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RESUMEN

En este trabajo se revisan la condiciones optimas para experimentar en vacunacién DNA en el modelo tru-
cha/rabdovirus. Se estudian ¢l tamafio éptimo de vacunacién, el disefio de pldsmidos DNA, el disefio del método
de vacunacién y las condiciones representativas de la contraprueba. El modelo trucha/rabdovirns se ha escogido
principalmente por el impacto actual econémico que las rabdovirosis tienen en la Acuicultura intensiva a nivel
mundial, no sélo de salménidos, sino también de otras especies. A pesar de varios afios de esfuerzos, y aunque
todavfa no se dispone de ningtin medio eficaz para controlar las rabdovirosis, el reciente desarrollo de la vacuna-
cion DNA, hace que esta tecnologia abra una nueva esperanza para el posible control de cstas enfermedades
(Ferndndez-Alonso et al., 1998).

PALABRAS CLAVE: Vacunacién DNA
Trucha/Rabdovirus

IMPACTO ECONOMICO MUNDIAL DE LAS RABDOVIROSIS

El 52% (30,8 millones de délares en 1991) de la produccién de trucha en Estados
Unidos se perdié como resultado de enfermedades infecciosas. La mayoria de estas H
enfermedades estaban causadas por virus (Leong er al., 1995). Las pérdidas anuales debi- )
das al VHSV en Europa se han estimado recientemente alrededor de los 50 millones de
Ecus (Olesen, Korsholm, 1997). Cantidades similares y adicionales de pérdidas se esti- 1
man que se deben al otro rabdovirus en Europa el IHNV. En Japén se suponen pérdidas
del mismo orden de magnitud producidas por los rabdovirus. El modelo escogido trucha j
/rabdovirus, permite estudios adaptables a todas las especies cultivadas y a otros patége-
nos puesto que la fisiologfa de la trucha no es significativamente diferente de las de otras
especies.
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VENTAJAS DE LAS VACUNAS DNA

La vacunacién DNA induce una respuesta inmune contra un antigeno expresado in vivo
mediante la introduccién de su gen en el animal. Tiene las siguientes ventajas:

Sintesis in vivo del antigeno. Ello hace posible inmunizar por DNA contra todos aquellos
patdgenos cuya virulencia y sus respuestas antigénicas sean debidas a una proteina. Ello lleva
consigo la generacion de respuestas citot6xicas especificas por presentacién clase I del anti-
geno procesado sin el riesgo de generar una verdadera infeccién. Es semejante en este aspec-
to a las vacunas vivas atenuadas pero sin sus problemas asociados de reversion.

Expresién continuada del antigeno. La expresién del antigeno contintia por varios dfas
como minimo, lo que en los modelos animales probados significa una fuerte y duradera res-
puesta inmunolégica celular y humoral sin utilizacién de una inmunizacién de recuerdo. En
peces hay que tener en cuenta que esto sélo ocurre a la temperatura adecuada y s6lo cuan-
do el sistema inmune est4 maduro.

Inmunidad celular. Los virus y muchos patégenos bacterianos (Renibacterium y aero-
monas, por ejemplo) son patégenos intracelulares y es dificil producir anticuerpos contra
ellos para su neutralizacién, por lo que requieren inmunidad celular para una méxima pro-
teccion, Las vacunas DNA son la mejor solucién para estos casos.

Inmunizacién con librerfas. La identificacién de los antigenos protectores de un pat6-
geno complejo tal como una bacteria, es my laboriosa. Particularmente ello es mas dificil
cuando la proteccién requiere una respuesta celular. Las vacunas DNA permiten el uso del
genoma completo para inmunizacién y procedimientos para identificar dichos antigenos
protectores.

Actividad adyuvante del DNA. La presencia de dinucleétidos CpG repetidos en el
DNA bacteriano pero ausentes en el DNA eucariético (Krieg et al., 1995) tiene efectos
inmunoestimulatorios. Estos efectos pueden incrementarse adicionando CpG al vector
(Sato et al., 1996).

