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Sammendrag
Ultrafiolett (UV) lys i UV-C omradet
benyttes i utstrakt grad for desinfeksjon
av vann i landbasert fiskeoppdrett. Ved
standard dose/respons-studier er det vist
at de fleste fiskepatogene mikroorga-
nismer er fglsomme for UV-bestraling.
Resultater fra vére laboratorieforsgk
viser imidlertid at fiskepatogene bakte-
rier som Aeromonas salmonicida, Vi-
brio anguillarum og Yersinia ruckeri
har evne til effektiv reparasjon av UV-
skade ved fotoreaktivering i n@rver av
synlig lys og “liquid holding recovery”
(LHR) i mgrke. Lys- og mgrkerepara-
sjon, individuelt eller i kombinasjon,
gkte organismenes toleranse for UV-
lys dramatisk (3 til 7 ganger hgyere
dose for 99.9% inaktivering) i forhold
til ved normal mgrkeinkubering. Disse
mekanismene bgr derfor tas hensyn til
ved dimensjonering av UV-anlegg i
oppdrettsammenheng.

Nér A. salmonicida ble eksponert for
UV og klor i kombinasjon, ble det re-
gistrert en inaktiveringseffekt som var
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mindre enn additiv i forhold til summen
av de individuelle inaktiveringshastig-
hetene for de to metodene. Kombina-
sjonen UV/jod resulterte i minst additiv
effekt i begge vanntypene som ble be-
nyttet (en bufferlgsning og avlgpsvann
fra et landbasert oppdrettsanlegg). Ved
individuell bruk av klor eller jod var det
ngdvendig & doble dosene for 4 oppna
samme effekt som ved kombinasjon
med UV-bestréling. Ingen gkt inaktive-
ring ble observert i buffer nér ozon ble
benyttet i kombinasjon med UV, sam-
menliknet med effekten av ozon alene.

UV dose-respons kurvene for A. sal-
monicida i partikkelfri bufferlgsning
og i avigpsvann som inneholdt 22 mg/
1 suspendert stoff var nesten identiske,
med 99.9 % reduksjon i lgpet av hen-
holdsvis 48 og 50 sekunder. Den lille
forskjellen i effekt ble knyttet til den
noe hgyere UV-absorbansen i avlgps-
vannet ennibufferlgsningen, og ikke il
beskyttelse som fglge av interaksjoner
mellom bakterie-celler og partikulert
materiale.

VANN-3-95



Summary

Our work demonstrate that the fish pat-
hogenic bacterial species of Aeromo-
nas salmonicida, Vibrio anguillarum
og Yersinia ruckeri are capable of effi-
cient repair of UV-damage. The obser-
ved recovery was attributed to “liquid
holding recovery” (LHR) in pure buf-
fer-solution in the absence of visible
light and photoreactivation in the pre-
sence of visible light. Recovery proces-
ses, individually or in combination, in-
creased the 99.9% inactivation dose 3
to 7 times compared to the dose requi-
red when plated immediately after UV-
exposure. Itis concluded that the poten-
tial of fish pathogenic bacteria for reco-
very should be taken into consideration
when assessing the efficiency of UV
disinfection of aquacultural water.

When A. salmonicida was exposed to
the combined action of UV irradiation
and chlorine, a less than additive effect
was observed as compared with the
sum of individual deathrates by the two
treatments. The corresponding UV/io-
dine combination gave at least additive
effect in both the water qualities tested
(a buffer-solution and a wastewater
from a land-based fish farm). No in-
crement in inactivation rate in buffer-
solution was observed when ozone was
used in combination with UV, as com-
pared with ozone alone.

The UV inactivation profiles of A.
salmonicida in particle-free buffer-so-
lution and in wastewater containing 22
mg/l suspended solid were almost iden-
tical, with 99.9 % reduction in viability
after 48 and 50 seconds, respectively.
Higher UV-absorbance in wastewater
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than in buffer-solution seems to be the
main reason for the slightly higher sur-
vival, rather than protection by adsorp-
tion or embedding in particles.

Innledning

Ilandbaserte akvakultur-anlegg kan det
vere aktuelt med desinfeksjon av bade
inntaksvann og avlgpsvann som smit-
teforebyggende tiltak. Nar det gjelder
avlgpsvann, er det spesielt viktig 4 for-
hindre spredning av smitte til nzrlig-
gende sjganlegg fra slakterier for opp-
drettsfisk og fra laboratorier som be-
nyttes til smitteforsgk.

