Variabilidad del virus de la
septicemia hemorragica viral de la

trucha en Espana.

Resumen: Cinco aislados espafioles del virus de la SHV o Septicemia He-
morrégica Viral de la trucha se han estudiado comparativamente.

El aislado 144 identificado en Espafia en 1984, serotipo F;, se ha purifica-
do y caracterizado. Se ha utilizado este virus para producir ascites conte-
niendo anticuerpos policlonales en ratén. Por inmunoprecipitacién con es-
tos anticuerpos, no se ha detectado variabilidad proteica entre cinco ais-
lados espafioles y tres cepas de referencia del virus de la septicemia
hemorrégica viral. Se ha detectado heterogeneidad en la region de la pro-
teina N (38 KDa) en todos los aislados y cepas de referencia. La utilizacién
de anticuerpos monoclonales anti-SHV pone de manifiesto algunas varia-
ciones antigénicas por ELISA. La infeccién experimental de truchas con
este virus en acuarios controlados produce un 50% de mortalidad a los 7
dias después de la infeccién, pudiendo reaislarse virus infectivo de las tru-
chas muertas.

Palabras clave: Septicemia hemorragica viral. Variabilidad, purificacién. In-

feccidon experimental.

INTRODUCCION

La produccién actual de truchas en
Europa alcanza unas 112.000 Tm. Los
principales paises productores son:
Francia (25%), Dinamarca (20%), Ita-
lia (19%), Espafia (13%) y Alemania
(12%). En Espafia la produccién ha se-
guido un incremento constante desde
1964 hasta la produccion actual, que
se sitla entre 15.000-20.000 Tm/afio.
Ello supone 50 a 70 millones de tru-
chas y una importacién de 200-400 mi-
llones de huevos {10, 17).

Estas producciones estan amenaza-
das durante el engorde, principaimen-
te, por la Septicemia Hemorragica Vi-
ral (SHV). Asi, entre el 30 al 60% de
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la produccién anual de salménidos se
pierde por infecciones de SHV en dos
paises vecinos de Espafia: Francia e
Italia. La SHV produce una mortalidad
cercana al 100% en piscifactorias afec-
tadas (17). En Espafia se han diagnos-
ticado desde 1980, un total de 22 in-
fecciones que afectaron a més de
5.000 Tm de produccién {Cachafeiro,
comunicacién personal), En el INIA se
han aislado e identificado 7 brotes en
los Ultimos 4 afios (9).

El virus de la SHV es similar al virus
de la rabia de mamiferos y al de la Ne-
crosis Hematopoiética Infecciosa (NHI)
de los salménidos, existente en Nor-
teamérica, Aunque muy similares los
virus del SHV y de la NHI no tienen
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reacciones cruzadas por seroneutrali-
zacion. El virus se transmite horizon-
talmente a través del agua por los pe-
ces infectados y los portadores (16), y
verticalmente a través de la superficie
de huevos infectados, El virus de la
SHV se caracteriza por su morfologia
en forma de bala, su membrana lipidi-
ca y sus proyecciones de glicoprotei-
nas (11). Su genoma es de unas 11.000
bases de RNA de polaridad negativa,
codificando 4 proteinas virales: la po-
limerase L (190 KDa), la glicoproteina
G (65 KDa), las proteinas de la matriz
Mz y My (25 y 20 KDa, respectiva-
mente) y la nucleocapsida N fosforila-
da (40 KDa). Estas proteinas se han
mapeado en el genoma del virus de la
NH! en el orden 5'L-G-Ms-M;-N 3,
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ademas se ha descrito una proteina no
viral (12 KDa) que mapea entre Ly G
(17). El virus de la SHV tiene 3 varian-
tes antigénicas definidas por seroneu-
tralizacion descritas como Fy, Fp v
23.75 (9, 10).

