institutt for naturforskning (NINA) 2010 http://www.nina.no
Vennligst kontakt NINA, NO-7485 TRONDHEIM for reproduksjon av tabeller, figurer, illustrasjoner i denne rapporten.



nina oppdragsmeiding 293

Furunkulose ble faerste gang pavist i Norge pa regn-
buegrret i et oppdrettsanlegg i Vestfold i 1964 etter
import av fisk fra Danmark (Lunder og Hastein 1990).
| en periode etter dette ble sykdommen funnet i flere
anlegg, men det siste infiserte anlegget ble sanert i
1969 (Hastein 1989). Furunkulose ble ogsa pavist pa
laks i Numedalsldgen i 1966 og ble pavist der frem til
1979. Utbruddet forte ikke til noen kjent spredning av
bakterien (Holt og Hastein 1970, Hastein 1990). Neste
utbrudd av furunkulose ble rapportert i 1985 pa opp-
drettslaks i Nord-Trendelag (Namsos). Fra dette
oppdrettsaniegget har furunkulosen spredt seg nord-
over og sgrover mellom oppdrettsanlegg og til vass-
drag. Det forste tilfellet pa vill-laks er antatt & vasre i
1987 fra elva Eira i Mgre og Romsdal (Johnsen et al.
1993).

2.2 Spredningsmekanismene til A. s.
salmonicida.

Den viktigste maten for innfaring av bakterien til et
nytt omrade er antatt & vaere med innfarsel av fisk
som er infiset uten & vise kliniske symptomer
(Mackie et al. 1930, 1933, 1935, McCarthy 1980,
Whittington et al. 1987, Wichardt et al. 1989).
Paterson (1983) indikerte at bakterien kunne veaere av

Nord-Amerikansk opprinnelse fordi regnbuegrret var
forholdsvis mere resistent til bakterien enn alle de
andre artene av salmonider. Austin og Austin (1987)
hevdet derimot at bakterien hadde opphav i grretopp-
drett i sentral-Europa, og har derfra spredt seg utover
til de fleste land i Europa og til Nord-Amerika. Mackie
et al. (1930) konkluderte sine studier i England med
at A. s. salmonicida var blitt introdusert med infisert
prret fra Europa (Danmark?). Spredning mellom
vassdrag ble ogsa satt i sammenheng med forflytning
av fisk. Smith (1962) diskuterte imidlertid muligheten
for at A. s. salmonicida hadde vaert tilstede i England
over en lengre periode enn antatt av Mackie et al.
(1930), uten at dette kunne bevises i ettertid.

Lange og Ljungberg (1962) indikerte at utbrudd av
furunkulose i svenske kultiveringsanlegg var et
resultat av import av infisert @yerogn fra Danmark,
men de kunne ikke utelukke muligheten for av A. s.
salmonicida hadde vaart tilstede fra for.

Nar det gjelder forekomsten av bakterien i Norge er
det beskrevet to introduksjoner (Lunder og Hastein
1990). Den forste introduksjonen var pa slutten av
60-tallet med regnbuegrret til et oppdrettsanlegg i
Numedaisldgen. Den andre introduksjonen var i

1985, hvor infisert laksesmolt ble importert til et
marint oppdrett i Nord-Trendelag fra Skottland
(Lunder og Hastein 1990).

Figur 1:

Dagens utbredelse av fiskesykdommen furunkulose som er fremkalt av bakterien Aeromonas

salmonicida subsp. salmonicida. - The known distribution of the fish disease furunculosis caused by the bacterium

Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida.
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3. Spredningsforigpet til A.
S. salmonicidai
Storbritannia, Sverige og
Norge.

3.1 Furunkulose i lakse-vassdrag i
Storbritannia.

Pa grunnlag av opplysninger i rapportene fra The
Furunculosis Committee (Mackie et al. 1930, 1933,
1935) har vi tegnet inn pa kart (Figur 2-7) den krono-
logiske registreringen av nye lokaliteter med furunku-
lose i britiske laksevassdrag i perioder fra 1911 til
1934. Disse registreringene oppfattes forst og fremst
som lgpende fra syd til nord over disse arene, og
spredningen av A. s. salmonicida i Storbritania er
vanligvis beskrevet som en retningsbestemt syd-nord
prosess. De geografiske betingelser gitt ved intro-
duksjonslokalitetens beliggenhet helt i syd og oyas
utstrekning i nord-syd retning gir dette som et
ngdvendig resultat. Det er derfor verdt a merke seg at
det i alle perioder fra 1918 og utover ogsa registreres
nye lokaliteter i hele det arealet som ligger bak
fronten mot nord. En ensidig vekt p& de lokalitetene
som til enhver tid ligger lengst mot nord resulterer
derfor i en sveert forenklet beskrivelse av
spredningen.

