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RESUMEN

Las técnicas de cultivo celular que se usan para incrementar el mimero de virus y las técnicas
mds usadas para identificacién de virus en salmdnidos (tales como la neutralizacién y la inmuno-
fluorescencia ademds de otras menos utilizadas, como la inmunoperoxidasa, fijacién de comple-
mento, hemaglutinacién, microscopia electrénica, inmunoprecipitacion, inmunodifusién o
radioinmunoensayo), estan siendo poco a poco sustituidas por otras tecnologfas, tales como los en-
zimoinmunoensayos (inmunodot y ELISA) y la hibridacién con sondas DNA. Gracias a los recien-
tes desarrollos en anticuerpos monoclonales y en amplificacién de DNA por polimerasas termoestables
(PCR), el ELISA y la hibridacién estdn aumentando la sensibilidad del ELISA e hibridacién, de
tal manera que, probablemente, también permitirdn la deteccién de los bajos niveles de virus pre-
sentes en los peces portadores y en huevos. El uso consecutivo del ELISA primero y de la PCR
después puede contribuir decisivamente a la automatizacién de ensayos de alta sensibilidad. Otros
nuevos métodos, tales como la estimacién de los anticuerpos anti-virus o la reestimulacién de la
memoria celular inmunoldgica, estdn actualmente en desarrollo.
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ENFERMEDADES VIRICAS DE SALMONIDOS Y SU DIAGNOSTICO

La necrosis pancredtica infecciosa (NPI), la septicemia hemorrdgica virica (SHV) y
la necrosis hematopoyética infecciosa (NHI), son las enfermedades viricas que causan ma-
yores mortalidades en salmonicultura en todo el mundo. La inicialmente americana NHI
que fue detectada en Italia (Bobo ez al., 1987) y Francia (Baudin, 1987), y muy reciente-
mente en los Pirineos (Adroit, 1991, comunicacién personal), es un problema actual de
la Comunidad Europea (EC, 1990). Por otra parte, el SHV se ha detectado recientemente
en Norteamérica (Winton et al., 1991, comunicacién personal),

La aplicacidn de métodos de diagndstico rdpido (para detectar virus en peces enfer-
mos) y sensibles (para detectar peces portadores), es deseable si la diseminacién de estos
virus se quiere controlar, ya que no existen vacunas para combatir estas enfermedades.
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Un diagnéstico rdpido es necesario durante la fase clinica de la enfermedad, mientras que
un diagndstico sensible es necesario para poder detectar virus durante la fase de portado-
res (Fig. 1).
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Fig. 1.—Fases de una infeccién virica en el pez.

Phases of fish viral infections.

Después de la infeccién ¢l virus se va replicando pero sin manifestaciones clinicas. Sigue una fase
virémica en la que se detectan cantidades importantes de virus. Mé4s tarde aparece una reaccidén inmu-
nolégica del huesped lo que provoca una disminucién del nimero de virus que puede ser total (cura-
cidén) o parcial (animales portadores). En el caso de que las defensas inmunolégicas no puedan con
la infeccidn, la enfermedad termina con la muerte. Durante la fase clinica el diagndstico ha de ser
rdpido, mientras que durante la fase de portadores el diagnéstico ha de ser sensible.

Las enfermedades viricas y otras enfermedades de los salménidos tienen dos compo-
nentes principales, el agente patégeno (virus) y el hiospedador (salménidos). Los métodos
de diagndstico de la enfermedad pueden, por lo tanto, dividirse en aquellos que detectan
el virus y aquellos que detectan la respuesta de los salménidos a la infeccién viral. Para
detectar el virus, es necesario, primero aumentar el contenido virico de la muestra y se-
gundo, identificar el virus. Para identificar el virus podemos estudiar su actividad, sus
proteinas, sus dcidos nucleicos o su morfologfa. Para detectar la reaccién de los salméni-
dos podemos estudiar, bien sus defensas humorales (anticuerpos o inmunoglobulinas Igs)
o bien, sus defensas celulares.

Las técnicas descritas hasta ahora para la identificacién de virus (Ahne, 1981; Mcln-
tosh et al., 1960) han sido, la neutralizacién (Guittino ez al., 1980; Denter, Enzman, 1986),
la inmunofluorescencia o inmunoperoxidasa (Piper et al., 1973; Swanson, Guillespie, 1981)
la microscopia electrénica (Zwillenberg et al., 1965; Cohen, Lenoir, 1974; Amlacher ef
al., 1980; Olberding, Frost, 1975), la inmunoelectroforesis (Dea, Elazhary, 1983), la aglu-
* tinacién (Kimura et al., 1984), la fijacién de complemento (Finlay, Hill, 1975); el ra-
dioinmunoensayo (Hsu, Leong, 1985), el ELISA (Nicholson, Caswell, 1982) y el
inmunodot (McAllister, Schill, 1986).
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MUESTREO DE LAS POBLACIONES DE SALMONIDOS