For & begrense risikoen for sykdoms-
utbrudd i norske settefiskanlegg forér-
saket av bakterier og virus assosiert
med laksefisk, har det i lengere tid vert
restriksjoner pa bruk av sjgvann eller
ferskvann fra kilder med oppgang av
anadrom fisk. Imidlertid gir “Forskrift
om desinfeksjon av inntaksvann til opp-
drettsanlegg for akvatiske organismer”
av 12.02.91 fra Landbruksdepartemen-
tet dpning for bruk av slikt vann dersom
godkjent desinfisering benyttes. Det
kreves godkjenning av metode, type-
godkjenning av utstyr og godkjenning
av selve installasjonen pa oppdrettsan-
legget. Pr. idag er UV-anlegg fra 5
leverandgrer typegodkjent, og det er
installert og godkjent UV-enheter ved
ca. 100 norske settefiskanlegg, med di-
mensjonerende kapasiteter fra 500 til
30000 liter/min. Det er i tillegg instal-
lert 4 store ozonanlegg for desinfeksjon
av ferskvanninntak.

Produksjon av settefisk for utsett i
sjganlegg krever mye vann, fortrinns-
vis ferskvann, men ogsa sjgvann. Mu-
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ligheten til & bruke sjgvann i settefisk-
produksjonen vurderes som svert vik-
tig av oppdretterene. Dette for 1) &
ngytralisere surt vann og gi beskyttelse
mot pH/Al toksisitet i omrader av lan-
det hvor slike tiltak er ngdvendig. 2)
@ke ionestyrken og derved bedre de
osmotiske forholdene med pafglgende
redusert energiforbruk og gkt vekst hos
fisken. Sjgvannsinnblanding har ogsd
gitt bedring av sykdomsbildet f.eks.
ved gjellebetennelse. 3) Sjgvannstilven-
ning kan gi jevnere smoltifisering, re-
dusert sorteringsbehov, sikrere leve-
ringstidspunkt og betydelig redusert
dgdelighet ved utsetting i sjgvann. 4)
Mulighet til & opprettholde ngdvendig
vannmengde i anlegg som periodevis
har lite ferskvann tilgjengelig, og a opp-
ni en temperaturgevinst vinterstid med
lav ferskvannstemperatur.

Utvikling av nye typer UV lamper
(mer effektive lavtrykks- og mellom-
trykkslamper med lengre levetid), re-
aktorer med forbedrede hydrauliske ut-
forminger, og forbedrede styrings- og
overviakingssystemer gjgr at UV-des-
infeksjon av store vannmengder kan
forsvares kostnadsmessig. Denne ut-
viklingen &pner for bruk av UV-tekno-
logi for mikrobiologisk kontroll ogsa i
landbaserte matfiskanlegg, bade i an-
legg for laksefisk og marin fisk.

Det er flere fordeler ved & bruke UV
lys i UV-C omradet for desinfeksjon av
inntaksvann sammenliknet med andre
metoder. Det dannes ikke forbindelser
som er giftige for fisk og skalldyr ved
normal bestraling av naturlig ferskvann
og sjgvann /14/. Andre desinfeksjons-
midler, som halogener og ozon, er svert
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giftige for fisk i lave konsentrasjoner /
21/. Disse kan ogsa danne reaksjon-
sprodukter (oksidanter) i sjgvann som
er giftige. I tillegg til selve desinfek-
sjonstrinnet kreves derfor et ekstra be-
handlingstrinn for fjerning av restkon-
sentrasjoner og reaksjonsprodukter fgr
vannet kan ledes til oppdrettsorganis-
mene.

For 3 sikre effektiv inaktivering av
fiskepatogene mikroorganismer, er det
av avgjgrende betydning at deres fgl-
somhet for UV-lys er kjent. Under la-
boratoriebetingelser er de fleste fiske-
patogene bakterier og virus fglsomme
for UV lys. Det er vist at UV-doser fra
1.5 til 3.5 mWs/cm? inaktiverer fiske-
patogene bakterier som Vibrio salmon-
icida, Vibrio anguillarum, Yersinia ruc-
keri og Aeromonas salmonicida med
99.9% /9, 17/, sammenliknet med 4 til
10 mWs/cm? for tarmbakterier framen-
nesker eller varmblodige dyr /1, 6/.
Imidlertid kan enkelte dobbelttradige
RNA virus framvise ekstrem UV-tole-
ranse, som f.eks. viruset som forarsaker
infeksips pankreas nekrose (IPNV) i
laksefisk /9, 17/