Actualmente no hay una vacuna
para controlar los brotes de SHV. Ade-
mas los métodos de deteccién actua-
les del virus se basan en procedimien-
tos trabajosos o no suficientemente
sensibles (9). El estudio de {a variabili-
dad del virus de la SHV de la trucha
en Espana es necesario, tanto para co-
menzar a evaluar las posibilidades de
prevencioén, como para mejorar los mé-
todos de diagnostico. En este trabajo
se reportan los primeros resultados de
esta investigacion.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento de virus SHV

Los aislados de SHV en Espafia se
obtuvieron a partir de cultivos de cé-
lulas epiteliales de carpa (EPC) duran-
te los afios 1984 a 1986 (10). Estos ais-
lados fueron identificados por seroneu-
tralizacién utilizando suero de conejo
anti-SHV. Los antisueros fueron el anti
F; {cedido por el Dr. V. Jorgensen) y
el polivalente anti Fy, F, y 23.75 (cedi-
do por el Dr. Kinkelin), segtin se ha
descrito con anterioridad (9). Se han
estudiado 3 aislados en trucha arco iris
(el 689, aislado en Galicia en 1984; el
471, aislado en Navarra en 1986 y el
144, aislado en Salamanca en 1984),
uno en barbo (el 789, aislado en Ara-
gdn en 1986) y uno en salmoén (el 472,
aislado en Cantabria en 1986).

Produccién y purificacién

El aislado 144 se purificd por triple
clonaje en células EPC segln Kinkelin
{12) y se amplificd por 3 pases a baja
multiplicidad de infeccién. La purifica-
cién se llevd a cabo segun el procedi-
miento descrito por Kinkelin (12).

Se utilizé medio MEM modificado
por Mac Pearson y Stocker BHK 21 o
RPMI-1640 (Flow, Ayrshire, Scotland),
10% suero fetal de ternera con 100
wg/ml estreptomicina, 100 Ul/ml peni-
cilina y 60 Ut/ml micostatina o con-25
pg/ml gentamicina 1 ug/ml fungizona,
10 mM- Hepes, 28°C en 5% de CO-
en aire. Después de la infeccién con
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0,001 virus por célula, el medio se pasé
a 2% suero fetal de ternera y las célu-
las se dejaron a 14°C sin CO, hasta la
destruccidin total del tapiz {unos 4-6
dfas). El sobrenadante se homogenei-
z6 pasédndolo por un Potter, por
congelacion-descongelacion o por so-
nicacién (3 pulsos de 15" a 40 W), El
precipitado a 3.000 g 30 min se elimi-
né y el sobrenadante se puso a 7% po-
lietilenglicol 6.000 y 2,3% CINa, man-
teniéndose con agitacion a 4°C duran-
te al menos una noche. Después se
centrifugd a 10.000 g 45 min. El preci-
pitado se disolvié en tampon TNE
(0,95 M Tris, 0,15 M CINa, TmM
EDTA, pH 7,6) a 1/30 del volumen ini-
cial. La solucién opalescente resuttan-
te se centrifugd a 80.000 g 270 min so-
bre un gradiente de 15-45% de saca-
rosa en TNE (Beckman L5-75 rotor
SW27). La banda conteniendo el virus
se concentrd a 80.000 g 270 min en
TNE (9, 12).

Titulacién del virus de la SHV

La titulacién del virus se hizo en pla-
cas de 96 pocillos tapizadas con EPC
en 100 ul de medio con 10% suero fe-
tal de ternera y guardadas a 14°C en
atmosfera de 5% CO, en aire hasta el
momento de la infeccién, con un 80%
de confluencia, aproximadamente.
Después de quitar el medio se afiadie-
ron 20 ul de diluciones del virus seria-
das de b en 5 o decimales en medio
completo al 2% de suero fetal de ter-
nera, se incubd durante 1 hora a 14°C,
se afiadieron 100 pl de medio al 2%
y se incubd durante 5-7 dias a 14°C
hasta observar efecto citopatico. El t-
tulo se definié como la mitad del in-
verso de la Ultima dilucién que dio
efecto citopéatico: DICT/50/ml {9).

Las proteinas viricas se valoraron
por A280 nm, considerando una absor-
cién e de 1,4 o por el método de Brad-
ford, segtin Coll {2).