La exactitud del diagnéstico de una enfermedad viral depende principalmente del ni-
mero de virus por volumen de muestra. A su vez, el niimero de virus por volumen de
muestra depende del nimero de peces con virus, del mimero de virus por pez (Fig. 2)
y de la dilucién final de la muestra antes del andlisis.
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Fig. 2.—Cantidades de virus estimadas por DICTsg (cultivos celulares) en salménidos infectados con vi-
rus durante la fase virémica.
Stimulation of virus by DICTsg (cell culture) in salmonid fishes infected with viruses during viraemia.
Datos procedentes de distintos autores.
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Cuando se muestrea una poblacién de salménidos, se ha de recolectar un nimero esta-
disticamente suficiente de peces segiin el porcentaje de peces portadores de virus (Fig.
3). Para el muestreo, los peces deben agruparse por edades, origen, especies, variedad
y tomas de agua (Kevin, 1989). Para determinar el nimero de peces que se debe analizar
en una poblacién de peces aparentemente sanos, hay que suponer un porcentaje minimo
de portadores de virus. El mimero de peces necesario para detectar al menos 1 pez porta-~
dor en una poblacidn aparentemente sana se puede calcular con un 95 p. 100 de nivel
de confianza segiin una distribucién de Poisson (Ammend, Vedemeyer, 1970). Por ejem-
plo, para un tamafio de poblacién de 1.000 peces, con un 10 p. 100 de portadores viricos,
se deben analizar 27 peces (Fig. 3). Durante una fase clinica, sin embargo, para aumentar
la probabilidad de detectar virus, se pueden seleccionar aquellos peces moribundos entre
todos los de la poblacién y analizarlos por separado.
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Fig. 3.—Niimero de salménidos a muestrear para detectar a un portador segin el mimero total de salmé-
nidos y el porcentaje de portadores de la poblacion.
Number of salmonid fishes to be sampled for carrier detection according to their total number and
the percentage of carriers in their population,
Calculado segiin la distribucidn de Poisson para un 95 p, 100 de confianza, Los peces se analizan en
grupos de cinco y se supone que un pez portador tiene 103 DICTsg por g (Amend, Wedemeyer, 1970).
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Para detectar virus durante la fase de portadores, en frezas, alevines, fluidos ovéricos,
esperma o muestras de visceras, se pueden combinar las muestras individuales en grupos
de 10 en 10. En estas mezclas se supone que si un solo pez en el grupo (10 p. 100 de
portadores) contiene 103 DICT,,/g, el portador del virus se puede detectar. La posibili-
dad de detectar la presencia del virus se aumentard si se usan grupos de menos peces {(por
ejemplo, si el ensayo se hace individualmente) o si existe un porcentaje de portadores
mayor. Para aumentar la sensibilidad, por ejemplo, en alevines, la cabeza y la cola se
pueden eliminar antes de homogeneizarlos. Otro factor que afecta la sensibilidad es la
dilucién de la muestra antes del analisis. Por ejemplo, para la seroneutralizacién, después
de mezclar las muestras, se diluyen 10 veces para homogeneizarlas. Mds tarde y para
evitar la toxicidad en el cultivo celular, se hace otra dilucién de 10 veces al homogeneiza-
do (Dixon, 1987) antes de su inoculacién al cultivo (dilucién final 100 veces), por lo tan-
to, la concentracién de virus es ahora de 10 DICT ,/ml. Es decir, al menos 100 ul (1
DICT,,) de un homogeneizado procedente de un grupo de 10 peces debe ser inoculado
en el cultivo para poder detectar virus en una poblacién con un 10 p. 100 de portadores.

Para obtener homogeneizados individuales pueden usarse homogeneizadores muiltiples
hechos en placas de 96 pocillos (300ul por pocillo) con 96 cilindros terminados en plano.
Las niuestras individuales de visceras se ponen en pocillos y los 96 se homogenizan si-
multineamente rotando el homogenizador manualmente sobre los pocillos. Otros aspec-
tos relativos al ahorro de tiempo que supone este sistema, son lo facil de la disposicién
de las muestras, lo compacto del almacenamiento de las muestras y la facilidad de pipeteo
mediante el uso de pipetas multicanales (French-Constan, Devonshire, 1987).

ENRIQUECIMIENTO DEL CONTENIDO VIRICO DE LAS MUESTRAS

Una vez que el muestreo ha sido optimizado, el contenido virico de los homogeneiza-
dos necesita de un incremento del ndmero de virus mediante multiplicacidn en cultivos
celulares (Amos, 1985; Lannan et al., 1984; Wolf, Mann, 1980). Actualmente, el méto-
do mds sensible para deteccién del VNPI es el del cocultivo de lineas celulares con células
de rifién o de sangre del pez a ensayar (Ahne, Thomsen, 1986; Agius et al., 1982). Se
esperan nuevos desarrollos en este drea debido a la reciente posibilidad de amplificar los
genomas viricos con la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Esta
amplificacién puede tener lugar en unas pocas horas y desde un volumen de extractos
de tejidos mayor, debido a que los 4cidos nucleicos pueden extraerse y concentrarse a
un volumen final muy pequefio. Ademds la PCR puede hacerse altamente especifica para
el virus cuya presencia quiera detectarse mediante seleccién de los oligonucleotidos ade-
cuados (ver mds adelante). De esta manera se pueden realizar la amplificacién y la identi-

ficacién del virus simultdneamente.

ANTICUERPOS ANTI-VIRUS

Para identificar la presencia de proteinas viricas en extractos de tejidos de peces infec-
tados o en cultivos celulares, deben prepararse anticuerpos (Ac) especificos anti-virus.
Estos pueden ser anticuerpos policlonales (AcP) o anticuerpos monoclonales (AcM).

No existen diferencias significativas en el contenido de proteinas entre los diferentes
aislados viricos (Basurco, Coll, 1989a). Por ejemplo, ng de protefna de rabdovirus re-
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presenta 107 particulas viricas (Hsu, Leong, 1985). Ahora bien, debido a que solo 1 de
cada 1.000 particulas viricas suele ser infectiva, sélo 10* virus son detectables por culti-
vos celulares en 1 ng de virus. La ventaja de los métodos inmunoldgicos para detectar
estas cantidades es que reaccionan con protefnas viricas que no necesariamente estdn in-
corporadas a una particula infectiva.

Se han usado una gran variedad de protocolos de inmunizacién para obtener AcP en
conejos contra el VSHV y el VNHI, pero los titulos de neutralizacién obtenidos han sido
generalmente muy bajos (10°~10%) (Hill ez al., 1981; Habashi ef al., 1975), compara-
dos con los titulos (10%) que se obtienen contra el VNPI. Ademds, los AcP que se obtie-
nen contra todos estos virus contienen Ac anti-virus pero también Ac contra la linea celular
que se usS para obtenerlos o contra los tejidos de peces. Estos Ac pueden reducirse, pero
no eliminarse totalmente, por adsorcién con extractos de lineas celulares o de tejidos. Al-
ternativamente, los virus para obtener los AcP pueden obtenerse en lineas celulares que
sean antigénicamente distintas de la linea celular que se usa rutinariamente para el diag-
ndstico y asf reducir los fondos y las reactividades cruzadas causadas por los extractos
celulares.

