Pruebas de inmunizacién-proteccion
con los primeros aislados del virus
de la septicemia hemorragica viral

de los peces, en Espana.

Resumen: La septicemia hemorragica viral (SHV) es una enfermedad que afecta
a varias especies importantes en la Acuicultura, tales como la trucha, el salmdn,
la lubina, el rodaballo y la anguila. En este trabajo se han estudiado compa-
rativamente mediante pruebas de inmunizacién y proteccion los primeros
aislamientos de la septicemia hemorragica viral en Espafia. Los aislamientos se
han efectuado en distintas localizaciones geograficas en Espafia, distintos afios
y distintas especies y se han comparado con los serotipos (F1, F2 y 23.75)
internacionales de referencia. Los resultados indican que es posible proteger
animales inmunizados con los distintos aislados atenuados a la contraprueba
con virus virulento y que los aislados espafioles estan mas relacionados con el
serotipo F2 que con ios otros.
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INTRODUCCION

La septicemia hemorragica viral
(SHV) es una enfermedad producida
por un rabdovirus (3) que afecta prin-
cipalmente a piscifactorias de salmé-
nidos, tanto en agua dulce, Salmo
gairdneri, Richardson (24), como en
agua salada, Salmo gairdneri, Ri-
chardson (5) y Salmo salar (1, 2, 14).
También afecta a otras especies de
importancia en acuicultura (9), tales
como Anguilla anguilla (7), Dicentrar-
chus labrax, Linnaeus y Scophtalmus
maximus, (6, 8).

Las producciones de salménidos en
Europa estan seriamente amenaza-
das durante el engorde por esta enfer-
medad. Entre el 30 al 60% de la pro-
duccién - anual de salménidos se
pierde porinfecciones de SHV en dos
paises vecinos de Espafia: Francia e
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Italia (3). La SHV produce una morta-
lidad cercana al 100%. En Espaiia (18)
se han diagnosticado desde 1980, un
total de 22 infecciones que afectaron
a mas de 5.000 Tm de produccién. En
el INIA se han aislado, identificado y
estudiado 5 brotes en los dltimos 4-5
afios (1,2).

El virus de la SHV es similar al virus
de la rabia de mamiferos y al de la
necrosis hematopoiética infecciosa
(NHI) de los salménidos, existente en
Norteamérica y recientemente detec-
tada en ltalia (4). Aunque muy simila-
res los virus del SHV y de la NHI no
tienen reacciones cruzadas de suero-
neutralizacién. El virus se transmite
horizontalmente a través del agua por
los peces infectados y los portadores,
y verticalmente a través de la supetfi-
cie de huevos infectados. El virus de
la SHV se caracteriza por su morfolo-
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gia en forma de bala, sus tres varian-
tes antigénicas (F1, F2 y 23.75), su
membrana lipidica y sus proyecciones
de glicoproteinas.

Su genoma es de unas 11.000 ba-
ses de RNA de polaridad negativa,
codificando 4 proteinas virales: la po-
limerasa L (190 KDa), la glicoproteina
G (65 KDa), las protefnas de la matriz
M2y M1 (25 y 19 KDa, respectivamen-
te) y la nucleocépsida N fosforilada (40
KDa) (8, 20, 21).

Actualmente no hay una vacuna pa-
ra controlar los brotes de SHV (3).
Ademas los métodos de deteccién ac-
tuales del virus se basan en procedi-
mientos trabajosos o no suficiente-
mente sensibles. El estudio de la
variabilidad /n vivo del virus de la SHV
de la trucha en Espafia es necesario,
tanto para comenzar a evaluar las po-
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sibilidades de prevencidn, como para
mejorar los métodos de diagnostico.
En este trabajo se describen los prime-
ros resultados in vivo de esta investi-
gacién.