Andlisis de las proteinas viricas
por inmunoprecipitacién

Se llevo a cabo por electroforesis en
geles de poliacrilamida del 15% (2).
Para el anlisis de las proteinas de los
distintos aislados, se hicieron infeccio-
nes a un virus por célula en tapices de
EPC en placas Nunc (Kamstrup, Den-
mark) de 96 pocillos, como se descri-
bié arriba. A las 24 h después de la in-
feccion se  afiadid metionina 3°S

{Amershan, Paris, Francia) a una con-
centracién final de 200 uCi/ml. Una vez
que la infeccién destruyd totalmente
el tapiz, el sobrenadante bien se inmu-
noprecipitd con antisuero anti-SHV po-
livalente (mezcla de F;, F, y 23.75) do-
nado por el Dr. Kinkelin siguiendo el
método de Alcaraz et al. (1), o bien se
inmunoprecipité con ascites anti-SHV-
144, El sobrenadante se congeld y des-
congeld. A 10 ul de sobrenadante se
le afiadieron 10 ul de 1% NP40 en
PBS, (NaC! 0,15 M, NayPO,, pH 7,6),
0,1% mertiolato y se agité 15 min a
temperatura ambiente. Después se
anadieron 20 ul de ascites anti-SHV, se
dejo a 4°C toda la noche y se adicio-
naron 40 ul de antisuero anti-
inmunoglobulinas de raton (Nordic, Til-
burg, The Netherlands) diluidos 1/3 en
PBS, 0,1% mertiolato. Después de 1
hora de incubaciéon con agitacién a
temperatura ambiente, los precipita-
dos a 10.000 g 5 min se lavaron 3 ve-
ces con PBS, 0,1% mertiolato. Por Gl
timo 20 ul del precipitado se disolvie-
ron en tampon de muestras de
electroforesis. La preparaciéon de las
muestras, secado de! gel, exposicion
sobre Hyperfilm TM-MP (Amershan,
Paris, Francia), revelado y otros deta-
lles se hicieron segun se describe en
Alcaraz et al. {1} y Coll (2). Como mar-
cadores coloreados se utilizaron los
marcadores azules de BRL (Bethesda,
MD, USA) y los arco iris de Amershan
{Paris, Francia). Una vez tefiidos con
Coomassie {Coll, 1978) o con nitrato
de plata (Biorad, Richmond, California,
USA\) los geles se densitometraron con
un Beckman model CDS-200 a una
longitud de onda de 600 nm.

Obtencion de ascites anti-SHV
en ratén.

El virus SHV-144 purificado y con-
centrado se inyectd a ratones BALB-
C. Las inyecciones fueron intraperito-
neales de 200 ul por ratén (25 pg de
protefna virica) cada mes durante 4
meses. La primera inyeccién se hizo
con adyuvante completo de Freund’s,
las restantes con el adyuvante incom-
pleto (8). A los 4 meses, células del
mieloma X63/Ag 8653 se inyectaron a
ratones (1 x 108 células por ratén) y
después de 10 dias se extrajeron liqui-
dos asciticos mediante inyecciones de
suero salino (3). El ascites se obtuvo
seguin se describe en Coll (3). El asci-
tes se precipité a 50% saturacién de
sulfato aménico, se disolvié en PBS
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0,1% mertiolato, se dializd extensiva-
mente y se guardo a 4°C. Se compro-
b6 la actividad anti-virus de SHV me-
diante ELISA de competicién utilizan-
do placas pegadas con virus SHV.,
Tanto el virus SHV purificado como el
antisuero anti-virus SHV-F; de refe-
rencia competian con la reaccidn
ascites-virus SHV pegado mientras
que el extracto celular de EPC no in-
fectada no competia (datos no mostra-
dos}. Unos 500 ug de virus SHV pre-
cipitado por polietilenglicol se separa-
ron por electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones desna-
turalizantes y después se transfirieron
a nitrocelulosa y se revelaron con anti-
SHV siguiendo los métodos descritos
para inmunoblotting por Lorenzen et
al. y Martinez y Coll (13, 14).

Antigenicidad frente a
anticuerpos monoclonales

Se llevd a cabo por enzimoinmu-
noensayo en fase solida (ELISA), se-
gln los métodos descritos por Marti-
nez y Coll (14, 15).