Antes de que los AcM pudieran usarse, la mayoria de los inmunoensayos utilizaban
la fraccién de inmunoglobulinas de un suero inmune para preparar los reactivos. Ahora
bien, el mejor suero inmune sélo contiene el 10 p. 100 de Ac especificos anti-virus, lo
que significa una disminucién del 10 p. 100 de actividad especifica y mayores fondos o
problemas de reacciones cruzadas. Los Ac anti-virus purificados por cromatograffa de
afinidad sobre virus purificados y acoplados a una fase sélida, no tienen los problemas
arriba indicados pero es dificil obtenerlos mediante esta técnica por la gran cantidad de
virus que se necesitarfa para las columnas de afinidad,

Se han obtenido y caracterizado AcM contra el VNPI (Wolski et al., 1986; Domin-
guez et al., 1990; Caswell-Reno ef al., 1986), VSHV (Mourton et al., 1990; Lorenzen
et al., 1988; Sanz et al., 1992) y VNHI (Schultz et al., 1985; Winton et al., 1988; Ris-
tow, Arnzen, 1991).

TECNICAS PARA LA IDENTIFICACION DE PROTEINAS VIRICAS

Neutralizacién. Mediante el uso de AcP como reactivos de neutralizacién ha sido
posible diferenciar tres serotipos del VNPI aunque esta clasificacién es controvertida. Por
ejemplo, se ha pretendido agrupar todos los aislados de VNPI en dos grupos con un total
de hasta nueve serotipos en un primer grupo (Hill, Way, 1983). Sin embargo, pueden
encontrarse diferencias antigénicas importantes atin dentro del mismo grupo seroldgico
(Hill, Way, 1980; Nicholson, Pochebit, 1981; Mc Donald, Grower, 1981; Okamoto et
al., 1983) y por otra parte se han demostrado relaciones antigénicas también importantes
entre distintos serotipos, tanto por inmunodifusién, como por inmunofluorescencia (Ishi-
guro et al., 1984). Por neutralizacién, ha sido posible diferenciar tres serotipos del VSHV
(Le Berre et al., 1977; Ahne et al., 1986), pero no se han demostrado ni reacciones cru-
zadas entre los VSHV y los VNHI (Mc Allister et al, 19774), ni diferentes serotipos de
VNHI (Engelking et al., 1991). Los AcM neutralizantes son dificiles de obtener contra
el VNPI (Dominguez et al., 1990), contra el VSHV (Lorenzen et al. 1990; Sanz er al.,
en preparacion) o contra el VNHI (Winton et al., 1988) por lo que su uso en diagndstico
adn no ha sido descrito.
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La variacidn dia a dia (Olesen, Vestergaard-Jorgensen, 1986), la citotoxicidad o la inhi-
bicién de la infectividad por los extractos de tejidos (Dixon, [987) y el consumo de tiem-
po y de trabajo que exigen los ensayos de neutralizacion necesitan de otras alternativas.

TABLA 1
COMPARACION DE LA SENSIBILIDAD DE ENSAYOS INMUNOENZIMATICOS
INDIRECTOS
Comparison of sensitivity of indirect immunoassays
VP, scce, ET,
Virus Ac Método mg/ml DICTs¢/ml TCIDsp/g Ref,
NPI P F — 105 — a
P A — 103 103 b
P dot 85 103 — c
M dot 20 105 — d
SHV P dot 400 105 — e
NHI P dot 400 107 — f
p dot 1.000 — — g
M dot 550 104 E.P. h

VP, virus purificado; SCC, sobrenadante de cultivo celular; ET, extracto de tejido; F, fluorescencia; A, aglutinacién. dot,
téenica inmunoenzimdtica que utiliza gotas (dot) sobre nitrocelulosa. P, policlonal; M, monoclonal; Ac, anticuerpo; NP, ne-
crosis pancredtica infecciosa; SHVY, septicemia hemorrdgica virica; NHI, necrosis hematopoiética infecciosa.

La sensibilidad sc definié como la minima cantidad de virus que producia diferencias significativas con el control, F.P., falsos
positivos; —, no determinado.

Referencias: a) Swanson, Guillespie, 1981; b) Kimura et al., 1984; ¢) Mc Allister, Schill, 1986; d) Hsu er al., 1989; ¢), f)
Mc Allister, Schill, 1986; g) Hsu, Leong, 1985; h) Schultz er al., 1989,

Inmunofluorescencia. Esta técnica ha sido muy usada para la deteccién de antige-
nos viricos en cultivos celulares y en tejidos de pez (Ahne et al., 1986; Meier, Vestgergaard-
Jorgensen, 1975; Menezes, 1977). Para detectar virus por inmunofluorescencia, los cul-
tivos hechos en portaobjetos se infectan y fijan antes o al comienzo del efecto citopético.
La mitad del portaobjetos se puede usar para reaccién con anti-VSHV y la otra mitad
con anti-VNPI. Los cultivos infectados con 10 virus por célula necesitan unas 8 h. para
poder observarse inmunofluorescencia, mientras que con 1 virus por célula se necesitan
por los menos 18 h. (Vestergaard-Jorgensen, 1968, 1972, 1974). Una de las desventajas
de esta técnica es la necesidad de tejidos frescos o congelados rdpidamente. Ademds, al-
gunos tejidos tienen autofluorescencia y la existencia de anticuerpos con reacciones cru-
zadas puede interferir una interpretacién correcta de los resultados (Ahne, 1981).
Aunque la absorcién de los AcP con extractos de tejidos del pez contribuye a disminuir
la fluorescencia inespecifica, los titulos de virus en animales portadores. no siempre se
asocian con el niimero de células fluorescentes (Vestergaard-Jorgensen, Meyling, 1972).
Queda por demostrar si el uso de AcM para esta técnica aumentard su sensibilidad (Tabla
1, Wolski et al., 1986; Winton et al., 1988;Lehmann er al., 1990).