MATERIAL Y METODOS

Aislamiento de virus SHV

Los aislados de SHV en Espafa se
hicieron en cultivos de células de epi-
telio de carpa (EPC) durante los afios
1984 a 1986 (18). La sueroneutraliza-
cién se hizo con suero de conejo anti-
SHV cepa F1 (cedido por el Dr. Vester-
gard-Jorgensen), segin se hadescrito
con anterioridad (1, 2). Se han estudia-
do 3 aislados en trucha arco iris (472,
689 y 144), uno en barbo y uno en
salmén (471) que se describen en la
Tabla I

Titulacion del virus de la SHV

L.a titulacion del virus se hizo en pla-
cas de 96 pocillos tapizadas con célu-
las EPC en 100 pl de medio con 10%
suero fetal de ternera y guardadas a
142C en atmdsfera de 5% COz en aire
hasta el momento de la infeccién con
un 80% de confluencia, aproximada-
mente. Después de quitar el medio se
afadieron 20 pl de diluciones del virus
seriadas de 5 en 5 en medio compisto
al 2% de suero fetal de ternera, se
incubd durante 1 hora a 14°C, se afa-
dieron 100 pl de medio y se‘incubd por
5-7 dias a 142C al aire hasta observar
efecto citopatico. El tftulo se definié
como la mitad del inverso de la Gltima
dilucién que dié efecto citopatico
(dosis infectiva de tejido al 50 % o
DITCsp).

Preparacion de los virus para las
infecciones

Para la realizacién de las primeras
infecciones experimentales se utilizé
el virus 144 en su 102 pase en [a linea
celular EPC. El virus se produjo a
baja multiplicidad de infeccién (0.001
DICTso/célula), se guardé a -70°C una
vez que el tapfz celular mostré un efec-
to citopético completo, y se tituld pre-
viamente a ser utilizado. El virus 144
pasé por truchas, y-a partir de las
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TABLAI

Aislados espafioles y serotipos de referencia internacionales de los virus SHV utilizados.

Virus | Localizacion Ano

Especie

Referencia

689 Galicia 1984
471 Navarra 1986
144 Salamanca 1984
472 Cantabria 1986

798 Aragon 1986
F* Dinamarca | <1972
Fo* Dinamarca | <1972
23.75% | Francia 1977

Salmo gairdneri, R
Salmo gairdneri, R
Salmo gairdneri, R
Salmo salar, L
Barbus graellsi, S
Salmo gairdneri, R
Salmo gairdneri, R
Salmo trutta, L

Basurco y Coll, 1989 a. (1)
Basurco y Coll, 1989 a. (1)
Basurco y Coll, 1989 a. (1)
Basurco y Coll, 1989 a. (1)
Basurco y Coll, 1989 a. (1)
Vestergard-Jorgensen, 1972 (27)
Vestergard-Jorgensen, 1972. (27)
De Kinkelin and

Le Berre, 1977 (11,13)

* Cedido por Dr. P.E. Vestergard-Jorgensen, National Veterinary Lab., Hangovej, Arthus,

Denmark.

+ Cedido por Dr. P. De Kinkelin, Centre de Recherches Jony-en-Josas, INRA, Domaine de

Vilvert - France.

truchas muertas en un experimento
con una mortalidad del 100% se recu-
peré para ser utilizado en contraprue-
bas como virus virulento.

Para los estudios comparativos de
inmunizacion se utilizaron los aislados
espafioles del virus de la SHV en su
pase 102 en la {nea celular EPC. Tam-
bién se emplearon los tres serotipos
del virus de la SHV pasados al menos
diez veces en la linea EPC.

Se utilizaron alevines de trucha arco
iris (Salmo gairdneri, Richardson) con
un peso comprendido entre los 0.5 y
10 g segln los experimentos. Los ale-
vines se importaron de piscifactorias
comerciales del Coto de San Fernan-
do, Sacramenia, Segovia y de Cifuen-
tes, Segovia. Para el transporte de
peces se emplearon bolsas de pléstico
de 1 x 0.38 m llenandolas con la mitad
de peces y la otra mitad con oxigeno.
También se emplearon bidones de
plastico de 30 | de volumen en los que
se utilizaron compresores de aire a
pilas (Super 9960, Shakespeare).