Et annet forhold som kan observeres fra kartene er at
spredningsraten varierer mye i perioder. P4 de 14
arene fra 1911 til 1925 har spredningen dekket en
distanse av sterrelsesorden 200 km til omkring 6
lokaliteter. | lgpet av de 3 &rene fra 1926 til 1928
dekker spredningen plutselig en distanse av
storrelsesorden 600 km til omkring 20 lokaliteter. |
perioden 1929 -1932 ble det ogsa rapportert omkring
15 nye lokaliteter hvorav omkring 10 var i nord-gst
Skotland. | den siste perioden som dekkes av
rapportene som disse dataene er hentet fra, fra 1933
til 1934, er det omkring 10 nye lokaliteter fordelt i
hovedsak i nord-gst Skottland og syd England/Wales.

3.2 Furunkulose i svenske
kultiveringsanlegg

Figurene 8-11 over utbredelsen av furunkulose i
svenske oppdrettsanlegg er bygget pa Wichardt et al.

(1989). A. s. salmonicida er antatt 4 ha blitt
introdusert til svenske oppdrettsanlegg fra Danmark i
1951 med infisert fisk (Lange og Ljungberg 1962).
Spredningen til nye anlegg har foregatt ved flytting av
infisert fisk, og muligens i noen tilfeller ved utslipp av
vann fra et infisert anlegg (Wichardt et al. 1989). Det
synes 4 fremgd av Figur 8 at i perioden fra
introduksjonen til vest i midt-Sverige i 1951 har A. s.
salmonicida frem til 1959 i hovedsak blitt spredt til
anlegg innenfor en avstand av omkring 300 km gst og
sor for introduksjonstedet, men i tillegg er bakterien
ogsa spredt til et anlegg omkring 600 km nord for
dette. | de 18 arene fra 1959 til 1977 skjer det en
spredning til 8 nye anlegg som alle er innenfor en
avstand av maksimum 300 km fra anlegg som
allerede er smittet. Dette mensteret forsterkes i
perioden 1980-1986 hvor utbredelsen av A. s.
salmonicida nar 10 nye anlegg slik at forekomsten
dekker hele Sverige.

3.3 Furunkulose i norske oppdretts-
anlegg og vassdrag

Johnsen et al. (1993) har laget en oversikt over fore-
komsten av furunkulose i norske vassdrag og opp-
drettsanlegg etter at sykdommen ble pavist i et opp-
drettsanlegg i sjoen i Nord-Trendelag i 1985 etter
import av laksesmolt fra Skottland. Etter dette har
sykdommen frem til 1992 spredd seg til anlegg i
Troms i nord og til Vest-Agder i sor. Den forste
pavisning av furunkulose i vassdrag etter 1985 er noe
usikker, men i 1989 ble den pdvist i 20 vassdrag fra
Nord-Trendelag til Sogn og Fjordane. | 1990 kom 20
nye vassdrag til, og nordgrensen flyttet seg til
Nordland og sergrensen til Hordaland, og i 1991 ble
furunkulose pavist i 24 nye vassdrag med sgrgrense i
Rogaland. | 1992 kom 7 nye vassdrag innenfor det
etablerte utbredelsesomradet langs kysten i tillegg til
et vassdrag i innlandet (Randselva i Buskerud)
(Johnsen et al. 1993). Disse opplysningene gir det
inntrykk at senteret for spredning til eller mellom
vassdrag er i Maore og Romsdal og ikke i Nord-
Trondelag hvor sykdommen farst ble pavist i opp-
drettsanlegg i denne perioden. Tilsvarende de britiske
resultatene kan man oppfatte en front som beveger
seg, men her kan den bevege seg bade nordover,
serover og gstover, noe den ogsa gjer. | tillegg kan
man her ogsa oppfatte en kontinuerlig og komplisert
spredningsdynamikk i det arealet som til enhver tid
ligger innenfor fronten. Ogsa i spredningsprosessen i
Norge synes A. s. salmonicida & oppnd en
"skrittlengde" pa opptil omkring 300 km eller mer.
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Figur 2. Introduksjonspunkt og utbredelse til furunkulose i vassdrag med laksefisk i
Storbritannia 1911-1912. (Tegnet etter Mackie et al. 1930.) - Point of introduction, and
subsequent distribution of furunculosis in salmonid rivers in Great Britain 1911-1912.
(Redrawn after Mackie et al. 1930.)
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Figur 3. Utbredelse til furunkulose i vassdrag med laksefisk i Storbritannia 1917. (Tegnet
etter Mackie et al. 1930.) - Distribution of furunculosis in salmonid rivers in Great Britain 1917.
(Redrawn after Mackie et al. 1930.)
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Figur 4. Utbredelse til furunkulose i vassdrag med laksefisk i Storbritannia 1925. (Tegnet
etter Mackie et al. 1930.) - Distribution of furunculosis in salmonid rivers in Great Britain 1925.