Ventajas econdmico-précticas. Las vacunas DNA son de bajo coste y facilidad de fabri-
cacion, estables a la temperatura y capaces de ser utilizadas en cualquier especie y edad,
tanto de pez, como de patdgeno. Es ademds posible fabricar vacunas multivalentes contra
varios pat6genos en el mismo o en diferentes pldsmidos.

DESARROLLO DEL SISTEMA INMUNITARIO DE LA TRUCHA

En la trucha como en otros peces, después de la eclosién, el sistema linfoide se estd
desarrollando y no todas las estructuras ni funciones presentes en el adulto estan presentes
(Grace y Manning, 1980; Tatner y Manning, 1983). Debido a que los rabdovirus pueden
afectar a las truchas desde estos primeros estadios, es importante el poder determinar el
momento mds temprano desde el que la trucha podrfa ser vacunada con éxito. Ello es espe-
cialmente importante debido a que si se la expone a los antigenos demasiado pronto en el
desarrollo, en vez de generar memoria immunolégica se genera tolerancia que bloquea la
produccidn de respuestas (Davidson er al., 1994; Manning er al., 1982; Tatner y Hormne,
1984). Ademds es de interés comercial el vacunar tan pronto como sea posible, porque es
mds fdcil y mds barato ya que sc necesita menor cantidad de vacuna (Ellis, 1988),

En los peces, animales poiquilotermos, la velocidad del desarrollo de la inmunidad
tanto humoral (Tatner, 1986) c6mo celular (Tatner y Manning, 1983), asf como el creci-
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miento del cuerpo dependen de la temperatura, por lo que es mds reproducible hablar de
pesos y tamafios en vez de edad.

Los primeros precursores linfoides (células Ig+) se detectan en el saco vitelino 14 dfas
antes de la eclosion (Castillo ef al., 1993; Tatner y Manning, 1985). El timo aparece lin-
foide 3 dfas después de nacer a 14 °C y después el rifién y el bazo (éste tiltimo muy eritro-
citico) a los 5-6 dias. Cuatro dfas después de nacer, la ultima actividad linfoide detectable
es la fagocitosis por macréfagos, sobre todo en las branquias, piel e intestinos (Ellis, 1988).
Los tejidos linfoides asociados al intestino (GALT) aparecen a los 13 dfas (Tatner y
Manning, 1983; Zapata, 1996).

Los linfocitos T aparecen primero en el timo (mdximo tamafio del timo alrededor de
0,5-1g/trucha, aproximadamente a los dos-tres meses de edad a 14 °C, Fig. 1) y luego
migran al rifién (Tatner, 1985). Las células Ig+ (linfocitos B) se detectan en el rifidn a los
cuatro dias después de la eclosion pero en el timo y bazo no aparecen hasta los 30 dfas.
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Fig. 1.-Evolucién relativa del peso de timo y rifién con el peso corporal de la trucha areo iris. Los datos son
de Ellis (Ellis, 1988). Otros autores han publicado datos similares (Tatner y Manning, 1983).
Relative profile of thymus and kidney weight respect to the corporal weight of the rainbow trout. The data are of
Ellis (Ellis, 1988) Other authors have published similar data (Tatner y Manning, 1983).

El desarrollo de los érganos linfoides de la trucha estudiados segtin el peso relativo al
resto del cuerpo o al ndmero de células linfoides (Tatner y Manning, 1983), sufren cambios
importantes entre los 0,5 a 1 g de peso corporal (entre 3 y 5 cm de longitud, aproximada-
mente). El desarrollo del timo del que depende el reconocimiento de antigenos timo-depen-
dientes, alcanza su méximo precisamente entre 0,5 y 1 gy luego involuciona (Fig. 1) pro-
bablemente debido a la emigracién de sus timocitos a otros Organos (Tatner, 1985).
Tedricamente, por lo tanto, a partir de 1 g de peso la trucha comenzarfa a poder distinguir
y reaccionar contra antigenos viricos.
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DETERMINACION EMPIRICA DEL MOMENTO OPTIMO PARA
VACUNACION