Las truchas empleadas en las infec-

ciones se consideraron libres de virus
después de que pasaron un periodo
de al menos dos semanas de aclima-
tacién'y de que se examinaran virolé-
gicamente 10 peces de cada lote, se-
gun se ha descrito anteriormente (18),

Las infecciones se realizaron me-
diante bafo, disminuyendo el volumen
de agua de los acuarios a1 021y
afadiendo virus para lograr una dosis
de 10° DICTs0/ml durante 2 horas a
102C (agua enfriada con hielo por fue-
ra de los acuarios) y aumentando la
aireacion. A continuacién se restaurd
el flujo normal de agua a 1 I/min. En
las contrapruebas, 23 dias después de
la primera infeccién, cuando ya habfa
cesado la mortalidad, los peces se in-
fectaron mediante bafio durante 2 h en
1-2 | de agua con una dosis de 108
DICTse/mi de virus pasado previamen-
te por frucha. Tanto en las infecciones
como en las contrapruebas, se llevé
un registro diario de la mortalidad y de
la temperatura del agua.

Con el fin de confirmar la causa de
las mortalidades durante las infeccio-
nes experimentales se procesaron las
truchas muertas. Los tftulos de virus
en las truchas se expresaron en désis
infectivas de cultivo de tejido 50 por
gramo de tejido (DICTs0/g).

Los 10 acuarios de 30 | por acuario,
utilizados en las infecciones experi-
mentales estaban hechos de vidrio
(Acuarios Nautilus, Madrid). Para re-
parar uniones y arreglar fisuras en
acuarios y cafierias se empled silicona
(Silcat, Catsa) y pegamento de PVC
(Tangit, Henkel). Como aireador se
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Fig. 1. Esquema de las instalaciones para infecciones experimentales. A: Disefio preliminar. B:
Disefio definitivo. En el disefio definitivo se aumenté la renovacién del agua a 2 cambios/hora. El
volumen de los acuarios fue de 30 |. Se eliminé el filtro de carbén activo, declorandose el agua
con un tratamiento de tiosulfato sédico. También se suprimi6 el enfriador y el calentador y se
afiadieron dos depésitos a la entrada que permiten hacer nulas las variaciones diarias de presion
de agua e independizar ta adiclén de tiosulfato de dichas variaciones.

Med. Vet. Vol. 8 n." 6 1991

utilizé un soplante de 0.37 KW (GEBR,
Becker) con un flujo de unos 50 m3 de
aire ala hora. Para declorar el agua de
entrada se utilizé un filtro de carbono
activo de 1 x 0.3 m (SETA) y una
solucién de 25 g/l de sodio tiosulfato
(Panreac) con goteo continuo en el
agua de entrada (concentracién final
de tiosulfato de 0.8 mg/l). Para enfriar
el agua se utilizé un refrigerante de
agua de 150 W de potencia (SOPAL,
Himel), y para desinfectar el agua de
salida de los acuarios se empleé un
ozonizador (Model 100, Sander), asf
como pastilias de acido tricloroisocia-
narico de 600 g (CTX-380). Regular-
mente se midid y se registrd en un
cuadernoc la temperatura del agua, asi
como su pH y su contenido en cloroy
nitritos utilizando los test Nitriver 3 y
DPD Total Chlorine de Hach (Love-
land, CO). Durante la realizacién de
los experimentos se fueron cambian-
do y mejorando otros detalles acerca
de las instalaciones.

Disefo de instalaciones

Para hacer los estudios de inmuni-
zacidn-proteccion, se realizaron va-
rios disefios de instalaciones de acua-
rios en sistema abierto de flujo de
agua.

El disefio preliminar y el disefio. me-
jorado aparecen descritos en la Fig. 1
con las variables descritas en las Ta-
blas 1l y lIl.

El caudal total de agua se reguld a
10 I/min, que correspondia a 1 I/min
por acuario en las instalacionss mejo-
radas. Uno de los principales proble-
mas fue el de la neutralizaciéon del
cloro presente en el agua de ciudad
(aproximadamente 1 mg/l). En el dise-
fio preliminar se utilizé un filtro de car-
bén activo, consiguiéndose reducir a
cantidades no detectables la presen-
cia de cloro. Ademés para neutralizar
el cloro se afadié tiosulfato sédico (9
gotas/min de una solucién madre de
20 g/l). Durante estos ensayos se de-
mostré la eficacia del tiosulfato sédico
para neutralizar el cloro (Tabla 1),
mientras que el filtro de carbono deja-
ba pasar cantidades de 0.1 05 mg/| de
cloro que se consideran dosis téxicas
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Fig. 2. Resultados de la infeccion experimental de truchas con el aislado
VHS-144.