(Redrawn after Mackie et al. 1930.)
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Figur 5. Utbredelse til furunkulose i vassdrag med laksefisk i Storbritannia 1926-1928.
(Tegnet etter Mackie et al. 1930, 1933.) - Distribution of furunculosis in salmonid rivers in
Great Britain 1926-1928. (Redrawn after Mackie et al. 1930, 1933.)
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Figur 6. Utbredelse til furunkulose i vassdrag med laksefisk i Storbritannia 1929-1932. (Tegnet
etter Mackie et al. 1933, 1935.) - Distribution of furunculosis in salmonid rivers in Great Britain
1929-1932. (Redrawn after Mackie et al. 1933, 1935.)
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Figur 7. Utbredelse til furunkulose i vassdrag med laksefisk i Storbritannia 1933-1934. (Tegnet
etter Mackie et al. 1935.) - Distribution of furunculosis in salmonid rivers in Great Britain
1933-1934. (Redrawn after Mackie et al. 1935.)
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Figur 8. Utbredelse til furunkulose i svenske oppdrettsaniegg 1951-1959. (Tegnet etter Wichardt
et al. 1989.) - Distribution of furunculosis in Swedish fish farms 1951-1959. (Redrawn after
Wichardt et al. 1989.)
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Figur 9. Utbredelse til furunkulose i svenske oppdrettsaniegg 1961-1966. (Tegnet etter
Wichardt et al. 1989.) - Distribution of furunculosis in Swedish fish farms 1961-1966.
(Redrawn after Wichardt et al. 1989.)
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Figur 10. Utbredelse av furunkulose i svenske oppdrettsanlegg 1973-1977. (Tegnet etter
Wichardt et al. 1989.) - Distribution of furunculosis in Swedish fish farms 1973-1977.
(Redrawn after Wichardt et al. 1989.)
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Figur 11. Utbredelse av furunkulose i svenske oppdrettsanlegg 1980-1986. (Tegnet etter
Wichardt et al. 1989.) - Distribution of furunculosis in Swedish fish farms 1980-1986.

(Redrawn after Wichardt et al. 1989.)
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4. Qkologisk kunnskap i
forhold til konsekvens-
utredning for GMO

Vi vil her se pa i hvor stor grad den kunnskapen
som er gjengitt ovenfor gir grunnlag for & besvare
de sparsmal som finnes i DN's "Spgrsmal som skal
besvares i en konsekvensutredning ved utsetting av
genmodifiserte organismer (GMO) til miljget”. |
denne analogistudien vil vi betrakte A. s.
salmonicida som tenkt mottaker. | denne
forbindelse er det malens kapittel B som det er
relevant 4 kommentere. Vi vil ikke besvare
spgrsmalene, men angi i hvilkken grad det er mulig &
besvare dem. Noen spgrsmal er irrelevante i

her.

Ad del B. Informasjon om den umodifiserte
organismen (mottaker)

1. Angi hva slags organisme mottaker er.
Kan besvares, se denne utredningen.

2. Karakterisering av organismen med opp-
lysninger om dens systematiske plassering,
trivialnavn, vertsspektrum og holotype.

Kan besvares til en viss grad. Usikkerhet knytter
seg seerlig til spgrsmal om vertspekirum. Se
denne utredningen.

Kommentar:

Ut fra litteraturen kan vi svare pad hva slags
organisme denne bakterien er , og g en
karakteristikk av den. Selv om A. s. salmonicida er
en godt beskrevet patogen bakterie, er det likevel
verdt & merke seg at det fremdeles hersker
usikkerhet om hvorvidt dette er en obligat eller
fakultativ patogen bakterie, og hvorvidt den kan
overleve intracelluleert i fagocytter (Austin og Austin
1987, Rose et al. 1990). Det gar ogsa en diskusjon
om hvilke egenskaper som er viktige for bakteriens
patogenisitet; mange av resultatene er motstridende
og store deler av forskningen er basert pa in vitro
studier (Austin og Austin 1987).

