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La septicemia hemorragica viral de la trucha:
modelo para estudios de vacunacidén por subunidades

Basurco, B., Sanz, F., Estepa, A., Barrera, J. y Coll, J.M. P
Departamento de Sanidad Animal, INIA, Embajadores 68, 28012 Madrid ‘

Uno de los principales problemas de las vacunas por subunidades es su bajainmunogenicidad. Uno
de los principales objetivos de la investigacion actual es, por lo tanto, cémo estimular la respuesta
inmunitaria a un nivel suficiente para asegurar la proteccion contra la infeccion. Los experimentos
en este campo han cambiado poco desde Pasteur, son las pruebas de proteccion in vivo que utilizan
la resistencia a la infeccidn de animales de experimentacion previamente inoculados con la
supuesta vacuna. La vacuna adecuada para el antigeno/animal concreto es un problema de
prueba/error que hay que optimizar en cada caso con costosas pruebas in vivo. El modelo de la
septicemia hemorragica viral de la trucha (Fig. 1), tiene la doble ventaja de utilizar rabdovirus (el
modelo de rabia es en el que mas se ha avanzado en la vacunacién) y truchas (animales poco
evolucionados y cuya inmunologia puede ser mas sencilla de entender). Ademas los cultivos de
linfocitos nos permiten la realizacion de pruebas de "proteccién in vitro" con la consiguiente
economia de trabajo y tiempo, de cara al desarrollo de una posible vacuna por subunidades.

Importancia de la
septicemia hemorragica
viral (SHV)

Estos estudios se centran en el rab-
dovirus SHV, el agente patégeno
mas temido en la trucha, la especie
piscicola de mayor produccién en
Espafia (20.000/Tnvafio). Esta pro-
duccion supone de 50 a 70 millones
de truchas aduitas y una importacion
de 200-400 millones de huevos. La
produccién anual de truchas en Euro-
pa alcanza las 112.070 Tm, siendo
los principales paises productores:
Francia (25%), Dinamarca (20%),
ltalia (19%), Espafia (13%) y Alema-
nia (12%). Mas del 30% de la produc-
cién anual se pierde por infecciones
de SHV en dos paises vecinos: Fran-
cia e ltalia. En Espafia se han diag-
nosticado desde 1980, un total de 22
casos que produjeron 5.000 Tm de
pérdidas. Se ha demostrado también
mediante infecciones experimenta-
les que la lubina y el rodaballo son

sensibles a este agente, y se han
aislado rabdovirus en salmén, angui-
lay lenguado. El modelo SHV-trucha,
podra aplicarse a otras especies cu-
yo cultivo en Espafia comenzard a

ser importante y ademés tendra re-
percusiones internacionales en el
marco de la CEE. .
Esta enfermedad produce en una
semana una mortalidad alta (Fig. 2),
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Fig. 2 Crecimiento de la trucha arco iris y
periodos de mortalidad causados por el virus VHS

lo que implica una alta incidencia
econémica, ya que puede dar al tras-
te contodalaproduccién encualquier
momento. El Gnico remedio actual es
el sacrificio de todos los animales y la
desinfeccion de la piscifactoria,
puesto que no existen vacunas. Por
otra parte y paralelamente a los mé-
todos de diagnéstico que se han de-
sarrollado para la enfermedad, ha-
brian de desarroltarse métodos mas
sensibles y rapidos para la deteccién
de portadores, que son los responsa-
bles del contagio.

Situacionde la
investigacion actual

Elvirus de la septicemia hemorragica
viral (SHV), es un rabdovirus endémi-
co en Europa. En Espafia, El INIA ha
aislado e identificado 7 brotes de este
virus (Fig. 3). El virus de la SHV es
similar al virus de la rabia de mamife-
ros y al de la necrosis hematopoiética
infecciosa (NHI) de los saiménidos
de Norteamérica. Aunque muy simi-
lares, los virus de la SHV y de la NHI
no tienen reacciones cruzadas por
seroneutralizacion.

El virus se transmite porlos peces

infectados, porlos portadores, y atra-
vés de la superficie de los huevos. El
virus de la SHV se caracteriza por su
morfologia en forma de bala, su
membrana lipidica y sus proyeccio-
nes de glicoproteinas; posee 3 sero-
tipos y sus células diana parecen ser
los linfocitos. Su genoma es de unas
11.000 bases de RNA de polaridad
negativa que codifica 5 proteinas vi-
rales: la polimerasa L (200 KDa), la
glicoproteina G (65 KDa), las protei-
nas de lamatrizM, y M, (24 y 20 KDa,
respectivamente), y la fosfoproteina
de la nucleocapsida (40 KDa). Estas
proteinas se han mapeado en el
genoma del virus de la NHI en el
orden:5°L-G-M,-M,-N3"y ademas se
ha descrito una proteina (12 KDa) no
presente en los viriones, que mapea
entre Ly G.