Diecisiete truchas de 5-10 g de peso corporal se dispusieron en acuarios
de 12 |, alimentados con agua declorada vy aireada. La temperatura se
mantuvo entre 8-10°C. La mortalidad se registrd diariamente. (—( tru-
chas no infectadas; /= truchas infectadas con 107 DICTso/ml de virus
tratado con 1% Triton x 100; @ —@ truchas infectadas con 107
DICTse/mil.

TABLAN

Céleulo de la cantidad de tiosulfato sddico necesaria para neutralizar el cloro del flujo del agua
de Madrid utilizada en los acuarios.

1. Cloro toxico en el agua:
- La concentracion media de cloro gas (Clz) es de Tmg/l
- Dispciacion:  Cla 77— CIH" + ClOH*
71g 355¢g 355¢
cloro gas cloro disuelto
- La concentracion del cloro téxico (C1 O) es ta mitad de la concentracion de cloro
gaseoso, 0.5 mg/l.

2. Tiosulfate para neutralizar 0.5 mg/l de cloro tdxico:
- Reaccion: SeOgNaz . 5Hz0  + 4010 —— 2804 +4CI +2H"
248 g 140 g
tiosulfato sodico solido cloro disuelto
- 0.5 mg de cloro toxico se neutralizan con 0.88 mg de tiosulfato sédico sélido.

3. Tiosulfato para neutralizar 10 I/min de agua:
- El flujo de cloro téxico a 10 Vmin es de 5 mg/min.
- La cantidad de tiosulfato necesaria es de 8.8 mg/min.
- De tiosulfato sédico al 2% (20 g/l) se necesitan 440 pl/min 6 8.8 gotas/min.
(1 gota = 50 ).

El goteo puede efectuarse por gravedad pero es mejor utilizar una bomba peristéltica para
evitar las frecuentes obstrucciones de las conducciones.
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Fig. 3. Fotografia de trucha arco iris infectada experimentalmente
con virus de la SHV.

crénicas para alevines de trucha. Con
el fin de mantener la temperatura del
agua constante a unos 10°C se utilizo
un refrigerador de agua, que fue inca-
paz de enfriar los volimenes de agua
del circuito abierto utilizados en estos
disefios. Otro de los principales pro-
blermas encontrados en las instalacio-
nes preliminares fue el de las variacio-
nes diarias de presion de agua, lo que
dificultaba la dosificacidn de tiosulfato
sodico.

Para disminuir las oscilaciones de
presidn se incorpord un tangue a la
entrada de agua ( con un filtro de are-
na) de forma que el agua se distribu-
yera por gravedad hacia los acuarios
y se pudiera regular el tiosulfato inde-
pendientemente de la presion de en-
trada del agua. En el disefio definitivo,
ademas de este cambio, se elimind el
enfriador de agua, y se redujo el nd-
mero de acuarios a 10. Para declorar
el agua se utilizo sdlo el tiosulfato so-
dico a una concentracion final de 0.8
mg/l. Durante el afio 1988 se registra-
ron las temperaturas del agua sema-
nalmente, y se comprobd que durante
los meses de Diciembre a Abril las
temperaturas oscilaban entre 8 vy
12°C. A estas temperaturas la SHY se
desarrolla con maxima virulencia. De-
bido a que estos meses del afio coin-
ciden con la fase de alevinaje de la
trucha arco iris, edad a la cual esta
especie es altamente sensible al virus
de la SHV, las infecciones experimen-
tales se llevaron a cabo durante los
meses arriba citados.
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TABLA Il

Tamano del tanque, densidad de peces, temperatura del agua y nimero de cambios por hora
de distintos sistemas abiertos utilizados en infecciones experimentales de trucha arco iris con
los rabdovirus de la NHI y de la SHV.

