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各種消毒剤 のOncorhynchus

 masou virus(OMV)

不 活化 効 果
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ABSTRACT-Virucidal effects of six kinds of disinfectants

 were examined against Oncorhynchus masou virus

(OMV), and infectious pancreatic necrosis virus(IPNV),

infectious hematopoietic necrosis virus(IHNV)and hirame

 rhabdovirus(HIRRV). At 15℃ for 20 min, minimum con

centrations showing 100% plaque reduction of OMV by

 iodophor, sodium hypochlorite solution, benzalkonium

 chloride solution, saponated cresol solution, formalde

hyde solution and potassium permanganate solution were

 40,50,100,100,3,500 and 16 ppm, respectively.

 Susceptibility of OMV against these disinfectants was

 higher than that of IPNV, IHNV and HIRRV, suggesting

 that the usage of disinfectants against IPNV and/or IHNV

 is also effective against OMV.
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 Oncorhynchus masou virus(OMV)に よ る感染症 は,

近 年 で は本州 中部 の ニ ジマ ス(Oncorhynchus mykiss)

主 産 県 下で大 きな問題 となってお り1),ニ ジ マスにみ ら

れ る本感染症 は,出 荷 サイズの魚 が大量 に死亡す るため

被害が大 きい｡そ こで本研究では,OMV防 除 対策の確立

を 目的 に,ポ ピ ドンヨー ド液,次 亜塩素酸ナ トリウム液,

塩 化 ベ ンザル コニ ウム液,ク レゾール石 ケ ン液,ホ ルム

アルデ ヒ ド液,過 マ ンガ ン酸 カ リウム溶液 のin vitroに

お けるOMVに 対 す る不活化効 果 について検討 した｡

 ウイルス としてOMV OO-7812株(サ クラマス 由来),

魚 類 ラブ ドウイ ルスで あ るIHNV ChAb-7601株 お よび

HIRRV H8401-H株 お よび魚 類 ビル ナ ウ イ ルス で あ る

IPNV VR-299株 を供 した｡ OMV, IHNVお よびIPNVは

CHSE-214細 胞 で, HIRRVはEPC細 胞 で培養 し,0.45

μmフ ィル ターで濾過 した後,実 験 に供す る まで-80

℃に 保存 した｡な お,両 細胞は10%牛 胎 児血清,ペ ニ シリ

ン100IU/mL(Sigma),ス トレプ トマ イシン100 μg/mL

(Sigma),ト リス緩衝 液(8 mM Tris-HCI, pH 7.8)お よ

び0.075%NaHCO3を 含 むEagle's MEM(Gibco)を 用

い,15℃ で培養 した｡ま た,消 毒剤 はハ ロゲ ン系 消毒剤

と してポ ピ ドン ヨー ド液(有 効 ヨウ素50ppm,水 産 用

イ ソジ ン,明 治製菓)と 次亜塩素 酸 ナ トリウム液(和

光純薬工業)を,界 面活性剤 として塩化 ベ ンザル コニ ウ

ム液(10%水 溶 液,オ スバ ン,武 田薬 品工業)を,フ ェ

ノール系消毒剤 としてク レゾール石 ケ ン液(ヤ クハ ン製

薬)を,ア ルデヒ ド系消毒剤 としてホルムアルデ ヒ ド液

(和 光純薬工業)を,過 酸化物系消毒剤 として過マ ンガン

酸 カ リウム溶液(和 光純薬工業)を 用 いた｡な お,ホ ル

ムアルデヒ ド液,ク レゾール石 ケ ン液お よび塩化ベ ンザ

ル コニウム液 は公称含有量換算 で,ポ ピ ドンヨー ド液 は

公称有効 ヨー ド濃 度換算 で,次 亜塩 素酸ナ トリウム液 は

実測有効塩素量 で,ま た過 マ ンガ ン酸 カリウム溶液 は純

度換算 で示 した｡

 まず,供 試消毒剤 を再蒸留水 で所定の濃度 に調整 した

後,0.45μmフ ィル ター で濾過 し,あ らか じめHanks'

balanced salt solution(HBSS)で2,000あ る い は3,000

 PFU/200μLに 調整 したウイルス液 と等量混合 し,0℃,

15℃ お よび25℃ で30秒 間 または20分 間反応 させ た｡消

毒剤 の細胞毒性 を軽減 させるため,反 応液 をHBSSで10

倍 に希釈 し,24穴 プ レー トに培養 しておいた細胞 に200

μL/wellず つ2穴 に接種 し,プ ラー ク法2)で 反応液 のウイ

ルス感染価 の減少率 を求めた｡な お,次 亜塩素酸 ナ トリ

ウム液 は,ウ イルス と反応 させ た後,混 合液の1/2量 の

0.01Mチ オ 硫酸 ナ トリウムで中和 した後HBSSで10倍

希 釈 し,ウ イルス感染価 を求め た｡対 照 区は,薬 剤 液に

か えてHBSSを 加 え,同 じ温度 に所定時 間お いた｡

 OMVを 完 全 に不活化 した(プ ラー ク減少率:100%)

各 種 消毒剤の最小濃度 をTable 1に 示 した｡な お, OMV

を25℃ で20分 間 静置 した場合,対 照区で もプラーク減少

率が80%以 上 であったため実験結果か ら削除 した｡反 応

条件が1 5℃･20分 間 の場合,ポ ピ ドンヨー ド液.,次 亜塩

素酸 ナ トリウム液,ベ ンザル コニ ウム液,ク レゾー ル石

ケ ン液,ホ ルムアルデ ヒ ド液お よび過マ ンガン酸 カ リウ
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Table 1. Minimum concentration of disinfectants to show the