Enkelte utenlandske forfattere har
imidlertid sadd tvil om effekten av UV
desinfeksjon i oppdrettsystemer p.g.a.
darlige erfaringer fra praktisk bruk /16,
19/. Manglende oppnéelse av gnsket
bakteriologisk standard pa behandlet
vann er tilskrevet feildimensjonering
grunnet manglende kunnskap om mal-
organismenes UV-fglsomhet. Ngdven-
dig UV-dose for en bestemt grad av
inaktivering blir normalt fastsatt ved
laboratorieforsgk hvor mélorganismen
blir eksponert for ulike doser og umid-
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delbart inkubert pa egnet vekstmedium
i mgrke, Slik praksis er ugunstig for
bakterien med tanke pa reparasjon av
UV-skader, noe som kan resultere i en
overestimering av fglsomheten for de
aktuelle dosene.

Naturlige vannkvaliteters partikkel-
innhold og UV-absorbans kan pévirke
effekten av bestralingen. Likeledes kan
viltlevende bakteriestammer ha annen
overflatestruktur enn laboratoriestam-
mer, noe som kan innvirke p evnen til
adhesjon til hverandre og til partikler.
Bakterier med svart hydrofob overfla-
te vil kunne autoagglutinere (klumpe
seg) i vandig lgsning.

Fiskepatogene mikroorganismers fgl-
somhet ovenfor ulike desinfektanter er
blitt undersgkt med stgtte i form av et
utdanningstipend fra Norges fors-
kningsrdd. Et sammendrag av resulta-
tene fra forsgkene med UV-bestraling
blir presentert i det fglgende. Forsgke-
ne er mer detaljert beskrevet i interna-
sjonal faglitteratur (9, 10, 11, 12).

Noen faktorer som
pavirket overlevelse
etter UV-bestraling
UV-reparasjon

“Liquid holding recovery” (LHR) og
fotoreaktivering er to reaktiveringsme-
kanismer som kan gi betydelig gkt over-
levelse i UV-bestrélte bakterier. Effek-
ten av LHR er vist i Escherichia coli

ved & holde denne i neringsfritt vann

noen timer mellom bestraling og utpla-
ting. Reparasjonsmekanismen er vist 4
vare “excision repair”, altsd enzyma-
tisk fjerning av den skadde DNA-se-
kvensen og replikering v.h.a. den kom
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plementzre og intakte DNA-traden /
18/. Ved deksponere bestralte bakterier
for synlig lys i omradet 330 - 480 nm vil
et enzym (DNA fotolyase) aktiveres
som kan reparere den skadde DNA-
sekvensen uten 4 fjerne denne /20/. Det
er vistat flere bakterier fra ulike miljger
(inkludert E. coli) har evne til effektiv
fotoreparasjon.

Hensikten med studiene som vi gjen-
nomfgrte var 4 undersgke betydningen
av LHR og fotoreparasjon, enkeltvis og
i kombinasjon, i forhold til overlevelse
av utvalgte fiskepatogene bakterier et-
ter UV-bestréling /10, 11/.

Somvistifigur 1, var ngdvendig dose
for99.9% inaktivering av A.salmonicida
3.2 mWs/cm? ved standard dose/re-
sponsméling. Ved inkubasjon i naerings-
fri buffer i 48 timer fgr utplating krev-
des tilsvarende en dose pa 8.1 mWs/
cm? 9.5 mWs/cm? var ngdvendig etter
6 timers fotoreaktivering og 10.6 mWs/
cm’ ved fotoreaktivering fulgt av LHR.
Evne til LHR og fotoreaktivering ble
ogsd observert for V. anguillarum ogY.
ruckeri. Ved akombinere de to behand-
lingeneble detregistrertintervallermed
lav eller ingen sensitivitet for gkende
UV-doser for disse bakteriene. For full-
fort LHR krevdes fra 48 timer til mer
enn 72 timer ved 22°C, mens 4 til 6
timer ved 1500 Ix var tilstrekkelig for
maksimal fotoreaktivering.