Suficientes datos empiricos para determinar el momento mds temprano para la vacuna-

cién sélo se han estudiado para yersinia y vibrio (supuestamente antigenos T-independientes).
, Existen tres aspectos de importancia: la edad mds temprana a la que las truchas desarrollan la
i mdxima proteccién (RPS), la duracién de la proteccion y el efecto de la temperatura.
i A 10 °C la mayoria de las especies de salménidos de 20,5g no desarrollan inmunidad
‘ protectora contra yersinia/vibrio. A mayores tamafios se obtienen niveles de proteccién cre-
cientes hasta que se alcanzan niveles maximos de proteccién a 2,5 g/pez (Johnson, Flynn,
Amend, 1982). Utilizando seis especies de salmdnidos se logré definir una curva de RPS
respecto al peso corporal. Los mejores RPS se obtuvieron entre 1 y 2,5 g/pez (Fig. 2).
Cuando los peces se cultivan a varias temperaturas para variar su ritmo de crecimiento, la
proteccidn correlaciona con el tamafio o peso del cuerpo, pero no con su edad, por lo tanto
es el tamafio/peso del pez lo que es importante de cara a la vacunacién (Johnson, et al.
1982; Tatner y Manning, 1983).
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Fig. 2.-Variacién del RPS (porcentaje relativo de supervivencia) en funcién del peso corporal de la trucha.
Los datos son de Johnson (Johnson ef al., 1982). Seis cspecies de salménidos de varios tamafios se vacunaron
por inmersidén en una bacterina de vibrio diluida 1/10. Los peces se contraprobaron con vibrio anguilarum
virulento 30-90 dias después de la vacunacion. Los resultados se expresan en porcentajes relativos de
supervivencia (RPS) = niimero de peces vacunados supervivientes/mimero de peces sin vacunar
supervivientes x100. Sélo se han representado las maximas y las minimas RPS a cada tamafio ensayado

prescindiendo de la especie (trucha 6 salmén).

Variation of RPS (relative percentage of survival) with the corporal weight of the trout. The data are Sfrom Johnson
(Johnson et al., 1982). Six salmonid species of several sizes were vaccinated by immersion in a vibrio bacterin
diluted 1/10. The fish were challenged with virulent vibrio anguilarum 30-90 days after vaccination. The results are
expressed as velative percentage of survival (RPS) = number of vaccinated fish that survivedfumber of
unvaccinated fish that survived x100, Only maximal and minimal RPS have been represented independently of fish

specie (trout or salmon),
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La duracidn de la proteccién aumenta con el tamafio, 120 dfas para [ g/trucha, 180 dfas
para 2g/trucha y alrededor de 1 afio para 4g/trucha (duracién de la proteccién en adultos).
Es decir, que en truchas >4g la respuesta inmunolégica es ya totalmente madura (Fig. 3).
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Fig. 3.-Duracidn de la resistencia a la contraprueba después de la vacunacién de truchas a diferentes edades.
Los datos son de Johnson (Johnson et al,, 1982), Las truchas se vacunaron como ¢n Ia figura 3.
Duration of the resistance to the challenge after vaccination of trout at different ages. The data are of Johnson
(Johnson et al., 1982). The trout were vaccinated as in figure 3.

Truchas inmunizadas por inmersién en aeromonas (antigeno T-independiente) produ-
cen anticuerpos cuando son 20,13g/trucha (1 mes a 4-6 °C) pero no desarrollan memoria
(aumento de una respuesta secundaria) hasta 20,26g/trucha (2 meses a 4-6 °C). Asimismo,
no se observa respuesta de anticuerpos hasta tamafios 20,26g/trucha cuando se emplean
proteinas (antigeno T-dependiente) sino que se produce tolerancia a tamafios menores de g
0,26 g/trucha (Manning, Grace, Secombes, 1982). i

La temperatura tiene un efecto directo en la produccién de respuestas inmunes en los 5
peces, sin embargo, no existen suficientes estudios sobre la influencia de este parimetro en
la vacunacién/proteccién (Horne et al., 1982).