3. Organismens utbredelse og naturlige habitat.

a) Utbredelse i Norge:
For besvarelse av dette spersmalet har man
bare den kjente utbredelsen av fiskesykdommen
furunkulose. En eventuell utbredelse ut over
dette er ikke kjent. Se denne utredningen.

b) Nar ble organismen innfert til Norge, og har
den etablert ville bestander?
Kan besvares med visse forbehold. Se denne
utredningen.

forhold til denne analogimodellen og er derfor utelatt
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c) Fullstendig beskrivelse av organismens livs-
syklus:
Kan besvares med hensyn til stadier i fisk. Se
-denne utredningen.

d) Organismens naturlige habitat eller reservoir,
for alle stadier i organismens livssyklus:
Kan bare besvares ufullstendig. Se denne
utredningen.

e) Beskrivelse av interaksjoner med andre

organismer (mennesker, dyr, planter, mikro-
organismer og vira):
Kan bare besvares med hensyn til interaksjoner
pa det fysiologiske /cellebiologiske /molekyleer-
biologiske nivd seerlig i forhold til laks, i noen
grad for noen andre fiskearter. Det meste ut over
dette er lite kjent. Se denne utredningen.

4. Har organismen naere slektninger i norsk
natur som den kan danne hybrider eller foreta
genetisk rekombinasjon med?

Bakterien har nasre slektninger. Se denne
utredningen. Kan ikke besvares med hensyn til
de genetiske forholdene.

Kommentar:

Hvorvidt det kan dannes hybrider mellom de tre
underartene av A. salmonicida-komplekset er ikke
kient, men det foreligger sapass mye usikkerhet
rundt den taksonomiske plasseringen av de enkelte
underartene at de vanligvis omtales under ett
(Paterson 1983, Austin og Austin 1987). Carlson
(1992) hevdet at fordi bakterier formerer seg ved
celle-deling er arvematerialet spredd pad en annen
mate enn for hgyere organsimer. Dette gjor at kilas-
sifikasjonen av bakterier burde veere basert p&
bakteriens enkelte gener og ikke bakterie-cellen,
fordi gener har spredd seg blant bakteriene helt
uavhengig av hverandre blant annet ved utveksling
av plasmider. Derfor fremsetter Carlson (1992)
pastanden om at det finnes bare en bakterie med
mange varianter.

5. Opplysninger om foredling, seleksjon og
genmanipulering:
Blir ikke besvart i denne utredningen.

6. Gi opplysninger om fglgende karakteristiske
egenskaper ved organismen.

a) Er organismen autotrof eller organotrof?
Forekomsten av eventuelle ikke-parasittiske
stadier er usikker.

b) Gi en beskrivelse av organismens patogene
og toksiske egenskaper:
Patogene egenskaper er best kjent i forhold til
laks, lite kjent i forhold til mange andre arter av
fisk. Se denne utredningen.
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d) Gi en beskrivelse av metoder benyttet til

bekjempelse og behandling. Gi ogsa opp-
lysninger om metodenes sensitivitet og
effektivitet:
Metoder for bekjempelse og behandling kan
besvares for laboratorie og oppdrettsanlegg, ikke
for dpne situasjoner i naturen. Noen sparsomme
opplysninger finnes om metodenes sensitivitet og
effektivitet. Se denne utredningen.

e) Er organismen resistent mot antibiotika?
Det finnes noen opplysninger om antibiotika-
resistente strains av bakterien, men dette er ikke
behandlet i denne utredningen.

fy Skiller organismen ut produkter med
biologisk aktivitet (hormoner, enzymer,
antibiotika o.l.) i levende eller ded tilstand?
Forhold vedrorende utskillelse av biologisk
aktive stoffer kan sannsynligvis besvares, men er
ikke belyst i denne utredningen.

g) Inneholder organismen plasmider, lysogene

vira eller transposoner? | tilfelle, hva er kjent
om disse?
Forhold vedrgrende plasmider, lysogene vira
eller transposoner er neppe fullstendig kjent, men
man vet at bakterien inneholder plasmider, og at
disse kan utveksles. lkke videre bergrt i denne
utredningen.

h) Kan virus-DNA
kromosomene?
Man vet sannsynligvis om virus DNA kan
integreres i vertscelle-kromosomene. Ikke
besvart i denne utredningen.

integreres i vertscelle-

Kommentar:

Det er funnet stor homogenitet mellom plasmid-
profilene innenfor et geografisk omrade i Nord-
Amerika (Bast et al. 1988), noe som kan tyde pa en
betydelig utveksling av plasmider mellom bakterie-
cellene.