Inmunoperoxidasa. La técnica de la inmunoperoxidasa aporta una serie de ventajas
cuando se la compara con la de inmunofluorescencia, tales como la eliminacién o reduc-
cién de fondos, el uso de un microscopio ordinario y la posibilidad de guardar indefinida-
mente los resultados, La inmunoperoxidasa se considera de mayor sensibilidad que la
inmunofluorescencia debido a que es capaz de detectar antes la presencia de virus en los
cultivos. Ahora bien, sélo cuando los titulos de virus son > 108 DICTSO/ g de bazo o de
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rifién (es decir, durante la fase clinica), las muestras dan resultados positivos (Faisal, Ah-
ne, 1980). La necesidad de eliminar la peroxidasa endégena adiciona un paso mds a esta
técnica, Tanto la inmunofluorescencia como la inmunoperoxidasa requieren cultivos ce-
lulares o tejidos seccionados. Debido a su baja sensibilidad y la necesidad de procesa-
miento muestra a muestra, estas técnicas no son ttiles para detectar portadores (Nicholson,
Henchal, 1978). Queda por demostrar si el uso de AcM para esta técnica aumentars su
sensibilidad.

Aglutinacién. Aunque se ha usado principalmente para detectar bacterias, también
se ha usado para detectar virus de salménidos. Es una técnica simple, especifica, barata,
facilmente semicuantificable y con posibilidad de uso en campo, sin requerir aparatos es-
peciales. Los resultados de diagnéstico, sin embargo, han de ser confirmados por otras
técnicas debido a la alta incidencia de falsos positivos (Yoshimizu, Kimura, 1985). Los
cultivos celulares infectados con virus se fijan, después se afiade staphylococcus aureus
Cowan Strain A (capaz de ligar IgG) sensibilizada con AcP anti-virus, se lavan y la pre-
paracién se tifie. El nimero medio de bacterias ligadas por célula varfa entre 0,5 en culti-
vos no infectados y 10 en cultivos infectados (Bragg, Combrink, 1987). En otros test de
aglutinacion, los tejidos de los peces afectados se homogeneizan, centrifugan y el sobre-
nadante se mezcla con la bacteria sensibilizada. En los casos positivos se observa la aglu-
tinacion visualmente. Por microscopia electrénica, las bacterias aglutinadas muestran virus
en su superficie (Yoshimizu, Kimura, 1985). El titulo minimo de VNPI en cultivo celular
detectable por esta técnica fue de 106 DICT,,/ml (Kimura er al., 1984) y en tejidos de
salménidos fue de 10° DICT,,/g (Tabla 1). El antigeno se detectaba después de una di-
lucién de 80 veces simplemente aumentando el tiempo de la aglutinacién de 30 a 90 min
(Kimura et al., 1984). Ni el ldtex ni los AcM se han aplicado mediante esta técnica a
los virus de los salménidos,

Enzimoinmunoensayo, ELISA. EI ELISA ha ganado en aceptacién, como un mé-
todo rdpido, especifico, y sensible para detectar e identificar los virus de salménidos (Di-
xon, Hill, 1983). Las mayores ventajas del ELISA son el procesamiento rdpido de grandes
mimeros de muestras y la reproducibilidad (Coll, 1991a). Las muestras que contienen una
mezcla de virus infeccioso, virus no infeccioso y antigenos especificos de virus, reaccio-
nan en ELISA incluso aunque no puedan ser identificadas como muestras conteniendo
virus infeccioso (Dixon, 1985).

En los primeros informes del uso de AcP para detectar VNPI por ELISA, se descri-
bieron sensibilidades de 10° DICT,,/ml de cultivo celular y de 104—107 DICT,/g de pez
infectado (Nicholson, Caswell, 1982; Dixon, Hill, 1983). Los antigenos virales se podfan
detectar 24 h. antes del efecto citopdtico en cultivos celulares. La sensibilidad fue de 10
ng/ml en ausencia de extractos de pez y de 100 ng/ml! en presencia de extractos de pez.
Los peces, truchas moribundas durante una infeccién con 90 p. 100 de mortalidad tuvie-
ron un valor alto por ELISA. Hattori er al., (1984), fueron capaces de detectar 104
DICT,y/ml y Rodack et al., 1988 llegaron a 103 DICT,,/ml. El uso de AcM descrito por
Dominguez et al., (1990) consiguié niveles de deteccién de 103 DICTyy/ml (unos 10 ng
de virus purificado/ml). Estas diferencias de sensibilidad parecen depender de la calidad
de los Acs, la cantidad de Ac ligado a la fase sélida o a la presencia de cantidades varia-
bles de particulas virales no infectivas en la muestra (Tabla 2). El uso de 2 AcM no com-
petitivos ha permitido el uso del ensayo por la técnica de un solo paso (Dominguez et
1990) reduciendo tiempo (30 min) y esfuerzo, aunque se da la posibilidad de producir
efectos prozona y se baja la sensibilidad. El virus puede ser detectado durante la fase cli-
nica. pero la sensibilidad todavfa no es suficiente para detectar portadores (Tabla 2). El
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uso del ELISA para detectar portadores del VNPI podria ser posible si su sensibilidad
pudiera mejorarse (Hattori er al., 1984). Asi la sensibilidad del ensayo alcanzé 103
DICT,/ml cuando se usé peroxidasa y AcM en vez de fosfatasa y AcP (Rodack er al.,
1988; Dominguez et al., 1990; Babin et al., 1990). También se ha descrito un método
para el serotipaje rdpido del VNPI usando AcM por ELISA (Dominguez et al., 1991).