Se utilizaron inmunoglobulinas de
conejo anti-inmunoglobulinas totales
de ratdbn marcadas con peroxidasa
{Nordic, Tilburg, The Netherlands) y
protegidas por adicién de hemo (4). La
fase sélida utilizada fueron placas de
poliestireno de 96 pocillos Dynatech
(Plochigen, West Germany) recubier-
tas con 0,2 ug de proteina virica por
pocillo. El tempdn sustrato utilizado se
describe en Coll (7). Los anticuerpos
monoclonales utilizados como sobre-
nadantes de cultivo de hibridomas anti
N y anti M,, fueron cedidos por el Dr.
Vestergard Jorgensen (13).

Infecciones experimentales

Diecisiete truchas entre 5y 10 g li-
bres de virus segln anélisis de labora-
torio (9} se mantuvieron en acuarios de
10 1 con agua declorada con tiosulfa-
to, tratada con un filtro de carbén ac-
tivo, aireada y con temperatura contro-
lada entre 8-9°C, La infeccion se hizo
con una dosis de virus de 10°
DICTso/ml durante 2 h en 1 | de agua
a 8°C. La mortalidad se registré dia-
riamente. De los peces muertos y con-
gelados se puedo aislar SHV en &l ri-
fién siguiendo la metodologia conven-
cional (9, 10).
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TABLA |
Purificacion del virus de la SHV
DICTgg x 10-7
Fraccion VD';]Ten imi Total %
Sobrenadante 250 0.3 100
Precipitado PEG 3 18,0 73
Filtrado G-25 20 1.8 48
Ultracentrifuga 8 2,7 28

El resultado se valoré por DICTsg seglin materiales y métodos. Se ha presentado la media de dos

titulaciones independientes.

RESULTADOS

Aislamiento y purificacién de los
virus de brotes de SHV en
Espafia

Los aislados que se estudian en este
trabajo, asi como la metodologia utili-
zada para su diagndstico se han des-

crito recientemente (9, 10). De los 7
aislados obtenidos, 5 se han podido
clonar y cultivar en células EPC. Tres
se han aislado de trucha arco iris, uno
de barbo y uno de salmén. El aislado
de trucha arco iris ndmero 144 se se-
lecciond para su posterior estudio, de-
bido a su alta virulencia en campo
comparado con los otros aislados.

2 n
CONCENTRACION [——1 3.000q 30
—_ P B
centrifugacidn -
7 descartar
40

- + PEG 7%
+ CINa 2.3%
+ 24had4oC .

descartar

ULTRACENTRIFU-~ 80.000g 270'
GACION —_— !
ultracentrifugacién L

Fig. 1. Esquema de purificacion de SHV.
Tiene 3 pasos; 1) obtencién del virus en cantidad, 2) concentracion con PEG después de eliminar res-
tos celulares, y 3) purificacién por ultracentrifugacion.
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Fig. 2. Caracterizacién de los reactivos utiliza-
dos por electroforesis en geles de poliacrilamida.
L.os reactivos se obtuvieron segtln se describe
en materiales y métodos. 1, virus SHV-144 pu-
rificado; 2, ascites policlonal anti-SHC-144 ob-
tenido en ratén y purificado por precipitacion en
sulfato amdnico; 3, proteinas viricas reconocidas
por el ascites policional anti-SHV-144 por inmu-
noblotting. G, N, M1 y Mz, nomenclatura de las
proteinas virales. Los nimeros a la derecha son
los pesos moleculares en KDa de los marcado-
res.

En algunos de los primeros ensayos
se comprobd que el rendimiento de vi-
rus obtenido era bajo (0,15 x 107
DICTso/ml) respecto a 107-108 reporta-
do por otros autores {12). Por lo tanto
se estudié la produccion del virus SHV
en células EPC en varios medios de
cultivo y en diferentes condiciones de
gaseo; Con el medio RPMI 1640 se
produjeron de 60 a 150 veces més vi-
rus que con el medio DMEM, tanto en
presencia como en ausencia de COa.
En presencia de CO; aunque el efec-
to citopatico tarda casi el doble de
tiempo en aparecer (9 dias compara-
do con 4-5 dias) se produce de 12 a
30 veces mas virus que sin CO,. Re-
sultados similares se han observado en
tres experimentos distintos.