7. Metoder for pavisning og identifikasjon.

a) | laboratoriet. Kan besvares. Se denne
utredningen.
b) Under feltbetingelser. Kan ikke besvares. Se

denne utredningen.

Kommentar:

Pavisning av bakterien ved fraveer av Kkliniske
symptomer er et problem som ulike forskere har
forsekt & finne en lgsning pa, men det hersker
fortsatt en oppfatning av at problemet ikke er lgst
(Austin og Austin 1987).

8. Opplysninger om reproduksjon.

a) Reproduksjonsmate:

Kan bare delvis besvares. Se denne
utredningen.

b) Gi opplysninger om faktorer av betydning for
reproduksjonsevnen:

Kan delvis besvares szerlig for laboratorieforhold,
i lten grad for naturforhold. Se denne
utredningen.

9. Opplysninger om generasjonstid og livs-
lengde.

a) Veksthastighet, livslengde eller

overlevelsestid i naturlige okosystemer:

Kan ikke besvares for naturforhold. Se denne

utredningen.

¢) Veksthastighet under optimale laboratorie-
forhold:
Kan besvares. Se denne utredningen.

Kommentar:

De studier som finnes over dette temaet angir hvor
lang tid det tar fra fisken er infisert til den viser
kliniske symptomer pa furunkulose, eller at
bakterien kan pavises i prover fra forskjellige
organer (Austin og Austin 1987). Men man vet
imidlertid lite om hvor lang tid det tar fra fisken er
infisert til den begynner & avgi bakterier til vannet.
Ut over dette vet man lite om bakteriens
reproduksijonsbiologi.

10. Overlevelsesevne.

a) Er det spesielle hvile eller overlevelses-
stadier i organismens livssyklus?
Kan ikke besvares for naturforhold. Se denne
utredningen.

b) Overlevelsesevne i naturlige okosystem og
faktorer som er begrensende for
overlevelsesevnen:

Kan ikke besvares.

¢) Kan organismen forekomme i levende, men
ikke dyrkbar tilstand?
Kan delvis besvares. Se denne utredningen.

Kommentar:

Flere review-artikler er skrevet om denne bakteriens
biologi (McCarthy 1980, McCarthy og Roberts 1980,
Austin og Austin, 1987), og det kan se ut som at
bakterien kan veere frittlevende i kortere tidsrom.
Dette er nedvendig for at bakterien skal spre seg til
nye verter. | tillegg finnes det indikasjoner pa at
bakterien kan forekomme i levende, men ikke dyrk-
bare celler (dvs. at den ikke kan pavises med
vanlige metoder) (Austin og Austin 1987). Slike
stadier kan veere sveaert viktig for bakteriens
overlevelse i miliget, og ogs&d for dens
spredningsevne.  Derfor vil det veere viktig &
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undersgke slike aspekter ved biologien til en GMO
som skal slippes ut i miljget.

11.Hva vet man om organismens sprednings-
evhe?
Kan ikke besvares. Se denne utredningen.

12. Gi en beskrivelse av abiotiske forhold som
kan pavirke overlevelse, formering og
spredning (f.eks. vind, strom, temperatur,
salinitet, pH o.l.)

Kan ikke besvares.

Denne gjennomgangen antyder at selv for en
organisme som pa grunn av sin gkonomiske
betydning har veert underlagt betydelig mengde
forskning, er kunnskapsnivaet begrenset i forhold til
det man ensker i denne sammenheng. Utviklingen
av en GMO vil, antagelig i betydelig grad, ke den
laboratoriebaserte kunnskapen om organismen,
men neppe den gkologiske kunnskapen man trenger
i forhold til en eventuell ugnsket spredning i naturen.