TABLA 2
COMPARACION DE LA SENSIBILIDAD DEL SANDWICH ELISA
Comparison of sensitivity of sandwich ELISA

Act, VP, SCC, ET#,
Virus ug/pocillo mg/ml DICTsp/ml DICTs/g Ref.
NP1 05 P 10 105 104 a
100.0 P 50 104 104 b
1.0 P — 103 — c
02 M 10 103 — d
SHV 100.0 P — 105 105 e
1.0 M 1 105 — f
1.0 M 0.2 103 103 g
NHI 100.0 P — 105 106 h
100.0 P — 106 106 i

La sensibilidad se definié como la minima cantidad de virus que producia el doble de absorvencia que el fondo. PV,
virus purificado; CCS, sobrenadamente de cultivo celular; TE, extracto de tejido, +, Cada pocillo se recubrié con
100 ul de fraccién inmunoglobulinica a 37 °C 0 a 4 °C . %, Para VNHI y VSHV se calculd para extractos de tejido
diluidos 5 veces a partir de 5 x 106 TCID,,/g de tejido, P, policlonal; M, monoclonal; Ac, anticuerpo; —, no deter-
minado.

Referencias: a) Dixon, Hill, 1983; b) Hattori et al., 1984; ¢) Rodack et al., 1988; d) Dominguez et al.,
1990; ¢) Way, Dixon, 1988; f) Mourton et al., 1990; g) Sanz, Coli, 1991a, b; h) Dixon, Hill, 1984; i) Way,
Dixon, 1988.

La técnica ELISA usando AcP se ha adaptado a los rabdovirus de salménidos VNHI
(Dixon, Hill, 1984) y al VSHV (Way, Dixon, 1988). Los virus se pueden detectar en
cultivo celular antes del efecto citopdtico y ambos ensayos son especificos para cada uno
de sus virus respectivos. Los resultados se obtuvieron en menos de 2 h., pero la sensibili-
dad fue todavia uno de los principales problemas (Tabla 2). Una mejora importante de
la sensibilidad hasta 1 ng/ml 6 0,2 ng/ml (Tabla 2) se ha demostrado recientemente para
el VSHV usando AcM especificos de serotipo contra la proteina G (Mourton et al., 1990)
o reconociendo todos los serotipos contra la proteina N (Fig. 4; Sanz, Coll, 1990, 1991,
1992).

El aumento de sensibilidad en el ELISA en fase sélida depende entre otras variables
de la cantidad de Ac especifico ligado a la fase solida. El limite de Ac que pueden absor-
berse al pocillo de una placa ELISA estd limitado por la fraccién de Ac especifica presen-
te en la preparacién de Ac y por la superficie del pocillo. Suponiendo una absorcién de
los Ac al poliestireno de 1,5 ng/mm? y 150 KDa para una molécula de inmunoglubulina,
la mdxima concentracién que se puede obtener para un AcM purificado por cromatogra-
fia de afinidad sobre antigeno inmovilizado es alrededor de 10~8 M (1pg/pocillo). Para
AcP purificados por afinidad, AcP en suero o suero obtenido post-infeccién, se obtendrfa
alrededor de 3, 10 6 100 veces menos Ac especifico.
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Fig. 4—Cantidades de virus estimadas por ELISA en truchas control (0) y truchas infectadas (¢) con VSH
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Estimated virus by ELISA in control and VHSV-infected trout.

Las concentraciones de virus se calcularon usanda curvas estdndar realizadas con virus estimado por
DICTso. Los alevines de trucha (0,2-1 g por pez) se infectaron con 106 DICTso/ml 2 ha 90° C. La
mortalidad total despuds de 20 dias fue 77,6 p. 100. Los peces muertos se homogeneizaron en 2 ml
de medio de cultivo y se analizaron por ELISA utilizando 2 AeM no competitivos, un solo paso y
alta fuerza i6nica para romper las nucleocapsidas viricas (modificado de Sanz, Coll, 1992).
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Inmunodot, Otras técnicas, bien requieren instrumentos, manipulaciones complica-
das, tienen baja sensibilidad o requieren mucho tiempo (Hsu et al., 1989; Shuliz et al.,
1989). Estas son algunas de las razones que se adujeron en favor de la técnica del inmu-
nodot mds simple y rdpida y capaz de detectar 20 ng/ml 6 10° DICT,j/ml en VNPI (Ta-
bla 1). En este ensayo las proteinas virales se ligan a una fase sélida, generalmente
nitrocelulosa y se detectan por su reaccién inmunoenzimdtica. Los resultados se pueden
interpretar visualmente como negativos o positivos (coloreados) y se pueden cuantificar
por densitometria de reflexién. Debido a que la nitrocelulosa tiene una mayor capacidad
de ligamiento de proteinas (50 pg/cm?) que el poliestireno (1 ug/cm?), el inmunodot, en
teorfa, podrfa obtener mayores sensibilidades que el ELISA. Ahora bien, debido a que
los sustratos que se necesitan tienen que ser precipitables, la sensibilidad final del inmu-
nodot resulta ser de la misma magnitud que el ELISA. Una ventaja adicional del inmuno-
dot es que se pueden guardar los resultados indefinidamente (Hsu er al., 1989).

Usando AcP con titulos de neutralizacién de 3 X 105 (VNPI) o de 5x10% (VSHV o
VNHI), el ensayo inmunodot detecté 0,8 ng de VNPI 6 4 ng de rabdovirus VSHV o VNHI
(Mc Allister, Schill, 1986). Las reacciones cruzadas de los AcP se eliminaron por absor-
cién de los antisueros con suero fetal de ternera y con extractos de las células utilizadas
para cultivar el virus. La sensibilidad podrfa haberse aumentado simplemente aumentan-
do e! volumen de muestra, pero la nitrocelulosa se satura con protefnas cuando se usan
extractos de tejidos (Mc Allister, Schill, 1986). El paso de las muestra por cultivo celu-
lar, ademds de amplificar el contenido viral disminuye su contenido de proteinas incre-
mentando la sensibilidad. Menos de 1 ng de protefna de VNHI se puede detectar por marcaje
radioactivo de proteinas virales (Hsu, Leong, 1985), pero la deteccién inmunoldgica ofrece
las ventajas de coste, precision, velocidad y en el caso de reactivos inmunoenzimaticos,
su estabilidad y facilidad de manejo. Ademds los métodos inmunolégicos también permi-
ten obtener informacién acerca de las relaciones de distintos aislados. Los AcM se han
desarrollado y aplicado al test de inmunodot (Lilipun ez al., 1989; Caswell-Reno et al.,
1989; Babin et al., 1991). Schultz ez al., (1989), desarrollaron un test the inmunodot para
deteccién de VNHI utilizando AcM que detecté 102 DICT,. Debido a que el inmunodot
detecta Ac totales y no sélo los neutralizantes, fue ademds posible la identificacidn de
Jos 3 serotipos del VSHYV usando AcP contra uno de ellos (Mc Allister, Owens, 1987).
Finalmente, si pudiera desarrollarse un sandwich dot, esta técnica podria usarse en el campo.