Tamafio | Temperatura Ne Densidad| Peso/| Virus Referencia
tanque °C cambios| truchas | trucha,
L hora a/l. [+
80 4-21 2.8 0.1 0.3 NHI | Hetrick et al, 1979 (17)
100 4 ? 5.6 200 SHV | Neukirch, 1986 (22)
16 8 ? 1,6 25 SHV | Neukirch and Glass, 1984 (23)
10 8-12 ? 7.5 1-25 SHV | De Kinkelin and Bearzotti,
1981 (12)
6 10 3 8.0 0.5-4 SHV | De Kinkelin and Le Berre,
1977 (11,13)
12 10 1.5 7.0 5 SHV | Disefio preliminar
30 10 2 2.7 2 SHV | Disefio definitivo

?= L.os autores no dan el dato. NHI= Necrosis Hematopoyética Infecciosa. El nimero de cam-
bios por hora se refiere al agua de los tanques.

12-14°C 10-11°C TEMPERATURA
0 23
' ' DIAS POSTINFECCION
10° DICTs0/ml 10° DICTs0/mi
INMUNIZACION CONTRAPRUEBA
Virus atenuados SHV - 144
virulento

Fig. 4. Esquema de la estrategia del experimento de proteccidn cruzada. Diez acuarios de 30 |
se llenaron con 38 truchas de 0.5-1 g por_acuario. Después de un periodo de 20 dias de
aclimatacién a 12-14C se infectaron con 10% DICTsa/ml con VHS Fy, Fa, 23.75, 144, 798, 471,
472, 689 y un control si virus. Las truchas resistentes generadas después de la inmunizacién se
contraprobaron 23 dias después con el aislado 144 virulento (aislado de trucha) a 10-112C de
temperatura con 10° TCIDso/ml.

Los acuarios de 12 | de las instala-
ciones preliminares se cambiaron por
otros de 30 |, por considerarlos insufi-
cientes para mantener densidades de
peces que fueran estadisticamente
significativas (Tabla Ill). Ademés se
aumenté la renovacién de agua de los
acuarios a 2 cambios por hora.

Primeros ensayos
Con el fin de comprobar las condi-

ciones de infeccidn, el funcionamiento
de la instalacion y la virulencia del
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aislado 144, se realizaron varias infec-
ciones con este virus en las instalacio-
nes segln el disefio preliminar. Se uti-
lizaron truchas de entre 5y 10 gy se
mantuvieron en acuarios de 12 litros a
82C. La infeccion se hizo por bafio
durante 2 h en 1 | de agua conteniendo
105 DTIC so/ml.

Experimentos de proteccion cru-
zada

Una vez mejoradas las instalacio-
nes y las condiciones experimentales

de las infecciones, se disefi¢ un expe-
rimento en el que se pudiera estudiar
la virulencia y la inmunogenicidad de
los virus con los que se ha experimen-
tado en este trabajo. El disefio del
experimento (Fig. 4) consta de una
primera infeccién (inmunizacién) en
condiciones benignas con todos los
aislados (temperatura alta, dosis baja
y virus atenuados) y una contraprugba
con virus 144 virulento.

Se utilizaron acuarios de 301 con 36
alevines de trucha arco iris de 0.5-1 g
por acuario. Los peces se infectaron
primero mediante bafio frio durante 2
horas en 1-2 | de agua con 10°
DICTso/ml de cada uno de los virus
atenuados por 10 pases en EPC: Fq,
Fo; 23.75; 144, 689; 798; 471y 472. A
los 23 dias post infeccion se realizd la
contraprueba con el virus 144 virulen-
to (aislado de trucha infectada me-
diante 2 pases por EPC), también me-
diante bafio y a una concentracién de
10® DICTs0/ ml. La temperatura del
agua durante la primera infeccién os-
cilé entre los 12 y 142C, siendo esta
temperatura algo elevada para la épo-
ca del afio (Diciembre). Las mortalida-
des se registraron diariamente, y los
peces muertos se congelaron a -40°C
hasta que se procesaron para su estu-
dio virolégico.