23

5. Diskusjon. Hva gjer man
hvis...?

Bruken av A. s. salmonicida som analog for en
unnsluppet GMO forutsetter at de observasjonene
som er gjengitt her beskriver spredning etter intro-
duksjon. Det vanlige for mikrober er at "alle finnes
overalt" (Goksgyr og Torsvik 1992) fordi
spredningen gar raskere enn evolusjonen, slik at det
ikke oppstar noen vesentlig geografisk fordeling av
slekter og arter av bakterier (Gokseyr og Torsvik
1992). Hvis dette er filfellet; dvs. at A. s.
salmonicida finnes naturlig overalt, er det ikke et
spredningsforlgp som studeres, men en sekvens av
epidemiske utbrudd som sannsynligvis styres av
andre faktorer enn hva som er tilfellet ved en
spredning. Studien til Barbour og Fish (1993) av
borreliose (Lyme disease) er et eksempel pa
hvordan andre forhold enn introduksjon kan forklare
epidemier fordelt i tid og rom.

Et annet problem med datasettet er at det beskriver
forekomsten av A. s. salmonicida koplet til fore-
komsten til fiskesykdommen furunkulose. Det gir
derfor begrenset informasjon om utbredelsen il
bakterien hvis bakterien kan vaere tilstede uten at
det blir sykdomsutbrudd. Dette har videre relasjon
til den geografiske og tidsmessige sekvensen av
observasjoner. Seerlig i de britiske dataene kan man
tenke seg at tids- og lokalitet-sekvensen i stor grad
er et resultat av hvordan arbeidet til komiteen som
undersekte furunkulosen utviklet seg, antagelig
stadig lengre mot nord, og i Skottland med en
konsentrasjon om gstkysten. Tilsvarende mangel pa
uavhengighet er det nok i sterre eller mindre grad
0gsa i det svenske og det norske datasettet.

Litteraturen tolker imidlertid entydig forlepene av
observasjonene som er gjengitt ovenfor som et
uttrykk for spredning av A. s. salmonicida. Vi velger
a ta utgangspunkt i dette med hensyn til de britiske,
svenske og norske observasjonene for det formalet
vi har angitt for denne rapporten. Vi vil anta at en
genmodifisert A. s. salmonicida er blitt utviklet som
vaksine for oppdrettsfisk og er antatt unnsluppet fra
ett eller flere anlegg. Vi antar i utgangspunktet at
man vil gnske & fierne den unnslupne GMO fra
naturen igjen ved & bekjempe den fra starten av i de
lokaliteter den blir spredd til. Selv om den unnslupne
GMO for eksempel kan fremkalle en mild form for
furunkulose hos fisk, er det ikke mulig & oppna
kontrol ved & avvente rapporter om
sykdomsutbrudd fer man forsgker & pavise GMO i
en lokalitet. Kontroll og bekjempelse vil kreve et
overvakingsprogram som ved prgvetaking paviser
GMO snarest mulig etter spredning til en ny
lokalitet. Et slikt program forutsetter at man vet
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hvor, nar og hvordan man ma ta praver for a pavise
GMO.

GMO vil kunne finnes i fisk, men i tillegg kan man
ikke se bort fra at den kan vaere i andre organismer i
vann, i vannet selv og i sediment. Det er grunn til &
anta at praktiske sd vel som metodiske
begrensninger vil avgrense programmet til & ta
prever av fisk, og videre til prover av visse arter av
fisk av visse storrelser. Disse avgrensingene
medfarer en ikke kjent risiko for ikke & pavise GMO
som er til stede i en lokalitet.

Nar man har bestemt hva man skal ta prever av,
ma man finne frem til hvor mange praver (fisk) man
vil ta i hver lokalitet som skal overvikes. Dette
avhenger bl.a. av felsometen til den metoden man
har valgt for & pavise GMO, hvor prevalent
infeksjonen er, og hvilken provesikkerhet man
gnsker & arbeide med. For & drofte dette antar vi at
de metodene som er beskrevet foran for & pavise A.
s. salmonicida i fisk ogsa kan anvendes for & pavise
GMO. Man kan ogsa tenke seg at det i forbindelse
med utviklingen av GMO er utarbeidet en meget
folsom PCR-teknikk for & pavise den (Kolste og
Prydz 1994). Ved valg av diagnostisk metode vil en
ogsa matte gjore valg av hvordan undersekelsen av
den enkelte fisk skal utferes. Det er vanlig her &
begrense dette til enkelte organsystemer eller vev
som f.eks. de fremre deler av nyrene. Slike
begrensninger medferer igjen en risiko for & ikke
oppdage en infeksjon som er tilstede. Falsomheten
til "laboratoriemetoden” er imidlertid bare én faktor i
oppdagelseskraften i provetakingen. Det antall
praver (fisk) som kan undersgkes er en annen viktig
faktor. Da forskjellige delfag innenfor biologien
bruker begreper knyttet til pravetaking pa forskijellig
mate, er det ngdvendig & definere var fortsatte bruk
av noen begreper her. Folsomheten til en
diagnostisk metode (f) er proposjonen av diagnos-
tiserte positive til det totale antall som er positive av
de undersgkte prevene (fiskene). Prevalens (p) av
infeksjonen er det antallet av fisker (D) i lokaliteten
som har GMO i forhold til det totale antall fisker (N) i
lokaliteten, dvs. at prevalensen er D/N. Vi ma
imidlertid anta at den diagnostiske metode vi bruker
ikke er 100% felsom, dvs i stand til alltid & pavise
GMO néar den er tilstede. Vi kan derfor bare finne en
observerbar prevalens som blir proposjonen av
observerbart infiserte fisk; dvs D.obs./N. Det falger
av dette at oppdagelseskraften i et
prevetakingsprogram kan gkes ved & velge
diagnostisk metode med hgyere felsomhet og/eller
gke antallet av fisk som undersgkes.