TECNICAS PARA LA IDENTIFICACION DE GENOMAS VIRALES

La hibridacién de DNA se ha usado para estudiar la divergencia gendmica entre sero-
tipos del VNPI (Mc Donald, Gower, 1981), sin embargo, no existen muchos informes
sobre el uso de sondas DNA para la deteccién de virus de salménidos. Ya se han construi-
do pldsmidos conteniendo secuencias genémicas del VNPI (Duncan et al., 1987), VNHI
(Gilmore, Leong, 1988) y VSHV (Bernard et al., 1990) que podrian usarse para estas
técnicas. Debido a que la hibridacién de DNA no es mds sensible que el ELISA (Enzman
et al., 1981), su uso prictico en diagnéstico estard probablemente muy ligado al desarro-
llo de métodos de amplificacién genémica basados en la reaccidn en cadena de las poli-
merasas termoestables de DNA (PCR) (Sobrino ef al., 1989). Las secuencias de los genomas
de los VNPI, VSHV y VNHI se han elucidado y pueden utilizarse para seleccionar los
oligonucleétidos especificos necesarios para la amplificacién PCR mediante programas
de ordenador (Lowe et al., 1990).
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La amplificacion selectiva de fragmentos de genomas virales mediante el uso de oligo-
nucledtidos especificos de secuencia y el uso de procedimientos no radioactivos y auto-
matizables para la deteccién posterior de las secuencias amplificadas, resolverd muy
probablemente los problemas de sensibilidad y de procesamiento de grandes nimeros de
muestras necesarios para poder detectar virus en animales o huevos portadores (Coll, 1991).

Una sonda de DNA biotinilado para deteccién rdpida de VNHI se ha disefiado para
detectar el RNA mensajero de la proteina N (la mds conservada entre distintos aislados
virales). Una secuencia diana de 30 nucleétidos se escogio en la secuencia genémica pu-
blicada de la proteina N del VNHI mediante biisqueda con ordenador. Después se sinteti-
z6 un oligonucledtido complementario a la diana genémica acoplado con biotina y su
hibridacién al RNA mensajero presente en las células infectadas se detectd con estrepta-
vidina marcada con peroxidasa. La sonda desarrollada es especifica del VNHI y puede
detectar la infeccién de los cultivos después de 24h, (Winton, 1991). Arakawa ez al., (1990),
han descrito el uso de la técnica de la PCR para amplificar una regién genémica de 252
nucledtidos que contiene la porcién donde se localiza la sonda mencionada anteriormen-
te. El uso de la PCR permiti6 amplificar el RNA extraido de salménidos infectados con
VNHI hasta niveles ficilmente detectables por hibridacién con la sonda de 30 nucledti-
dos. Para amplificar segmentos del VNHI (522 bp), VSHV (408 bp) y VNPI (339 bp)
se han usado oligonucledtidos especificos para sus respectivos virus en cultivo celular y
para diferenciar los virus segiin el tamafio del DNA amplificado (Mc Allister et al., co-
municacién personal).

Una estrategia distinta actualmente en desarrollo, usa la incorporacién de un nucleéti-
do marcado con biotina durante la amplificacién de un segmento del VSHV definida por
dos oligonucleétidos en la proteina M ; (no publicado). El producto amplificado se hibri-
da con una sonda plasmidica inmovilizada en fase sélida en placas de 96 pocillos (HYBRE-
LISA). La aplicacién de reactivos de alta especificidad previamente desarrollados para
el ELISA, por ejemplo, un tampén de diluciones estable dos afios a temperatura ambien-
te, adicién de mertiolato al tampén de hibridacién para aumentar su estabilidad, adicién
de formamida para disminuir la temperatura de hibridacién, adicién de rojo de fenol para
permitir la visualizacién de los pocillos pipeteados y controlar el pH, posibilidad de usar
las placas de 96 pocillos divididas en columnas para adaptarse al nimero variable de mues-
tras y el uso de un tampdn sustrato de bajo fondo, hacen que esta técnica de hibridacidn,
sea ficilmente escalable, altamente reproducible, y capaz para ensayar un gran nimero
de muestras (Coll, 1991b). La aplicacién de este método a los ensayos rutinarios de labo-
ratorio estd actualmente en desarrollo.

Tanto el VNPI como el VHSV se han podido detectar capturdndolos primero con AcM
(Dominguez et al., 1990; Sanz, Coll, 1992) en fase sélida (ELISA) y amplificando sus
genomas después con PCR (en colaboracién con F. Ponz).

ESTIMACION DE LAS RESPUESTAS DE ANTICUERPOS EN SALMONIDOS

Una historia de infecciones virales se manifiesta en un aumento de 5-10 veces en el
contenido de las inmunoglobulinas del suero de trucha (Sdnchez et al., 1989). Sin embar-
g0, los titulos de Ac neutralizantes del VNPI medidos en el suero de trucha criada en
ausencia de VNPI (titulos de 80 a 4.000) y con infecciones de VNPI (titulos de 300 a
3.000) no demostraron diferencias significativas. En truchas infectadas con VNPI artifi-
cialmente, los titulos de Ac neutralizantes aumentaron desde 400 a 2.800 (Vestergaard-
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Jorgensen, 1973). De los datos arriba expuestos se deduce lo dificil que va a ser darles
un significado diagndstico a los Ac anti-VNPI en salménidos.