En el virus de !a rabia se ha de-
mostrado la participacién de la fos-
foproteina N ademas de la glicopro-
teina G en la proteccién contra la in-
feccion. En el virus de la NHl, la glico-
proteina G parece ser la Gnica capaz
de induciruna respuesta de anticuer-
pos neutralizantes in vitro. Tanto el
virus de la SHV inactivado, como las
glicoproteinas purificadas de NHI o
de SHV son capaces de inducir una
respuesta en salménidos que les pro-

tege de una exposicion adosisletales
del virus. Los anticuerpos monoclo-
nales neutralizantes contra NHIi o de
SHYV reconocen epitopos localizados
enlaglicoproteinay protegende lain-
feccién por inmunizacién pasiva. En
el caso de la SHV se han encontrado
pocos anticuerpos monoclonales
‘neutralizantes. El virus de la SHV
atenuado por pases en cultivo a alta
temperatura pierde virulencia y pue-
de proteger a las truchas contra la
infeccion. Por otra parte, en el virus
de la NHI se ha clonado y secuencia-
do la proteina G. Recientemente se
ha demostrado a escala de laborato-
rio, que la inmunizacién de truchas
con un lisado de E. coli expresando
una regién no glicosilada compuesta
por 104 amino4cidos de la proteina
G, es capaz de proteger contra la
infeccién de NHI. Se piensa que el li-
popolisacdrido de E. coli actua de
adyuvante.

Variabilidad proteica,
antigénica y de virulencia

Trabajamos con 5 aislados de SHV
espafioles (aislados en trucha, sal-
mén y barbo), 3 serotipos neutrali-
zantes-internacionales (F,, F, y
23.75) y una cepa de NHI. La variabi-
lidad se ha estudiado por movilidad
electroforética, sintesis de proteinas
utilizando marcaje radioactivo, inmu-
noprecipitacién con antisueros obte-
nidos después de inmunizar conejos
con virus purificado, 30 anticuerpos
monoclonales obtenidos contra las 5
proteinas mayoritarias del virus, isoe-
lectroenfoque e infecciones experi-
mentales in vitro é in vivo. Hemos
encontrado poca variabilidad, tanto a
nivel de proteinas, como de antigeni-
cidad y virulencia (infecciones expe-
rimentales en acuario). Estos resulta-
dos dan esperanzas a la posibilidad
de obtencién de una vacuna que
proteja contra cualquier cepa del vi-
rus. Hemos descubierto un nueva
proteina mayoritaria N de menor
peso molecular (34 KDa) probable-
mente originada a partir de N (reco-
nocida por los mismos monoclona-
les) y que se localiza exclusivamente
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en los virus defectivos. Actualmente,
esta en estudio el origen y el posible
gggnificado de esta nueva proteina.

o] e

ﬁllejora de los métodos
de diagnéstico actuales

.8e esta desarrollando un ELISA
Ssandwichbasado en dos anticuerpos
monoclonales anti-N (la proteina
mayoritaria y menos variable). La
obtencién de 20 anticuerpos mono-
clonales anti-SHV de alta afinidad
seleccionados por ELISA ha sido
posible gracias a la utilizacion de vi-
tus altamente purificado, protocolos
de 9 meses de inmunizacién en ra-
tones y ELISA con pegado a seque-
dad. Estos anticuerpos se han obte-
nido en ascites, serotipado, identifi-
gado por inmunoblotting y compro-
bado por inmunofluorescencia. Por
otra parte se han seleccionado 12 hi-
bridomas por seroneutralizacién. Ac-
tualmente se ha comprobado en un
caso tanto una respuesta neutrali-
zante, como un inmunobiotting anti-

| glicoproteina del anticuerpo mono-
| clonal producido en ascites, asicomo
‘| larespuesta aparentemente neutrali-

zante de otros hibridomas todavia no

‘| clonados.

Mejora de diagnéstico
por sondas de DNA

La deteccién del virus de la SHV est4
por debajo de los limites de las técni-
cas de aislamiento celular, tanto en
animales portadores, como en pobla-
ciones con bajo porcentaje de infec-
cién. Para detectar secuencias vira-
les de SHV en estos casos, se nece-
sitan tanto una amplificacién de las
secuencias especificas, como un
método no isotdpico de deteccidn de
sondas. Ambos métodos se estan
desarrollando para hacer el ensayo
susceptible de uso conun niimero de
muestras elevado. Las sondas para
DNA se estan haciendo a partir del
genoma de SHV con transcriptasa
reversa primada con fragmentos ran-
domde DNA.

Para aumentar la sensibilidad del
método de deteccién se utilizara la
amplificacién de las secuencias del
virus con la Taq polimerasa después
de primar especificamente con se-
cuencias complementarias virales
obtenidas de los plasmidos recombi-
nantes. Para detectar las secuencias
especificas amplificadas se estan
construyendo plasmidos PUC re-
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Fig. 3 Distribucién geogrifica de los principales brotes
it de NPI (¢) y SHYV (0) espanioles aislados en el INIA.
(NPI: necrosis pancredtica infecciosa de la trucha)

combinantes conteniendo uno o va-
rios genes. Estos plasmidos se estan
usando para hacer sondas biotinila-
das por varios métodos. Por otra
parte, se trabaja en un procesamien-
to sencillo de las muestras y una
hibridacién en placas de 96 pocillos
facilmente escalable (hibrelisa).