Selv om vi gjer den urealistiske forutsetningen at
den diagnosemetoden vi har til radighet er 100%
folsom slik at en infisert fisk alltid blir pavist, vil
selve preveinnsamlingen (fangst av fisk) medfare et
element av tilfeldighet. Det er vanlig i slik

pravetaking a forseke og oppna at denne "feilen" i
provetakingen (a) ikke er stgrre enn 5%. Dette
tilsvarer at om man kunne ta et ubegrenset antall
pregver som hver inneholder det antall fisk man har
bestemt seg for, ville infeksjonen bli pavist i bare 95
av 100 provesett (noe som gir 5% feil). Forholdet
mellom det antall fisk (n) som en prgve ma
inneholde for & oppdage en infeksjon med en
provetakingsfeil a, med en folsomhet f hos
diagnosemetoden, og med en prevalens p hos
fiskene i lokaliteten er n= dna/f - p (des Clers 1993).

Om man har som malsetting & kunne pavise GMO
nar 10% av fiskene i lokaliteten er infisert med en
prevesikkerhet p4 5% og man har en diagnostisk
metode med en felsomhet p4 80%, s& mad man
undersoke 38 fisk fra hver lokalitet. | en situasjon
med en unnsluppet GMO vil man sannsynligvis
gnske at den lokale prevalens ikke skal komme over
i hvertfall 0.1% for man kan sette i verk tiltak. Da vil
antall fisk man ma ta preve av stige til 3800. Om
man i tillegg ville kreve en pravesikkerhet pa 1%
stiger tallet til 5800. En forbedring av falsomheten til
den diagnostiske metoden til 95% vil redusere dette

" tallet til 4600 fisk. Disse tallene baserer seg pa en

ideell forventning om at infeksjonen er tilfeldig
(Poisson) fordelt i fiskepopulasjonen. Sannsynligvis
vil den vaere klumpet fordelt noe som gker kravene
til antall undersgkte fisk pa en komplisert méte.

Nar man har funnet ut hvor mange fisk man vil
undersoke fra hver lokalitet, og hvordan fiskene skal
undersekes for & pavise GMO, ma man finne ut i
hvilke lokaliteter man skal samle inn fiskeprovene.
Dette ma ideelt basere seg p& kunnskap om to
elementer av GMQ's spredningsevne; evnen til for-
flytning og evnen til & kolonisere. At disse egen-
skapene kan veere sterkt situasjonsbetinget viser
forskjellene i forlapene til furunkulose-epidemiene i
Norge i perioden 1964-1979 og fra 1985 og utover.
Generelt kan man bare karakterisere i helt grove
trekk de lokaliteter som er koloniserbare for en gitt
ant. Forstaelse av koloniserbarhet er ett av de felter i
gkologien som trenger gket forskningsinnsats. De
kunnskapene man har om A. s. salmonicida gir ikke
mulighet for & karakterisere de lokaliteter den har
etablert seg i ut over at de er habitat med fisk. Om
fisk er obligatorisk er imidlertid ikke entydig. Man
ma i alle fall & betrakte alle fiskepopulasjoner som
koloniserbare.