Debido a que para neutralizar el VSHV con inmunoglobulinas de salménidos se nece-
sita complemento (Dorson et al., 1979; Dorson, Torchy, 1979), éste debe ser incluido
en los ensayos ¢correspondientes (Olesen, Vestergaard-Jorgensen, 1986). Titulos maxi-
mos de hasta 10.000 se encontraron varias semanas después de la infeccién, con un 40
p. 100 de la poblacién superviviente todavia con titulos de 160 un afio después. En una
encuesta de varias granjas con historias previas de VSHV, el 25 p. 100 de los peces tenian
todavia titulos de 160 (Olesen, Vestergaard-Jorgensen, 1986).

En EE.UU. la mortalidad debida al VNHI varia entre el 20-30 p. 100 de los alevines
de salménidos. La mortalidad durante la enfermedad puede llegar hasta el 90 p. 100 de
los peces infectados (Shors, Winston, 1989). Se han detectado Ac neutralizantes contra
el VNHI en huevos, lo que explicaria por qué los alevines estdn sanos durante un periodo
después de la eclosion y luego son objeto de una infeccién aguda (Shors, Winston, 1989).
Ahora bien, también se ha encontrado VNPI en huevos (Fijan, Giorgetti, 1978) por lo
que la inmunidad parental pasiva puede que no sea general para todos los virus. Se nece-
sita una mayor evidencia experimental para esclarecer estos temas.

El ELISA indirecto se ha usado para detectar respuestas de Ac a la infeccién viral,
sin embargo, mientras que para detectar Ac anti-virus en ratén o en conejos se necesitan
2-5 pg de virus por pocillo, para detectar Ac anti-virus en salménidos se necesitan 200-500
ug por pocillo (Cossarini-Dunier, 1985). Los Ac de salménidos tienen una baja afinidad
hacia el virus y una alta afinidad por las superficies de pldstico, lo que aumenta los fondos
del ELISA y da lugar a falsos positivos. Para definir un valor de corte entre verdaderos
positivos y negativos se tendrfan que utilizar grandes nimeros de peces con una historia
previa sin enfermedades virales. Recientemente para solucionar los problemas arriba in-
dicados se ha descrito un ELISA de captura de VSHYV sobre el que se puede estimar los
Ac anti-VSHYV. Este ELISA fue mds sensible y simple de usar que la inmunofluorescen-
cia 0 la neutralizacién. Por este método se encontraron Ac anti-VSHV en un 54 p. 100
de las truchas supervivientes de granjas infectadas (Olesen et al., 1991).

Otros métodos alternativos para medir Ac de salménidos anti-VSHV, tales como ELI-
SAS de captura de Ac podrian también estudiarse (Sdnchez er al., 1990, 1991; Thuvan-
der et al., 1990).

ESTIMACION DE LAS RESPUESTAS CELULARES

Las investigaciones de las respuestas celulares de salménidos a las infecciones viricas son
muy pocas. La estimulacién de linfocitos se ha demostrado en peces supervivientes a la infec-
cién con VSHV (Chilmonczyk, 1977, 1978; Estepa er al., 1991) y linfocitos portadores del VNPI
se han demostrado por inmunofluorescencia (Enzman, 1981) aunque no se pudieron detectar
los Ac anti-VNPI correspondientes en su suero (Vestergaad-Jorgensen, 1971). Los linfocitos
portadores de virus podrén detectarse por citofluorometria, (Rodriguez Saint-Jean ez al., 1991),"
sin embargo, esta técnica casi sélo se ha usado para estudiar linfocitos procedentes de peces
sanos (De Luca et al., 1983; Evans et al., 1987). El efecto de la infeccién viral in vitro de los
linfocitos de salménidos sanos y las respuestas de los linfocitos de salménidos supervivientes
a VSHYV a la adicidn de virus inactivados o de proteinas virales purifigadas, es objeto de inves-
tigacién actualmente (Estepa, Coll, 1991a, b). Los leucocitos procedintes de rifién de truchas
supervivientes a dos infecciones de VSHV son capaces de proliferar (tal y como se puede esti-
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mar por incorporacién de timidina tritiada y por el método de los codgulos de fibrina) sélo
cuando se afiaden a sus cultivos las protefnas N o G purificadas a partir del virus. La capaci-
dad de respuesta dura por lo menos durante 1 afio (Estepa et al., 1991). No se sabe todavia
si estas técnicas podrdn aplicarse como un método rutinario de diagndstico para detectar por-
tadores.

CONCLUSIONES

El diagndstico virico en salménidos continda haciéndose por aislamiento de virus en
monocapas de células de peces, seguido por neutralizacién del virus con AcP. Desafortu-
nadamente ésta es también la técnica mas larga (Tabla 3). La inmunofluorescencia es un
método alternativo de una mayor rapidez, ahora bien, es menos sensible ¥, por lo tanto,
vélido sélo durante la fase clinica de la enfermedad. Otras técnicas tales como la inmuno-
peroxidasa, la microscopia electrénica (Zwillenberg et al., 1965; Cohen, Lenoir, 1974,
Amlacher er al., 1980: Olberding, Frost, 1975), la inmunoelectroforesis (Dea, Elazhay,
1983), la fijacién de complemento (Finlay, Hill, 1975), la aglutinacién o el radioinmu-
noensayo, no han alcanzado una amplia aceptacién.