Effekten av reparasjonsmekanismerhar
generelt sett ikke blitt tillagt vekt ved
praktisk bruk av UV-lys for desinfise-
ringav drikkevann, avlgpsvann og vann
1 oppdrettsystemer. I norske settefisk-
anlegg brukes store mengder vann (kort
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Figur 1. Dose-respons kurver for UV-
bestrdlt (254 nm) A. salmonicida etter
ulike reaktiveringer. Alle inkuberinger
ble gjortved22°C. Symboler: ¥, direkte
utplating og mgrk-inkubering; &, LHR
i mgrke i 48 timer; W, belysning ved
1500 lux pd agarskadler i 6 timer;@,
belysning i buffer etter-fulgt av LHR.
Stolpe-symbolene representerer
standardavvikav 3til 5 parallelle forspk.

oppholdstid i kar) med temperaturerer
normalt under 15°C. Dette tilsier liten
effekt av LHR i settefiskproduksjon. I
systemer med hgyere temperaturer og/
eller lavere vanngjennomstrgmning kan
situasjonen vere anderledes. Dette gjel-
der ogsa ved UV-desinfeksjon av av-
1gpsvann, hvor LHR kan foregé iresipi-
enten og derved resultere i gkt overle-
velse og negative miljgeffekter.
Effekten av fotoreaktivering i sette-
fiskanlegg bgr imidlertid tas i betrakt-
ning, da 10 til 1000 ganger gkt overle-
velse ble observert etter 2 timer med
1500 1x reaktiverende lys. I de tilfeller
der det benyttes utendgrs kar som ek-
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sponeres for direkte sollys, vil repara-
sjonen trolig forega atskillig hurtigere.
Ved 4 eksponere UV-bestrilte E. coli
og halofile bakterier til slike intensite-
ter, har komplett fotoreaktivering blitt
registrertilgpet av brgkdeler av en time
/3, 5/. Enkelte patogene bakterier har
som tidligere nevnt hydrofobe egen-
skaper og evne til 4 akkumulere i van-
nets overflatelag i oppdrettskarene /4/.
Dette kan medfgre gkt oppholdstid og
gkt eksponering til fotoreaktiverende
kunstig lys eller sollys.

UV i kombinasjon med andre desinfek-
sjonsmidler
UV-bestraling kombinert med kjemis-
ke desinfeksjonsmidler kan vere et al-
ternativ for bredspektret effekt over-
for fiskepatogener, og forautnytte even-
tuelle synergistiske effekter. Slike ef-
fekter kan bli oppnadd ved fotolyse av
kjemikaliene til reaktive sekundere
fotooksidanter. Kominert bruk av ozon
og UV-lys har blitt gitt mye oppmerk-
sombhet, bade som et middel for oksida-
sjon av organiske forurensningeri vann
og for gkt desinfeksjonseffekt. Kombi-
nert bruk av halogener og UV har ikke
oppnédd samme interesse innen vann-
behandling. Jagger /8/ beskriver imid-
lertid jod som en potensiell “sensitizer”
ved UV-bestréling av levende celler.
Ved 4 UV-behandle klorert vann kan
OCl og HOCI fotolyseres til primare
reaktive mellomprodukter, som igjen
blir omdannet til sekundzre fotook-
sidanter /13/.

Ivére forsgk ble kombinasjonene UV/
klor, UV/jod og UV/ozonutprgvd péen
laboratoriestamme av A. salmonicida i
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Figur 2. Dose-respons kurver for
inaktivering av A. salmonicida i
avigpsvann ved 7°C med klor og UV-
bestrdling, individuelt og i kombinasjon.
Symboler: ®, UV-bestrdling (intensitet
= 0.05 mW/em? ved 254 nm); g,
klorering med 2.0 mg/l; B, UV/klor i
kombinasjon. Stolpesymbolene repre-
senterer standard-avvikav 3 til 5 paral-
lelle forsgk.

bufferlgsning og i avigpsvann fra et
oppdrettsanlegg /12/. Ved 4 anta fgrste
ordens kinetikk ble inaktiveringshas-
tighetene i omradet O til 99.9% inakti-
vering beregnet for de forskjellige be-
handlingene. Kombinasjonen UV/clor
resulterte i gkt inaktiveringshastighet i
begge vanntypene i forhold til de sam-
me behandlingene enkeltvis, men ikke
tilstrekkelig til & overgd summen av de
individuelle hastighetene. Effekten var
med andre ord mindre enn additiv (Fig
2). Kombinert bruk av UV ogjod resul-
terte i mer enn additiv effekt i buffer og
additiv effekt i avlgpsvann sammenlik-
net med individuelle behandlinger (Fig
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Figur 3. Dose-respons kurver for inak-
tivering av A. salmonicida i avlgpsvann
ved 7°C med jod og UV-bestriling, in-
dividuelt og i kombinasjon. Symboler:
®, UV-bestraling (intensitet = 0.05 mW/
cm? ved 254 nm); @, jod-dosering med
2.6 mg/l; B, UV/jod i kombinasjon.
Stolpe-symbolene representerer stan-
dard-avvik av 3 til 5 parallelle forspk.