Det er et velakseptert biologisk forutsetning at
enhver art ma ha en kapasitet for romlig spredning
som integrert del av sin biologiske utrustning. Den
ekspansjon i utbredelsen til A. s. salmonicida i
Storbritannia, Sverige og Norge som er beskrevet
foran er ansett for & ha skiedd ved menneskelig
virksomhet, bortsett fra spredningen fra anlegg til
elver i Norge som har skiedd med romt
oppdrettsfisk. Alle spredningsmenstrene slik de
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fremkommer av de kartfremstillingene (Figurene 2-
11) bestar av en kompliset sammensetning av
hastigheter og retninger. Hva av dette som er
antropogent og hva som er "naturlig" er det ikke
uten videre lett & se. Forstdelse av arters
spredningsmekanismer med vekt pa deres
effektivitet er ogsa et felt hvor det er behov for okt
gkologisk forskning. Det er gjort forsgk pa & male
spredningsevne ved plassering av “feller" for den
aktuelle artens spredningstadier i skende, men som
regel liten avstand fra kildenbestanden. Man har da,
ikke overraskende, funnet en avtagende konsen-
trasjon av spredningsstadier med avstanden fra
kilden, og at den malbare konsentrasjonen av
spredningstadier blir null etter en ganske kort
avstand. Dette er ikke overraskende i seg selv, og
har liten verdi i var sammenheng her. Den vide
utbredelsen til mange arter med liten eller ingen
egenbevegelse ma bety at andre effektive transport-
mekanismer finnes. Spredningspotensialet til A. s.
salmonicida kan bl.a. vaere knyttet til fisk og til fiske-
spisende fugl og pattedyr. Bakterien kan kanskje
ogsa fraktes med vann. | det "rollespillet” vi har
laget her synes det derfor & vasre gode grunner til 4
basere seg pa den kapasiteten til romlig forflytning
som man har observert i Storbritannia, Sverige og
Norge. Et forsiktig estimat pa dette grunnlaget kan
vaere at A. s. salmonicida kan gjere sprang pa i
hvertfall 300 km slik at man m& legge ut et
provetakingsnett over koloniserbare lokaliteter
innenfor en slik radius. En overvdking i en slik
dimensjon vil selvfglgelig gi et meget stort antall
lokaliteter som det skal undersgkes et stort antall
fisk fra. Dette matte i tillegg gjennomfores
rutinemessig med en fastlagt frekvens som matte
veere hgy om malsettingen om oppsporing og
utryddelse av GMO i en tidlig etableringsfase skulle
kunne oppfylles.

25

6. Konklusjoner

Denne analysen har vist at selv om kunnskapene
om A. s. salmonicida er omfattende og detaljerte pa
mange felter, sa er de gkologiske kunnskapene som
er relevante for kontroll av en ugnsket spredning i
naturen svasrt mangelfulle. Den forskningen i
laboratoriene som ville kreves for & fremstille en
GMO vil ikke i seg selv redusere denne mangelen
péa gkologisk kunnskap.

Gitt den kunnskapen som foreligger ville en
malsetting om pdavisning og utryddelse av en
unnsluppet GMO analog til A. s. salmonicida kreve
et sa omfattende overvakingsprogram at det ikke er
praktisk gjennomfgrbart. Selv om kunnskapen om
en GMO's evne til & spre seg var bedre kjent pa
forhand slik at sannsynlige lokaliteter i sterre grad
kunne avgrenses, ville likevel omfanget av
provetaking bli for stot til at det kunne
giennomfeares. | tillegg vil det alltid vaere en nedre
grense for pavisning. Om man antar at GMO har
unnsluppet til det marine miljg blir et troverdig
program for prgvetaking klart umulig. GMO som kan
overleve i vanlig forekommende habitat, og som har
ett eller flere stadier som ma pavises ved hjelp av
provetaking er derfor ute av kontroll fra det gyeblikk
de unslipper til naturen. Naturprosessene selv vil da
avgjere i hvilkken grad GMO blir etablert. En effektiv
barriere mot etablering i naturen vil bare foreligge
for GMO som med sikkerhet ikke kan overleve og
formere seg under vare naturbetingelser.
Pravetaking slik som beskrevet her vil vaere
prinsipielt tilsvarende for virus, bakterier, sopp,
protister, insekter og andre invertebrater og planter
med fraspredning.

Vi har ikke draftet mulighet for utryddelse om man
hadde mulighet til & pavise, men vanligvis regnes
utryddelse som umulig & oppnd i &pne naturlige
systemer.

Vi har gjennomfart denne analysen ved & betrakte
organismenivdet. Om man betrakter genniviet vil
de problemene som er belyst her i hovedsak bli
forsterket.
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