La Tabla | muestra los resultados de
una purificacion tipica de virus SHV,
segln el esquema representado en al
Fig. 1. La Fig. 2 muestra los perfiles de
proteinas obtenidos con el virus puri-
ficado,

Una vez observado un efecto cito-
pético completo, el cultivo puede de-
jarse 2 dias més a 14°C sin disminu-
cién del titulo. La congelacién-descon-
gelacién de los cultivos ha dado resul-
tados variables aumentando &l titulo
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unas 10 veces o disminuyéndolo unas
50 veces, segun los experimentos. La
concentracion con polietilenglicol
aumenta la actividad especifica 60 ve-
ces, disminuye el volumen y se recu-
pera el 73% de la infectividad. Ade-
mas, el perfil de proteinas del concen-
trado de PEG por electroforesis es muy
similar al de después de la ultracentri-
fugacién (datos no mostrados).

El precipitado de PEG puede purifi-
carse mas por ultracentrifugacion {Ta-
bla I). Pero en este caso se pierde en-
tre el 76 al 88% de la infectividad. An-
tes de la ultracentrifugaciéon se expe-
rimentd la cromatografia en gel G-25
para eliminar el PEG. Este paso no es
aconsejable ya que aumenta las pér-
didas al 60%, y el volumen unas 6-7
veces (Tabla 1). Tanto el rendimiento
como la pureza se afectan por la dura-
cién de la ultracentrifugacion. El 6pti-
mo en ambos casos se encuentra a los
270 minutos (datos no presentados).

La eliminacién completa del suero
del medio de cultivo durante la infec-
cién (del 2% al 0%) aunque disminu-
ye el rendimiento de virus no afecta el
proceso infeccioso {(datos no presen-
tados).

La Fig. 2 muestra la composicién del
ascites anti-virus 144 con un 50% de
1gG, v el resto IgM y albdmina. Este
ascites reconoce la proteina G, Ny M
del virus de la SHV por inmunoblotting
(Fig. 2).

Variabilidad proteica y
antigénica

Las caracteristicas de las proteinas
de los aislados de SHV espafioles se

estudiaron por electroforesis en geles
de poliacrilamida en condiciones des-
naturalizantes y posterior autorradio-
grafia de las proteinas sintetizadas uti-
lizando metionina S e inmunopreci-
pitadas con antisuero anti-SHV (Fy, F,
y 23.75) de referencia y con ascites
anti-SHV 144,

La Fig. 3 muestra las bandas de pro-
teinas viricas inmunoprecipitadas por
el ascites anti-SHV 144, Resultados si-
milares se obtuvieron con el antisuero
polivalente anti-SHV.

Ambos anti-SHV inmunoprecipitan
las proteinas N, M, y M; de todos los
aislados espafioles y los virus-SHV de
referencia, en contraste con el NHI (al
que sodlo precipitan una proteina en la
regién N) y las células no infectadas.
Aparece también una proteina de bajo
peso molecular (<18 KDa) en todos los
inmunoprecipitados.

En todos los aislados, excepto el
NHI, aparece heterogeneidad en la re-
gidon N (33-38 KDa). Todos los aislados
y el F; tienen una mayor proporcién
de la proteina de 38 KDa que de la de
33 KDa en contraste con F, y 23.75.
En el aislado 471 y el F, se detecta
una tanda intermedia entre las 2 pro-
teinas de la region N.

Las intensidades de las bandas en-
tre los aislados variaban de experimen-
to a experimento posiblemente por la
dificultad de sincronizacién de las in-
fecciones. Por ejemplo, la aparente de-
bilidad del aislade 798 en la Fig. 3 no
era reproducible en otros experimen-
tos.

F'2 23.756 IHN

Fig. 3. Inmunoprecipitacién con ascites policlonal de ratén anti-SHV-144.

Autorradiografia de la electroforesis en gel de los inmunoprecipitados de los distintos aislados virales
con el ascites policional de ratén anti-SHV-144, después de un efecto citopético completo. N, My y
M2 son las proteinas virales inmunoprecipitadas. La Gltima banda coincide con el frente del gel.
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Fig. 4. Reconocimiento de los aislados de SHV
pegados en fase sélida por anticuerpos mono-
clonales anti proteinas virales N y My (ELISA).
Los anticuerpos monoclonales utilizados fuero
obtenidos contra la cepa Fy y cedidos por el Dr.
V. Jorgensen como sobrenadantes de cultivo de
los hibridomas correspondientes. Los anticuer-
pos policlonales utilizados de referencia se ob-
tuvieron contra el aislado 144 en ratén. Se utili-
zaron unos 0,2 ug de proteina viral pegados en
cada pocillo. Cantidad de proteina viral estima-
da por electroforesis de cada aislado. Otros de-
talles segiin materiales y métodos.