TABLA 3

COMPARACION ENTRE LAS DISTINTAS TECNICAS DE POSIBLE USO EN EL
DIAGNOSTICO DE LAS ENFERMEDADES VIRICAS DE SALMONIDOS

Comparison of tecniques of possible use Jor diagnosis of the viral diseases of salmonids

Técnicas S \% E C A Cu
VIRUS

Neutralizacién Alta Lenta Alta No No Si
Inmunofluorescencia Media  Rdpida Media No No St
Aglutinacién Baja Rédpida Media  Si No Si
Inmunodot Media  Répida  Alta No No S{
ELISA (AcM) Media  Répida Alta St Si No
PCR Alta Rdpida  Alta No Si No
RESPUESTAS DE LOS SALMONIDOS

Ac ELISA Media  Rdpida Media  Sf Si No
Linfocitos Alta Lenta Alta No No Si

La sensibilidad (S) se ha clasificado como alta (I virus); media (1°—10¢ virus) y baja (10¢. La velo-
cidad (V) se ha clasificado en rdpida (horas) y lenta (semanas). La especificidad (E) se ha dividido en alta (bajo
porcentaje de falsos positivos) y media (alto porcentaje de falsos positivos). La posibilidad de usar el ensayo
en el campo (C) se relaciona con la simplicidad de uso de la técnica. La posibilidad de automatizacion (A)
permite el procesamiento de grandes niimeros de muestras. La necesidad de cultivos celulares (Cu) se conside-
ra como una dificultad técnica adicional para el ensayo.

La deteccién de virus mediante ELISA sandwich con AcM es una técnica alternativa
creciendo en importancia aunque todavia restringida a la fase clinica de la infeccién. El
inmunodot es rdpido, sensible ¥y cuantitativo, pero en contraste con el ELISA, sélo se
puede usar con cultivos celulares infectados. El1 ELISA es la técnica a usar para un diag-
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néstico rdpido durante la enfermedad (Tabla 4) o para un diagndstico de portadores si
su sensibilidad pudiera incrementarse (Coll, 1989). Idealmente, podrfa usarse un panel
de distintos sistemas ELISA (VNPI, VSHV y VNHI) para una deteccién rdpida y diag-
néstico fiable durante la fase clinica.

Para ser capaces de detectar salménidos portadores de virus, hay que esperar al desa-
rrollo de métodos con una mayor sensibilidad. Entre éstos pueden incluirse, la estimacién
de los Ac de salménido anti-virus, la estimacién de la memoria celular por cultivo in vitro
de linfocitos de salménidos con proteinas virales aisladas y la amplificacién y deteccidn
de genomas virales mediante la técnica PCR y el HYBRELISA, respectivamente.

TABLA 4

EJEMPLO DE RESULTADOS DE DIAGNOSTICO MEDIANTE EL USO
DE ELISAS SANDWICH

Example of diagnostic results by the use of sandwich ELISA

Especie (g/pez)  Mortalidad Llegada  Cultivo  NPI SHV Diagnéstico
Trucha (1-3) Si Vivos + + — VNPI

Trucha (1-3) Si Vivos + + — VNPI

Trucha (1-3) St Vivos + + — VNPI

Trucha (1-3) St Refrig. — — —_ Streptococcus
Trucha (1-3) St Vivos — — — No identificado
Trucha (50-100) Si Vivos + — + VSHV

Trucha (50-100) Si Vivos + — + VSHV

Trucha (50-100) Si Refrg. — — — Calidad de agua
Trucha (50-100) Si Refrg. — — — Streptococcus
Trucha (50-100) No Congl. — — — Sanos

Trucha (50-100) No Refrg. — —_ — Sanos

Trucha (50-100) No Vivos — — — Sanos

Salmén (100-200) No Congl. — — — Sanos

Salmén (100-200) No Congl. — — — Sanos

Salmén (100-200) No Congl. — — — Sanos

Barbo (50-100) it Refrg. — — — Calidad de agua
Barbo (50-100) St Refrg. — — — Calidad de agua
Dorada (3-10) No Vivos — — — Sanos

Dorada (3-10) No Vivos — — — Sanos

Dorada (3-10) No Vivos — — — Sanos

Carpa (500-1.000)  Si Refrg. + — _ VPC

Las visceras de pez o el rifién se mezclaron en grupos de 5-10 peces y se homogenizaron al 10 p. 100 pe-
so/volumen y se ensayaron por cultivos celulares segin métodos estdndar (Jiménez ez al., 1988; Basurco, Coll,
1989). Los resultados de los cultivos celulares se obtuvieron despugs de 2 pases consecutivos en lineas celulares
de peces EPC 0 RTG-2 de 7 dias por pase. El ELISA del VNPI se llev6 a cabo también en el sobrenadante
obtenido después de! primer cultivo. EI ELISA se Hevé a cabo directamente en el homogeneizado por el método
de 1 paso (Sanz, Coll, 1992). VPC, viremia primaveral de la carpa. Trucha (Onchorynchus mykiss, W.}; Sal-
mén (Salmo salar, L.); Barbo (Barbus graellsi, L.); Dorada (Sparus auratus, L.); Carpa (Cyprinus caipio, L.).
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SUMMARY

Viral detection in salmonid culture; disease or carrier fish

Cell culture for amplification and the techniques most used for identification of saimonid viru-
ses, neutralization, immunofluorescence and to a lesser extent, immunoperoxidase, complement fi-
xation, agglutination, electron microscopy, immunodifussion or radioimmunoassay, may soon be
replaced by other techniques such as enzyme immunoassays (immunodot and enzyme linked immu-
nosorbent assay, ELISA) and hybridization with DNA probes. It is expected that developments in
monoclonal antibodies (MAbs) and amplification by the polymerase chain reaction (PCR), will in-
crease sensitivity of both enzime immunoassays and DNA hybridizations, respectively. Other diag-
nostic methods, such as the measurement of virus specific salmonid immunoglobulins (Igs) by ELISA
or the estimulation of immunological cellular memory by in vitro coculture of salmonid lymphocy-
tes with viral proteins, could also be further developed. The use of a first ELISA followed by PCR
can help the automation of this high sensitivity assays. These new methods should provide detection
of the low levels of virus present in adult carriers and perhaps but more complicated in eggs.

KEY WORDS: Diagnostic
Viruses
Salmonid fish
Sick fishes
Carrier fishes
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