DISENO DE PLASMIDOS |

La transferencia directa y expresién de genes reportadores in vivo por varias rutas se i
ha demostrado en peces (Anderson et al., 1996; Gémez-Chiarri et al., 1996; Hansen et al.,
1991; Heppell ez al., 1998). Incluso se ha demostrado que los miisculos de pez son capaces ‘
de expresar el DNA inyectado 100 veces mds eficientemente que el misculo de ratén. Que
la expresién de genes procedentes de patégenos en peces da lugar a reacciones inmunolé-
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gicas también se ha demostrado recientemente (Anderson et al., 1996; Heppell er al.,
1998). Ademds las vacunas DNA protegen contra con dos rabdovirus de peces, el IHNV
(Anderson et al., 1996) y el VHSV (Heppell ez al., 1998). Casi un 100% de proteccidn se
ha obtenido con estas vacunas DNA comparadas un 60% de proteccién utilizando vacunas
de virus inactivados.

Después de la inyeccidn intramuscular de pldsmidos, la mayor expresién del antigeno
se localiza en las fibras musculares. El trasplante de mioblastos transfectados en ratén ha
demostrado que esta expresién es suficiente para inducir respuestas inmunolégicas (Ulmer
et al., 1996) a través de las células presentadoras de antigeno. De acuerdo con estos datos
y con restricciones legislativas, es probable que sea necesario optimizar los vectores DNA
para su uso en peces incorporando promotores especificos de miisculo en vez de promoto-
res no especificos tales como el de citomegalovirus que es de los mejores promotores que
actiian en células de pez (Betancourt ef al., 1993). El promotor de la cadena pesada de mio-
sina de carpa y otros promotores relacionados con las cadenas de miosina, tales como el
FG2 (Muller y Brem, 1996), permiten la expresién de genes reportadores en musculo de
pez (Gauvry et al., 1996), por lo que se estan ensayando actualmente en vacunas DNA.,

Otro método que se estd utilizando para aumentar la respuesta inmunolégica de los
pldsmidos en animales, es la inclusién de genes inmunoestimuladores de la respuesta inmu-
ne. La coexpresién del ant{geno patégeno y de estos genes inmunoestimuladores llevaria a
un incremento y mayor control de las respuestas inmunes. En ratén ya se han comprobado
efectos inmunoestimulantes con IL2 y IL4 y efectos supresores con TGF (Raz et al., 1993).
En el modelo ratén/rabdovirus se ha comprobado inmunoestimulacién con GM-CSF pero
supresién con interferén y (Xiang y Extl, 1995). Otros estudios reflejan similares efectos en
varios modelos (Davis et al., 1997; Leong er al., 1994; Schijns er al., 1994; Xiang ef al.,
1997). Un buen uso de estas posibilidades requiere un mayor conocimiento de los efectos
¢ interrelaciones de los inmunoestimuladores, probablemente para cada modelo animal e
incluso para cada patégeno. Respecto a su posible uso en peces, s6lo la IL1 se ha podido
aislar hasta ahora y su uso estd muy restringido (Chriss Secombes, comunicaci6én personal).

POSIBLES METODOS PARA DESARROLLAR LAS VACUNAS DNA
POR INMERSION

Si bien la vacunacién DNA funciona con éxito en el caso de que la aplicacién del DNA
se haga por inyeccién intramuscular, ello no supone un método prictico especialmente para
peces de pequefio tamafio. Solo la inmersién en DNA facilitarfa la aplicaci6n de estas vacu-
nas para esos casos. Ahora bien no parece haber captura del DNA por las truchas después
de una inmersién en plasmido disuelto en agua.

Para inducir la captura del DNA por inmersién se necesitan desarrollar nuevos métodos.
Como métodos que necesitan ser optimizados, actualmente se trabaja principalmente en: (a)
inmersién en complejos DNA-liposomas y (b) inmersién o toma oral de DNA microencapsulado.