3). For & oppnd tilsvarende effekt i
avlgpsvann med kun klor eller jod som
med UV/klor og UV/jod, var det ngd-
vendig & doble mengdene av de respek-
tive halogenene. For avlgp hvor det
ansees som ngdvendig & benytte halo-
gener for desinfeksjon, vil det vare
mulig & redusere doseringene og der-
ved oppnd en viss miljgeffekt ved &
installere UV-bestraling som tilleggs-
behandling. Dette kan veare aktuelt
ovenformikroorganismer med hgy UV-
toleranse og relativt lav halogentole-
ranse, som f.eks. IPN-virus. Ingen gkt
inaktiveringshastighet ble observert ved
kombinert bruk av UV og ozon i buffer.
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Slik antagonistisk effekt er ogsé rap-
portert i andre undersgkelser og kan
forklares med at UV-lys raskt bryter
ned ozon til mindre baktericide forbin-
delser, primert hydrogenperoksid /7/.
Ved lave eller manglende restkonsen-
trasjoner av ozon kan den videre spal-
tingen av hydrogenperoksid til reaktive
OH-radikaler vere ubetydelig.

Partikkelinnhold og evne

til aggregering

Fiskepatogene bakterier har evne til &
overleve i oligotrofe miljger, og kan
benytte adhesjon til partikler som en
strategi for bl.a. & bedre nzringstilgan-
gen under slike forhold /2/. Det er ogsa
vist at plankton i sjgvann kan vare
barere av sykdomsbakterier. Assosier-
ing til partikulert materiale kan gi be-
skyttelse mot UV-bestraling og dermed
gkt overlevelse, noe som er vist for
koliforme bakterier ved bestriling av
renset kommunalt avigpsvann/15/. Det
ser ut til at det kreves en form for
kolonisering av partikkeloverflaten el-
ler innbaking i partiklen dersom be-
skyttelse skal oppnas.

Under turbulente forhold i vann med
god UV-transmisjon vil forhgyet par-
tikkelinnhold i seg selv ikke ngdven-
digvis gi effektiv beskyttelse, noe som
ble bekreftet i vare forsgk, hvor partik-
kelholdig avlgpsvann fra et oppdretts-
anlegg ble tilsatt bakterier og bestralt
med ulike doser under omrgring /12/.
Laboratoriestammen av A. salmonici-
da viste liten forskjell i respons mellom
dette vannet og partikkelfri bufferlgs-
ning (Fig. 4). De sma forskjellene i
overlevelse som ble observert kan til-
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Figur 4. Dose-respons kurver for UV-
inaktivering av A. salmonicida i ulike
vanntyper ved 7°C. Symboler: ®, inak-
tivering i buffer-lpsning; W, inaktive-
ring i avlgpsvann inneholdende 22 mg/
Lsuspendert stoff. Stolpe-symbolene re-
presenterer standard-avvik av 3 til 5
parallelle forspk.

skrives den noe hgyere UV-absorban-
sen i avlgpsvannet enn i det partikkel-
frie vannet.

I andre forsgk utfgrt i buffer ble det
benyttet en virulent stamme av A. sal-
monicida (AL2017) med hydrofobe
overflateegenskaper kjent for & auto-
agglutinere i vandig lgsning. Forsgket
ble utfgrt for & undersgke betydningen
avaggregeringiforhold til UV-fglsom-
het. Etter 3 timers sakte omrgring av
bakteriesuspensjonen ble det pévist
aggregering og gkt overlevelse etter
UV-eksponering med og uten fotoreak-
tivering, sammenliknet med overlevel-
se av uaggregerte celler (Fig. 5). Dette
ble forklart med at aggregerte celler
oppnér en viss grad av beskyttelse sam-
menliknet med enkelt-celler.

VANN-3-95



(=)}
N

log CFU ml!

>

4 6 8 10 12 14 16
UV dose (mWs cm2)

0 2

Figur 5. Dose-respons kurver for UV-
inaktivering av A. salmonicida i buffer-
lpsning ved 7°C med og uten aggrege-
ring og fotoreaktivering. Symboler: ®,
direkte utplating og mgrkinkubering;
@ aggregering ved omrgring i 3 timer
Jor bestrdling; B, belysning ved 1500
lux i 6 timer pd agarskdler; A, agg-
regering etterfulgt av belysning. Stol-
pe-symbolene representerer standard-
awvik av 3 til 5 parallelle forspk.
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