UV-resistente virus

Av Helge Liltved, Christian Vogelsang, Birgit H. Dannevig

og Ingebjgrg Modahl

Helge Liltved er forskningsleder ved Norsk institutt for vannforskning (NIVA)

og Christian Vogelsang er forsker samme sted.

Birgit H. Dannevig og Ingebjgrg Modahl er henholdsvis leder og avdelingsingenigr
ved seksjon for virologi og serologi ved Veterin®rinstituttet

Sammendrag

Vi rapporterer her forsgk som viser at
enkelte fiskepatogene virus har
rekordhgy toleranse overfor UV-
bestraling. Spesielt gjelder dette
viruset som forarsaker infeksigs
pankreas nekrose (IPNV) hos lakse-
fisk. I litteraturen er det ikke rappor-
tert om andre fiskepatogene eller
humanpatogene virus som har til-
svarende hgy UV-resistens. Da UV-
inaktivering normalt er knyttet til
skader pd virusets genom, kan man
forvente en sammenheng mellom
observert resistens og genomets opp-
bygning (dobbeltradet eller enkelt-
radet) og stgrrelse. Det som gér igjen
er at smad virus med dobbelttradet
DNA eller RNA er mest resistente. Da
virus synes & bli en gkende trussel,
béade innen drikkevannsforsyning og i
akvakultur, er det viktig med effektive
virusbarrierer. Dersom malsetningen
med framtidige UV-installasjoner er a
eliminere alle patogene virus, trengs
det en oppjustering av gjeldende
dosekrav.
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Summary

We here report experiments that
reveal extreme UV resistance among
some fish pathogenic viruses. This
was especially pronounced for the
virus responsible for infectious
pancreas necrosis (IPNV) in
salmonids. The resistance experien-
ced was higher than earlier reported
for other fish pathogenic and human
pathogenic viruses. Since UV in-
activation normally is caused by
damages to the viral genome, there is
expected to be a correlation between
the observed resistance and the
genome structure (i.e. double-strand-
ed or single-stranded). A common
feature is that small viruses with
double-stranded DNA or RNA are
likely to be the most resistant viruses
to UV light disinfection. Since viruses
seem to be an increasing problem in
aquaculture and drinking water
supply, efficient virus-barriers will be
highly valued in the future. The
existing dose requirements have to be
increased to eliminate UV-resistant
viruses.
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Bakgrunn

UV-bestraling benyttes i gkende grad
som hygienisk barriere innen drikke-
vannsforsyning og 1 akvakultur-
anlegg. Innen drikkevannsforsyning
har ny kunnskap om UV-strilers
effekt overfor bakteriesporer og para-
sittcyster gitt metoden fornyet popu-
laritet (Clancy 2000, Liltved 2000a). I
akvakultur er UV-bestrdling en verd-
satt metode fordi den er effektiv over-
for en rekke fiskepatogene bakterier
som tidligere skapte store problemer i
settefiskanlegg for laks, og fordi det
ikke tilfgres kjemikalier eller dannes
reaksjonsprodukter som er giftig for
oppdrettsorganismene (Liltved
2000b).

Den norske drikkevannsforskriften
krever at vannet skal ha en betryg-
gende hygienisk kvalitet, og at det til
sammen finnes to hygieniske barri-
erer, hvorav den ene skal sgrge for-at
drikkevannet blir desinfisert eller
behandlet pa annen mate for a fjerne,
uskadeliggjore eller drepe smitte-
stoffer. UV-bestraling er aktuell som
hygienisk barriere. Hvorvidt UV-
bestraling er en effektiv barriere
overfor alle humanpatogene virus,
hersker det usikkerhet om. Environ-
mental Protection Agency i USA
(EPA) har gitt ut en oversikt over
mikroorganismer som kan represen-
tere en helserisiko i drikkevanns-
forsyningen. Blant disse finnes virus
som viser seg & vere svert UV-
resistente. Dette gjelder spesielt ulike
varianter av adenovirus. Adenovirus
synes & opptre i stgrre konsentrasjoner
enn andre entrovirus, og har blitt
pavist i behandlet drikkevann (Lee og
Kim 2002).
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Ved oppdrett av laksefisk og marin
fisk er virusinfeksjoner fortsatt et stort
problem, spesielt i de tidlige livs-
stadiene (egg, larve, yngel), da det
ikke finnes effektive behandlings-
metoder eller vaksiner. For desinfek-
sjon av inntaksvann er det installert
svert mange UV-anlegg. Effekten
overfor flere fiskepatogene virus er
imidlertid tvilsom.