RESULTADOS
Primeros ensayos

A los 7.5 dias post-infeccién la mor-
talidad alcanzé el 50% de las truchas
(Fig. 2). Las truchas afectadas mostra-
ron una alteracién de la natacién con
subidas y bajadas verticales. Se ob-
servé un oscurecimiento generalizado
de la superficie corporal y ojos salto-
nes (Fig. 3). También se observé ia
presencia de hemorragias en las ale-
tas y distensién abdominal con pre-
sencia de liquido ascitico en esta cavi-
dad.

En otro ensayo, las truchas infecta-
das, una vez iniciadas las muetrtes, se
aclimataron a 15°C sin que este au-
mento de la temperatura produjera
una reduccién de la tasa de mortali-
dad. En otra experiencia se comprobd
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como el virus tratado con Triton x100
(detergente no idnico) al 1% perdia su
poder patdégeno (Fig. 2). El virus se
volvié a aislar en cultivos celulares de
EPC a partir de homogeneizados de
rifién anterior, bazo e higado de trucha
moribunda a los 9 dias post-infeccion
con un titulo de 8 x 10° DICTso/g de
tejido.

Experimentos de proteccién cru-
zada

Las bajas mortalidades obtenidas se
detallan en la Fig. 5. Sélo con dos
virus, el 798 y 472 se superd el 20%
de mortalidad, con un 31.9 y un 50%
respectivamente. (Fig. 5). Cinco virus
(F1; Fa; 23.75; 689; 471) registraron
una mortalidad del 17.7%. De los pe-
ces muertos durante la infeccién se
pudo aislar virus en los alevines infec-
tados con los virus 23.75, 798 y 472,
Durante la infeccién los peces comen-
zaron a mostrar sintomas de la enfer-
medad al 4° dia post-infeccidn, desta-
cando en ellos la alteracién de la
natacién con cambios bruscos de di-
reccién y el oscurecimiento de la su-
perficie corporal. Menos frecuente fue
la presencia de hemorragias y de exof-
talmia. Los peces infectados con el
virus 798 fueron los que mostraron
una sitomatologfa mas pronunciada.

El dia 19 se registré la Ultima muerte
y 4 dias después se realizé la contra-
prueba con el virus 144 virulento sobre
los peces supervivientes. Cinco dias
después se dieron las primeras muet-
tes en el grupo control (peces sin pri-
mera infeccién). Todas las mortalida-
des se registraron diariamente y se
expresaron en porcentaje respecto al
nimero inicial de peces al comienzo
de la contraprueba (supervivientes de
la primera infeccién). Las superviven-
cias a la infeccién y a la contraprueba
se comparan en la Fig. 5. En la con-
traprueba se consiguieron mortalida-
des del 100% en los peces control y en
los inmunizados con los virus Fi,
23.75'y 471. Para los virus F2 y 23.75
y para el control, el tiempo en el cual
se llegé al 50% de la mortalidad fué el
mismo (8,5 dias). En los demas casos
se observo un retraso en la mortalidad
de unos 4-5 dias (entre 12,5y 13,5
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Fig. 5. Supervivientes después de la infeccién ([7]) y después de la contraprueba (). En la
Fig. se represenian los porcentajes de supetvivencia a la infeccion y a la contraprueba. Se
considerd como 100% el nmero de peces existentes antes de realizar la infeccion y antes de

realizar la contraprueba, respectivamente.

dias). De estos grupos (F2, 144, 689,
798, 471 y 472), a excepcién del 471,
todos experimentaron del 30 al 60%
de supervivencia (Fig. 5).

DISCUSION

A la hora de disefiar instalaciones
para las infecciones experimentales
hubo que solventar varios problemas
que permitieran que los peces estuvie-
ran en condiciones 6ptimas.