*, 471; A, 472; ,689; X, 789; , 144, o, SHV
referencia F1; , SHV referencia Fp; [J, SHV re-
ferencia 23.75.
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DIAS DESPUES DE LA
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Fig. 8. Infecciones experimentales con el aisla-
do 144 de SHV.

Diecisiete truchas entre 5 y 10 g se mantuvie-
ron en acuarios de 10 | con agua declorada, airea-
day a 8°C de temperatura. La infeccion se hizo
durante 2 hen 1| de agua a 8°C. La mortalidad
se registrd diariamente,

0—-0, peces no infectados, - , peces infecta-
dos con 105 DICTs0/ml de virus SHV tratados
previamente con Triton X100 al 1% durante 30
min;  O--0, peces infectados con 105
DICTgo/mi de virus VHS tratados previamente
con extracto de rifién de trucha; »—*, peces in-
fectado con 105 DICTsp/ml; — |, peces infecta-
dos con 108 DICTsp/ml y transportados a 15°C
en el dia 6.

Los 5 aislados del virus de la SHV
se identificaron por seroneutralizacion
utilizando antisueros de referencia in-
ternacionales anti Fy, Fyy 23.75. Los
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5 aislados podian seroneutralizarse con
el antisuero Fy.

La posible variabilidad antigénica se
estudio utilizando 2 anticuerpos mono-
clonales anti proteinas virales especi-
ficos para N y M.

Una vez concentrados por PEG, los
distintos aislados de virus de SHV, se
utilizaron para tapizar placas de ELISA
a una misma concentracion standari-
zada tanto mediante estimacion de las
proteinas virales por electroforesis,
como por reaccidn con ascites de ra-
ton anti-SHV. La Fig. 4 muestra el re-
conocimiento de los distintos aislados
por diluciones de los sobrenadantes de
los hibridomas productores de anti-
cuerpos monoclonales antiproteina N
y antiproteina M, del serotipo neutra-
lizante Fy. Tanto los anticuerpos anti-
N como los anti-M,, reconocen unas
2 veces mas intensamente el serotipo
de referencia F; que los F, y 23.75.
Los aislados 471, 472, 689 y 798 se
comportaron muy similarmente entre
si y en una posicion cercana {proteina
N) o similar (proteina M) al serotipo
de referencia Fy. El aislado 144, por
este método, es mas similar a los se-
rotipos de referencia Fa y 23.75.

Infecciones experimentales

Para comprobar la virulencia del ais-
lado 144, se realizaron varias infeccio-
nes experimentales con este virus. La
Fig. 5 muestra la virulencia de este ais-
lado que alin después de varios pases
en EPC es capaz de matar a la mitad
de la poblacion 6-7 dias después de la
infeccién. La experiencia demuestra
ademas la sensibilidad total del virus
al 1% Tritonx 100, asf como la sensi-
bilidad parcial al tratamiento con ex-
tractos de rifién de trucha. El aumen-
to de la temperatura a 15°C después
del dia 6 no parece alterar el curso de
la mortalidad. El virus se volvié a ais-
lar en cultivos celulares de EPC a par-
tir de homogeneizados de rifién de tru-
cha moribunda a los 9 dias después de
la infeccidn con un titulo de 8 x 10°
DICTs/g de tejido.

DISCUSION

Los estudios de variabilidad protei-
ca no han demostrado una variacion
importante entre los 5 aislados espa-
fioles estudiados y los 3 aislados de re-

ferencia, lo que es favorable al desa-
rrollo de posibles métodos de preven-
cién contra esta enfermedad virica.