 100% plaque reduction of OMV at different tempera
ture and reaction time

ム溶液の各消毒剤がOMVを 完全に不活化する最小濃度

は,各 々40,50,100,100,3,500お よび16 ppmで あっ

た｡次 亜塩素酸ナ トリウム液およびクレゾール石ケン液

では,反 応時間の短縮により消毒効果の減少が認められ,

反応時間30秒 の場合,20分 間に比べ2倍 および5倍 濃

度の消毒剤が必要であった｡こ れに対 しホルムアルデヒ

ド液は,反 応温度25℃･700 ppm･30秒 でOMVが 完全

に不活化され,反 応温度の上昇により消毒効果の増大が

認められた｡ま た過マンガン酸カリウム溶液では,反 応

時間の短縮および反応温度の低下による消毒効果の減少

が認められた｡

 次に,OMV, IHNV, HIRRVお よびIPNVの 感染価を

90%以 上減少させるに要する各種消毒剤の最小濃度を求

めた(Table 2)｡ポ ピ ドンヨー ド液,ホ ルムアルデヒド

液およびクレゾール石ケン液に対するOMVの 感受性は

IHNV, HIRRVあ るいはIPNVに 比べ高かった｡し か し,

次亜塩素酸ナトリウム液,塩 化ベンザルコニウム液およ

び過マンガン酸カリウム溶液に対するOMVの 感受性は,

他のウイルスとほぼ同様であった｡

 最後に,有 機物存在下での各種消毒剤のウイルス効果

について検討するために,所 定の濃度に調整 した各種消

毒剤にペプトン(BACTOTM peptone, DIFCO)を 終濃度

が0.1あ るいは1.0%と なるよう添加し,前 述同様にウイ

ルス液 と反応 させた後ウイルス感染価の減少率 を求め

た｡OMVに 対しホルムアルデヒド液では,0.1お よび1.0

%ペ プトン存在下でのプラーク減少率が各々89お よび92

%と なり,有 機物存在下でも不活化効果に減少は認めら

れなかった｡し か しなが ら,ポ ピ ドンヨー ド液では,ペ

プ トン1.0%存 在下でのプラーク減少率が0%で,そ の

他の消毒剤において も0.1%ペ プ トン存在下でのプラー

ク減少率は5%以 下となり,有 機物存在下でのウイルス

不活化効果の減衰が認められた｡一 方,IHNV, HIRRVお

よびIPNVに 対 しては,塩 化ベンザルコニウム液,ク レ

ゾール石ケン液およびホルムアルデヒド液は,有 機物存

在下でもウイルス不活化効果の減衰が認められなかった

が,次 亜塩素酸ナ トリウム液および過マ ンガン酸カリウ

ム溶液では有機物存在下でウイルス不活化効果が大幅に

減衰した｡

 本実験 で得たIHNVの 消毒剤 感受性結果は,井 上

ら3,4)および栗田ら5)の結果にほぼ一致 していた｡一 方,

本実験結果ではHIRRVの 感受性がIHNVに 比べ5～10

倍程度低かったが,木 村･吉 水*1)の 報告ではHIRRVの

Table 2. Minimum concentration of disinfectants to show the 90% plaque reduction of OMV, IHNV, HIRRV and IPNV

 at different temperature and reaction time
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感受性はIHNVよ り5～20倍 程度高いとしている｡ま

た,木 村･吉 水*1)の 示したIPNVの ポピドンヨー ド液お

よび次亜塩素酸ナ トリウム液に対する感受性は,本 実験

結果に比べ20倍 程度高かった｡こ の様に,ラ ブドウイル

スやアクアビルナウイルスの消毒剤に対する感受性 につ

いては,報 告者により若干の差異が認められるが,こ れ

はウイルス懸濁液中 の有機物濃度に起因すると考えられ

る｡す なわち,実 験に供するウイルスを調整する際,ウ

イルス懸濁原液には10%程 度のFBSが 有機物 として存

在することが一般 的である｡IPNVの ように感染価が高

いウイルスは,高 倍率に希釈 し実験に供するためFBS

の影響 を受けづ らいが,OMVの ように感染価の低いウ

イルスは希釈倍率が低いため,残 存するFBSが 消毒効

果に影響する可能性が高いと考える｡事 実,ポ ピドンヨー

ド液および次亜塩素酸ナ トリウム液など有機物の影響を

受けやすい消毒剤においては,報 告結果にばらつ きが認

められる3-8,*2,*3)｡

 以上の結果から,OMVの 各種消毒剤に対する感受性

はIHNVに 比べ何れも高かったことか ら, IHNVに 対す

る防除対策を実施することでOMVに 対 しても十分な防

除効果が期待できることが明らかになった｡す なわち,

従来実施 してきたポピ ドンヨー ド液による発眼卵および

施設の消毒 に加え,受 精直後卵の消毒 を行 うと共 に,

OMV伝 播経路 として重要な作業者の手足の消毒,衣 類

やおく屋の消毒に次亜塩素酸ナ トリウム溶液,塩 化ベン

ザルコニウム液,ク レゾール石けん液,ホ ルムアルデヒ

ド液を有効に使用すべ きであろう｡
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