Uno de los sistemas mas generali-
zados es el de los acuarios en sistema
cerrado. Estas instalaciones no son
las ideales para estudios de infeccio-
nes de larga duracion. En ellas se acu-
mulan grandes cantidades de nitritos
(téxico para las truchas), por lo que
para evitar este problema se utilizan
densidades bajas de peces. Estas
condiciones dificultan el empleo de
cantidades de peces estadisticamente
significativas en experimentos compa-
rativos como son los de inmunizacion
y vacunacion, por lo que el empleo de
acuarios en sistema abierto con reno-
vacidn constante de agua se hace ne-
cesario, Este disefio plantea el proble-
ma de la decloracién del agua de
cludad (Madrid). En este trabajo se
han probado dos sistemas para resol-

ver este problema: un filtro de carbdn
activo y la neutralizacién del cloro con
tiosulfato sédico. El filtro de carbono
no ha dado resultados éptimos, pués
deja pasar cantidades pequefias de
cloro (0.1 mg/l) de efecto téxico para
los alevines de trucha. Ademas, su
saturacion y desorcién al elevarse las
temperaturas en primavera, ocasiona
problemas de manejo. El tiosulfato s6-
dico se ha mostrado como un buen
sistema para resolver este problema.
Por otra parte, la SHV es una enferme-
dad que se da en aguas frfas (8-14°C),
lo que en Madrid hacia necesatio en-
friar el agua durante los meses de
Mayo a Noviembre para poder realizar
infecciones a lo largo de todo el afio.
El enfriador de agua utilizado en este
trabajo se mostrd insuficiente para en-
friar a 102G un flujo de agua de 10 I/min
a 209C, por lo que las infecciones se
realizaron durante los meses de Di-
ciembre a Abril.

En las primeras infecciones experi-
mentales con el aislador 144 se pudo
comprobar la adecuacién de las insta-
laciones, asi como la cinética y otras
caracteristicas de la enfermedad. Tan-
to la mortalidad, 100%, como la curva
de esta se corresponde con lo descrito
por otros autores (12, 16). La enferme-

Virus de la septicemia hemorragica viral de los peces




dad cursé de forma aguda la sintoma-
tologia fue la caracteristica de la SHV
y se pudo aislar el virus a partir de las
truchas muertas.

El tiempo después de la infeccion
con el 50% de mortalidad fue de 7.5
dias (Fig. 2). Este tiempo es demasia-
do corto para generar una respuesta
inmunitaria en las truchas, por lo que
se ensayaron las condiciones expeti-
mentales para conseguir que un alto
porcentaje de truchas tuviera la opor-
tunidad de generar mecanismos de
defensa. Estas condiciones fueron:
utilizar aislados atenuados por 10 pa-
ses en cuitivos celulares, utilizar una
dosis media de infeccion (10° DICTso
/ml) y utllizar una temperatura mode-
rada 12°-4°C durante la infeccién. Los
supervivientes de esta infeccion guar-
darfan la informacién inmunolégica
para ser contraprobados con un aisla-
do virulento y comprobar asf su posi-
ble proteccién.

Se han realizado pocos estudios de
variabilidad y comparacién de |a pato-
genicidad de los serotipos y aislados
de SHV. Vestergard-Jorgensen (1976)
(28) estudiando la patogenicidad de
aislados del virus de la SHV observd
mortalidades que variaban del 50 al
90%, pero la enfermedad evoluciond
de forma similar en todos los casos y
todos los virus fueron neutralizados
por un suero de conejo anti-SHV Fy.
Puesto que la comparacién de la viru-
lencia de los diferentes serotipos no
ha dado resultados diferenciadores,
posiblemente debido al curso agudo
de la enfermedad, la comparacién de
virus del grupo de la SHV debe hacer-
se con experimentos de proteccidn
cruzada entre aislados lo que aportara
mas informacién acerca de la inmuno-
genicidad de los virus a estudiar. Al
trabajar con alevines de trucha, por
ejemplo de 1 g, uno se enfrenta a la
dificultad de obtener sangre en una
cantidad suficiente, que en técnicas
serolgicas permita correlacionar los
resultados obtenidos in vivo con otras
pruebas de laboratorio como la neutra-
lizacién. Por otra parte, no esté claro
que la neutralizacién sea la técnica
idénea a utilizar puesto que neutraliza-
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cién no es sinénimo de proteccién. En
el virus de la SHV se sabe que puede
haber proteccién frente a una contra-
prueba sin que se detecten anticuer-
pos neutralizantes (16), pero esta ob-
servacion no permite aclarar si este
estado inmune es debido a una inde-
tectable aunque eficiente respuesta
humoral o bién es debido a una res-
puesta inmune celular. Recientemen-
te, en el virus de la rabia se ha com-
probado la importancia que en la
proteccidén tiene la respuesta inmune
de base celular (15).