Por otra parte, se ha encontrado una
heterogeneidad no descrita en la re-
gidn N (38 KDa). Al menos se han en-
contrado 3 bandas, 38, 35 y 33 KDa
sin que ello implique necesariamente
relaciones estructurales entre ellas.
Ninguna de estas 3 proteinas parecen
ser contaminantes puesto que son pro-
teinas cuya sintesis se induce por 1a in-
feccion (incorporacién de Met S%), se
inmunoprecipitan con antiascites anti-
SHV 144 y con antisuero anti-SHV po-
livalente, v, al menos una se detecta
por Coomassie en virus purificados
{Fig. 2). En el virus NH! procesado si-
multdneamente no aparece esta hete-
rogeneidad. No obstante alguna de es-
tas proteinas pudiera ser celular ya que
una proteina de parecido peso mole-
cular {40 KDa) se observa en extractos
de células no infectadas (separable con
el uso de gradientes) y aparece débil-
mente en concentrados purificados a
partir de células no infectadas. Loren-
zen et al. (13) encuentran una protel-
na de 33 KDa que reacciona por inmu-
noblotting con anticuerpos monoclo-
nales anti-N y sélo Kinkelin et al. {11)
la detectan en virus purificado. La exis-
tencia de heterogeneidad en las ban-
das N también pudiera explicarse por
una variabilidad en la fosforilacién de
esta proteina. Son necesarios mas da-
tos para decidir si estas proteinas es-
té&n relacionadas entre si, si son varia-
bles o celulares.

El pase por cultive y las manipula-
ciones efectuadas in vitro al virus no
alteran su capacidad infectiva (Fig. 5),
por lo que las estructuras encontradas
no parecen ser artefactos debidos a la
adaptacion del virus a las células EPC
utilizadas para su cultivo.

Los estudios de variabilidad antigé-
nica, aunque muy limitados por los po-
cos anticuerpos monoclonales anti-
SHV de que se dispone, muestran va-
riaciones en principio correlacionadas
con el aislante més virulento en cam-
po, sobre todo en cuanto se refiere a
la proteina' N. A este respecto aunque
la proteina G parece ser la inductora
de anticuerpos neutralizantes (13, 22),
la proteina N de rabdovirus se ha des-
crito recientemente como la que ayu-
da a la respuesta y a la memoria inmu-
noloégica (22). Todo ello resalta la im-

Septicemia hemorragica en trucha

429




portancia de estos estudios. Actual-
mente se estdn obteniendo anticuer-
pos monoclonales anti-SHV con el fin
de completar este estudio en nuestro
laboratorio.

Las metodologias puestas a punto
y los resultados obtenidos hacen que
estemos preparados a identificar nue-
vas variantes de SHV que puedan apa-

recer en un futuro, de cara a nuestra
incorporacion a la CEE con el consi-
guiente aumento de intercambio de
peces vivos. Por otra parte estas me-
todologias pueden aplicarse al desarro-
llo y estudio de nuevos métodos de
diagndstico, de prevencion ylo tera-
péutica de esta enfermedad de los sal-
monidos. En concreto, la amplificacién
de secuencias virales con la Taq poli-

merasa (19) y la utilizacion de sondas
de DNA (B) permitirian un aumento de
sensibilidad y una rapidez de diagnés-
tico capaces de detectar portadores.
Por otra parte, los anticuerpos mono-
clonales anti-inmunogliobulinas de tru-
chas se utilizardn también como mé-
todos complementarios para la detec-
cién de portadores (20, 21).

Summary: Five spanish isolates of the virus of the VHS or Viral Haemorrhagic Septicaemia have been studied
comparatively. The 144 isolate identified in Spain in 1984, serotype F,, has been purified and characterized. We
have used this virus for production of polyclonal antibodies ascites from mice. By immunoprecipitation we have
not detected any protein variation among 5 spanish isolates and 3 reference strains of the virus of the viral hae-
morrhagic septicaemia. We have detected heterogeneity in the region of the protein N (38 KDa) in all the isolates
and reference strains. The use of monoclonal antibodies anti-VHS shows some immunogenic differences among
the studied isolates by ELISA. The experimental infection of trouts in controlled aquaria produced 50% mortality
7 days after infection. Infective virus could be isolated from the death trouts.

Key words: Viral haemorrhagic septicaemia. Variability, purification. Experimental infection.
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