Blant fiskepatogene virus er det
tidligere vist at viruset som forarsaker
infeksigs pankreas nekrose hos lakse-
fisk (IPNV) er svert resistent mot
UV-bestraling (Liltved et al. 1995,
@ye og Rimstad 2001). Ellers fore-
ligger det sparsomt med publiserte
resultater som omhandler dose/
respons forsgk med andre fiskevirus.
Blant de som skaper stgrst problemer
er nodavirus og viruset som forarsaker
infeksigs lakseanemi (ILA). Noda-
virus er forbundet med hgy dgdelighet
i forbindelse med oppdrett av marine
fiskearter over hele verden, mens
ILAV fortsatt er en trussel for lakse-
oppdrettere. Viruset fgrer til store tap,
bade i settefiskanlegg og i sjganlegg.

For & framskaffe ny kunnskap om
fiskepatogene virus og deres fglsom-
het overfor UV-bestraling, er det
utfgrt dose/respons-forsgk med fgl-
gende virus: IPNV, nodavirus og
ILAV.

Prosjektet har vert finansiert av
Norges forskningsrdd gjennom Hav-
bruksprogrammet.

Materialer og metoder

Oppdyrking av virus, samt kvantifi-
sering fgr og etter eksponering for
UV, ble utfort ved Veterinerinstituttet,
Seksjon for virologi og serologi.
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Nodavirus ble dyrket i SSN-1 celler
(Dannevig et al., 2000), IPNV i BF-2
celler (Lorenzen et al., 1999) og ILAV
i SHK-1 celler (Dannevig et al.,
1995). Mengde virus (infektiv dose,
TCID,,) ble bestemt ved ende-
punktstitrering i de respektive celle-
kulturene. Ved denne metoden pavises
virus enten ved mikroskopering for
observering av cytopathogen effekt
(CPE) eller ved en indirekte immun-
fluorescens teknikk (IFT).

Virussuspensjoner ble bestralet ved
5°C ved hjelp av en lavtrykks kvikk-
sglvlampe montert i et apparat som gir
parallelle striler (Qualls og Johnson
1983). Virussuspensjoner ble overfgrt
til smd petriskdler som ble bestrélt
under omrgring. UV-intensiteten ved
254 nm ble mélt ved vaeskeoverflaten
med et kalibrert radiometer. Gjen-
nomsnittlig intensitet (I) i suspen-
sjonen ble beregnet ved hjelp av
likningen:

I =1 (1-e*)/AL

hvor A er UV-absorbansen pr. cm og L
er vanndybden (cm). Absorbansen
ved 254 nm ble malt ved hjelp av et
spektrofotometer. UV-dosen, som er
produktet av gjennomsnittlig intensi-
tet og eksponeringstiden, ble variert
ved & variere eksponeringstiden.

Resultater og diskusjon
Figur 1 viser prosentvis inaktivering
som funksjon av gkende UV-dose for
de tre ulike virusene benyttet i for-
spkene. Tabell 1 angir UV-doser for
ulike inaktiveringsgrader. Dosene i
tabell 1 ble interpolert fra linezre
regresjonslinjer for de respektive
virus. En variansanalyse viste at det er
en signifikant forskjell mellom in-
aktiveringshastighetene for de tre
virusene.
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Figur 1. Overlevelsesgrad (%) som funksjon av UV-dose for IPN-, noda- og ILA-virus.
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Tabell 1. Npdvendige doser for 90, 99 og 99,9% inaktivering av IPN-, noda- og ILA-virus.