En este trabajo se disefaron experi-
mentos que permitieran comparar {a
inmunogenicidad de los diferentes ais-
lados frente a uno de elios escogido
como patron comparador. Para ello se
hacia necesario la obtencién de va-
riantes atenuadas de esos aislados
que permitieran obtener truchas inmu-
nizadas con las distintas variantes (11,
13, 17, 19, 22). Mediante pases celu-
lares en una linea celular se puede
conseguir esta atenuacién de la viru-
lencia. Todos los virus se pasaron 10
veces por la linea celular EPC (una
linea celular de ciprinidos) y al infectar
a alevines de trucha mostraron pérdi-
da de virulencia (Fig. 5). Solo dos virus
(798 y 472) dieron mortalidades supe-
riores al 20%.

Los alevines supervivientes a la in-
feccién con los diferentes virus ate-
nuados se contraprobaron con el virus
virulento para ver el grado de protec-
cién cruzada que estos virus inducfan.
Los peces inmunizados con los dife-
rentes virus atenuados mostraron dife-
rentes grados de proteccidn frente al
virus virulento. Parece claro que las
diferencias encontradas no se deben
a la metodologia utilizada en el expe-
rimento, puesto que es la misma par
todos los virus y con unos se logrd
proteccién y con otros no. Ademas, los
virus que no confirieron proteccién
frente al virus 144 virulento, F1 y 23.75
(a excepcién del 471) son diferencia-
bles entre si por sueronsutralizacién
(20). Los datos obtenidos sugieren
una mayor semejanza entre el seroti-
po F2 con los aislados estudiados que
con los serotipos F1y 23.75. Lo que no

esta tan claro es el hecho de que las
diferencias encontradas en la protec-
cion {de un 30 a un 60% de supervi-
vientes) no se deban a caracteristicas
intrinsecas de los virus tales como su
poder inmunégeno. Asi, por ejemplo,
los aislados 689 y 798 confirieron una
proteccién mayor frente al virus viru-
lento que frente al virus homélogo ate-
nuado. Parece claro que mediante es-
tos estudios se pueden obtener datos
que podrian aclarar los mecanismos
inmunolégicos contra la SHV, pero se-
rfa necesario el profundizar en el co-
nocimiento de la respuesta inmune,
tanto de base celular como humoral
(25, 28).

La respuesta humoral, mas que me-
diante estudios de sueroneutraliza-
cién con anticuerpos de conejo, debe-
rfa estudiarse por medio de pruebas
de inmunidad pasiva en la trucha, y la
adecuacién de técnicas como son las
pruebas de estimulacién de linfocitos
gue aportarian, sin duda, mas datos
sobre la respuesta celular y la memo-
ria inmunolédgica.

Los estudios de variabilidad in vivo
mediante infecciones experimentales
han revelado la importancia de esta
metodologfa al aportar diferencias, en
principio, no esperadas debido a la
escasa variabilidad encontrada duran-
te los estudios in vitro (1,2).

Se ha demostrado la posibilidad de
proteger truchas frente a diferentes
variantes del virus de fa SHV, lo que
favorece el desarrollo de posibles mé-
todos de prevencién contra esta enfer-
medad virica.
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Summary: The viral haemorrhagic septicaemia (VHS) is a disease affecting to a number of important species
in Aquaculture such as trout, salmon, sea bass, turbot and eel. The present investigation deals with the
comparative tests of inmunization-challenge of the first isolates of the viral haemorrhagic septicaemia virus in
Spain. The virus isolates differ in geographical location, year of isolation and host species and they were
compared to the international reference serotypes (F1, F2 and 23.75). The results obtained suggest that it will
be possible to confer protection to the animals immunized with the different attenuated virus isolates against
the challenge with virulent virus and that the spanish isolates are more related to the F2 serotype rather than

to the other serotypes.
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