Los liposomas catiénicos (capaces de formar complejos con el negativamente cargado
DNA) conteniendo lipidos sintéticos tales como el DOTAP (Huang y Li, 1997), estdn sien-
do objeto de una investigacion concienzuda como sistema de vehiculacién de DNA para
terapia génica. Como resultado de este drea tan activa de investigacién, la formulacién de
liposomas se estudia para obtener una mayor estabilidad y una vehiculacién hacia dianas
lisulares especificas. La aplicacién de estos métodos al campo de la Acuicultura todavia no
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se ha intentado (Templeton et al., 1997). Existen liposomas optimizados para administra-
cién oral en mamiferos (Klavinkis et al., 1997) y para vacunacién por inyeccién (Davis et
al., 1997; Gregoriadis et al., 1997) que también podrfan utilizarse en las pruebas por inmer-
sién.

La microencapsulacién de DNA se ha usado para aumentar las respuestas de anticuer-
pos en la mucosa después de la administracién oral en ratén (Jones et al., 1997) y se ha
reportado inmunizacién oral de truchas con antigenos proteicos (Lavelle ef al., 1997). El
DNA encocleado también se estd utilizando como posible vehiculo (Archibald y Mann,
1994).

Un caso especial de microencapsulacién es utilizar la misma bacleria que se usa para
clonaje del plasmido. Quizds la gran ventaja de los vectores bacterianos para vehicular
vacunas DNA sea debido a que no se requiere purificacién de los plasmidos (esencialmen-
te es un vector bacteriano atenuado) por lo que las vacunas se podrian producir al coste de
fermentacién, liofilizacién y empaquetado, simplemente. Ya se ha intentado con éxito en
mamiferos utilizando Shigella (Sizemore ef al., 1995). La habilidad de la bacteria Shigellae
para entrar en las células epiteliales escapando de las vacuolas fagociticas se ha usado con
éxito para dirigir pldsmidos al citoplasma de las células para la sintesis protefca y procesa-
miento antigénico. La bacteria utilizada es defectiva en una enzima esencial para la sinte-
sis de la pared bacteriana (aspartate B-semialdehyde dehydrogenasa) y por lo tanto depen-
diente de dcido diaminopimélico. Experimentos preliminares in vivo han demostrado la
capacidad de esta cepa de transformar epitelios en cobayas y ratones (Sizemore et al.,
1995). Otras bacterias intracelulares tales como Listeria o Reinbacterium (Maulen ef al.,
1996) capaces de invadir células y romper la vacuola fagocitica dentro del citoplasma,
podrian utilizarse como vectores de los pldsmidos para vacunas DNA. Se podrfa intentar
con otras bacterias endocelulares, patégenos habituales en Acuicultura (Renibacterium,
Aeromonas, etc.). A este respecto, la transformacién de yersinia (Cutrin et al., 1994) y la
identificacién y clonaje de un fragmento de DNA asociado con las propiedades de interna-
lizacién de Renibacteriun en células de pez (Maulen et al., 1996), asi como el uso de
mutantes de aeromonas (Noonan ¢f al., 1995), son avances o nuevos datos que se podrian
aprovechar para nuevos desarrollos en vacunas DNA.

POSIBLES MODELOS IN VITRO

Cualesquiera que sean los métodos empleados para hacer llegar el pl4smido codifican-
te del antigeno patégeno al tejido in vivo, experimentos paralelos in vitro con algunos
modelos tisulares podrfan afiadir algunas ideas o mejoras. Las variables in vitro podrian
optimizarse de cara a los experimentos in vivo. Puesto que in vitro siempre se pueden ensa-
yar muchas més variables, deberfamos de ser capaces de seleccionar aquellas que luego
podrén ser utilizadas in vivo.

La posible diana celular del DNA por inmersién no se conoce todavia. En principio se
podria pensar en: a) Usar una linea celular epitelial componente mayoritario de las branquias
y de la piel (por ejemplo, la linea celular EPC). b) Puesto que los macréfagos son células
abundantes en las branquias, fagocitan antigenos bacterianos (Zapata et al., 1987) y se pue-
den obtener ficilmente in vitro (Estepa et al., 1991; Estepa y Coll, 1991), estdn entre las célu-
las que con mayores probabilidades podrian captar el DNA. ¢) Ya que las branquias son la
més grande superficie del pez en contacto con el agua y tienen menor cantidad de mucus que
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el resto de su superficie, tienen por lo tanto la mayor probabilidad de captar DNA. Se ha
demostrado que las células epiteliales de las branquias capturan Yersinia (Zapata et al., 1987).