Ngdvendig dose for inaktivering av virus med UV-lys (254 nm)
Virus 90,0% 99,0% 99,9%
IPNV 82 165 247
nodavirus 35 70 105
ILAV 2,5 5,0 75

UV-dosene som trengs for inakti-
vering av IPNV og nodavirus er
ekstremt hgye sammenliknet med
ngdvendige doser for inaktivering av
andre kjente virus. Blant human-
patogene virus, hvor det er gjort en
rekke studier med ulike virus, er det
bare et fatall som har en UV-resistens
i nzrheten av IPNV. Det er blitt vist at
rotavirus og reovirus har relativt hgy
UV-resistens, henholdsvis 42 og 45
mWs/cm® for 99,9% inaktivering
(Batigelli et al. 1993, Harris et al.
1987). Coliphage MS-2 har ogsa vist
seg & vere relativt resistent mot UV-
bestraling (Meng og Gerba 1996).
Flere undersgkelser tyder imidlerid pa
at adenovirus er blant de mest resi-
stente humanpatogene virus. Meng og
Gerba (1996) benyttet adenovirus 40
og adenovirus 41 fra American Type
Culture Collection (ATCC), og fant
ngdvendig dose for 99,9% inakti-
vering av de to virusene & vare hen-
holdsvis 92,7 og 82,4 mWs/cm? 1
senere forspk med adenovirus type 2
(ATCC) var det ngdvendig & heve
dosen til 119 mWs/cm? for tilsvarende
inaktiveringsgrad (Gerba et al. 2002).
Som tallene antyder er det relativt
store variasjoner i dosekrav mellom
ulike typer av samme virus.

Det er ikke noe entydig svar pa hva
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som gjgr noen virus mer UV-resi-
stente enn andre, men ettersom UV-
inaktiveringen normalt er blitt knyttet
til dannelsen av fotoprodukter i
virusets genom (dannelse av pyri-
midin dimere), et det forventet 4 finne
en sammenheng mellom den obser-
verte resistensen og genomets karak-
tertrekk. Bade stgrrelse pd genomet
og genomets oppbygging (dobbelt-
radig eller enkeltradig) ser ut til & ha
betydning. Det som gar igjen er at sma
virus med dobbeltradig DNA eller
RNA er relativt mer resistente enn
andre. Gerba et al. (2002) konkluderte
med at virus med dobbelttridet DNA
trolig er de mest resistente overfor
UV-bestraling. Resultatene fra var
undersgkelse har imidlertid gitt indi-
kasjoner pa at virus med dobbelttradet
RNA (IPNV) har enda hgyere UV-
resistens. I litteraturen er det ikke fun-
net virus med tilsvarende hgy UV-
toleranse.

I tillegg til genomets karaktertrekk,
kan ogsa andre forhold spille inn nér
det gjelder UV-resistens. Det er vist at
enzymer som finnes i levende celler,
og ogsd i de cellene (cellelinjene) som
benyttes for & kvantifisere virus etter
UV-bestriling, kan reparere UV-
indusert DNA og RNA skade i virus.
Tilstedevaerelse og tilgjengelighet av
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slike reparasjonsenzymer kan dermed
pavirke resultatet. Noen cellelinjer har
stgrre utvalg av reparasjonsenzymer
enn andre, noe som kan medfegre gkt
overlevelse (Day 1993).

I Vannbehandlingsforskriften som
gjelder for desinfeksjon av vann i
oppdrettsanlegg, er det stilt krav til
godkjente metoder for desinfeksjon av
vann i oppdrettsanlegg. UV-bestrédling
er en godkjent metode, og det er sagt
at inntaksvann skal bestriles med en
dose pa minimum 25 mWs/cm?® Som
det framgar av tabell 1, er en slik dose
adekvat for ILAV, men ikke for IPNV
og nodavirus. I praksis vil dette si at
dagens UV-anlegg ikke fungerer som
en barriere mot disse virusene, og at
det ma til en kraftig oppjustering av
dosene dersom anleggene skal vere
effektive virusbarrierer.

Da virus synes & bli en gkende
trussel, bade innen drikkevanns-
forsyning og i akvakultur, er det viktig
med effektive virusbarrierer. Dersom
malsetningen med framtidige UV-
installasjoner er & eliminere UV-
resistente virus, trengs det oppjuste-
ringer av gjeldende dosekrav. Innen
drikkevann ser det ut til at EPA tar
konsekvensen av dette. I et utkast til
nye amerikanske retningslinjer fore-
slas en dose pa 143 mWs/cm?® for 4 ta
hgyde for UV-resistente virus
(EPA 2003).
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