Respuesta inmunoldgica
humoral

Un caso especial en cuanto a ruta de
inoculacién de vacunas ocurre en la
trucha. La imposibilidad de una ino-
culacién animal por animal a efectos
practicos ha hecho desarrollar méto-
dos de inoculacién en masa median-
te la exposicidon a la vacuna en el
medio acuético y penetracién de esta
enlatruchaatravés de las branquias.

En el empleo de vacunas por
subunidades, labaja respuestainmu-
nitaria local puede ser la causa de
que los individuos inmunizados ten-
gan poca resistencia contra la infec-
cién natural, aunque esa misma va-
cuna pueda inducir respuesta inmu-
nitaria sistémica. Para una adecuada
proteccidn local hay que estudiar por
lo tanto, no solamente el suero y sus
IgM, sino también, los quidos de
mucosas (branguias) y los anticuer-
pos presentes enellos. Porlotanto, el
problema de estas vacunas por sub-
unidades no replicativas, se concreta
en laformulacién de aditivos y/o rutas
de inoculacién que permitan la pro-
teccién contra una reinoculacion lo-
cal y, para mayor seguridad, contra
una posterior extension sistémica.

Para el estudio de la respuesta
humoral, por una parte se ha purifica-
do la inmunoglobulina de trucha y se
han obtenido 20 anticuerpos mono-
clonales contra esta molécula, y por
otra, uno de los anticuerpos monoclo-
nales anti-IgM de trucha selecciona-
da por su alta afinidad y su reconoci-
miento del 85% de las IgM, se esta
utilizando como reactivo para el estu-
dio de la respuesta humoral anti-SHV
en la trucha.
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Respuesta inmunolégica
celular in vitro alas
proteinas virales

El efecto de proteccion a la infeccién

.que se busca con una vacuna no
siempre se correlaciona con un nivel
adecuado de anticuerpos inducidos,
bien porque no es condicion necesa-
ria, o porque no solo intervenga la
inmunidad humoral sino también la
celular. La contribucién relativa entre
ellas es desconocida, asi como la
identidad de sus epitopos respecti-
VvOS.

Se ha demostrado la proliferacién
de 5 tipos morfolégicos descritos por
primera vez en células procedentes
del rifidén de trucha (su principal 6rga-
no hematopoiético) desarrollando
una técnica de clonaje en fibrina.
Cada tipo singular de célula es de-
pendiente de mitégenos o de anti-
cuerpos monoclonales contra IgM de
trucha. La experimentacién en mar-
cha se orienta al estudio de la res-
puesta inmunoldgica de las células
procedentes de truchas inmunizadas
convirus de la SHV o resistentes a la
infeccién. Por un lado, se estan puri-
ficando las proteinas virales para pro-
barlas invitro unaaunay entodas las
posibles combinaciones y por otro
lado, se estan clonando los genes co-
rrespondientes en E. coli para pro-
ducir estas proteinas tanto para un
primer test in vitro, como para la sub-
siguiente comprobacién de ia vacu-
nacion in vivo. Mediante esta estra-
tegia se experimentaran cientos de
combinaciones (proteinas aisladas,
proteinas y péptidos expresados en
E. coliy adyuvantes) antes de selec-
cionar unas decenas para las prue-
bas de proteccién in vivo, mucho mas
costosas y dificiles de ejecutar.

Utilizacion de adyuvantes

Las subunidades antigénicas tienen
que ser inmunopotenciadas median-
te su incorporacién a una determina-
da formulaciéon para su utilizacién
como vacunas. Los efectos de los
componentes de una formulacion,
pueden agruparse en:

» Subunidades antigénicas (origen,
secuencia, conformacién, determi-
nantes, etc.).

» Transportador, compuesto de alto
peso molecular al que se liga cova-
lentemente la subunidad y que es in-
munogénicamente inerte (proteina,
péptidos sintéticos).

« Inmunoestimulantes, aditivos que
estimulan la respuesta inmunitaria,
que pueden ser inespecificos (poli-
sacaridos de paredes bacterianas,
muramil-dipéptido, interferén, etc.) o
especificos (IgM especifica, lipidos li-
gados covalentemente, etc.).

* Controladores de difusién, aditi-
vos que hacen que la subunidad se
vaya difundiendo poco a poco desde
el sitio de aplicacion (aceites minera-
les, sales de aluminio, lipidos ligados
covalentemente, liposomas, etc.).

= Aditivos, que actuan como estabi-
lizadores y preservadores (glicerol,
antibiéticos, etc.).

Se conoce desde hace afios que
la exposicién de las truchas durante
unos 30 segundos a yersinias muer-
tas en el agua, deja una memoria in-
munolégica de un afio de duracién.
Utilizando linfocitos in vitro, se estan
realizando estudios con los lipopoli-
sacaridos de las bacterias acuaticas
patdgenas para la trucha para selec-
cionar un posible adyuvante (yersi-
nia, aeromonas y renibacterium).
También se estan estudiando como
pueden afectar las principales varia-
bles de calidad/toxicidaddelaguaala
inmunidad de la trucha.
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