INVESTIGACION DE LAS RUTAS DE ENTRADA

Alin después de muchos afios de experimentacién se desconocen las rutas de entrada
de los antigenos protéicos en los peces después de una inmersién en ellos. Las posibles
rutas de entrada del DNA son por lo tanto totalmente desconocidas. El estudio de la distri-
bucién del DNA, una vez puesto en contacto con la trucha por inmersién puede ayudar a
definir la ruta de entrada aportando nuevas ideas para su optimizacién. La localizacién de
DNA marcado radioactivamente puede seguirse facilmente con el tiempo, ademds podria
detectarse el DNA especifico mediante amplificacién con PCR en distintos tejidos asf como
la presencia del antigeno expresado por inmunohistologfa.

INVESTIGACION DE LOS ANTIGENOS PROTECTORES

Aunque las vacunas-DNA codificadoras tanto del gen G como del gen N de VHSV
ensayadas fueron efectivas protegiendo truchas contra la contraprueba, la construccién G
fue mas eficaz llegando casi al 100%. En el caso de las cinco protefnas que forman los rab-
dovirus estd claro que el mejor antigeno protector a utilizar es la proteina G y quizd tam-
bién la N. Ahora bien, para aquellos patégenos (por ejemplo, Aeromonas) para los que poco
se conoce acerca de los antigenos protectivos, se puede emplear la técnica ELI (expresidn
library immunization) (Barry et al, 1995) para identificarlos. El tamafio del genoma de
estas bacterias es de 1-5 x 106 pares de bases y por lo tanto requiere el screening de unos
5000 clones para identificar cuales de ellos codifican anticuerpos protectores. Una estrate-
gia para disminuir el mimero de ensayos puede ser el analizarlos por grupos y/o seleccio-
nar para estudiar s6lo aquellos clones que se expresan in vivo (preparando cDNA del RNA
mensajero obtenido de aeromonas crecidas “in situ” en el pez).

ANALISIS DE LAS RESPUESTAS INMUNES

Las respuestas inmunes inducidas contra los rabdovirus en peces, pueden evaluarse por
ELISA, microneutralizacién e inmunoproliferacién anamnésica. La inducién de anticuer-
pos totales contra la G del VHSV por medio de ELISA indirecto (Sanz y Coll, 1992a;
1992b) se ensaya utilizando G4 recombinante producida en levadura (Estepa et al., 1994)
y el anticuerpo monoclonal 1G7 anti-IgM de trucha que reconoce especificamente la mayo-
ria de las especies moleculares de inmunoglobulinas de salménidos (Sdnchez et al., 1991),
Los anticuerpos neutralizantes anti-VHSV pueden ensayarse por medio de un ensayo de
microneutralizacién desarrollado recientemente (Lorenzo ef al., 1996) que permite no sélo
una estimacién rdpida (1 dfa), sino también una pequefia cantidad de suero (10 pul) tal que
se pueden ensayar hasta las truchas mds pequeiias. Los ensayos de inmunoproliferacién
anamnésicos (Estepa et al., 1994; Lorenzo et al., 1995a; 1995b) al contrario que los anti-
cuerpos neutralizantes que duran en la sangre sélo unos 2-3 meses (Fig. 4), duran mds de
1 afio (Estepa et al., 1996; 1998), lo que hace que estos ensayos sean mejores para estimar
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la duracién de la vacunacién. Brevemente, los leucocitos de rifién anterior de truchas indi-
viduales se cultivan en condiciones y medio especiales en presencia de G4 recombinante
para estimar el valor de estimulacién de las respuestas inmunoproliferativas a distintos
tiempos después de la vacunacidn.
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Fig. 4-Duracién de los niveles de anticuerpos neutralizantes anti-VHSYV después de una infeccién. Truchas
de 15-18 cm sc infectaron con VHSV durante 2 h a 12 °C con 330 DICT50/ml. La mortalidad fue nula en el
caso de seis truchas comunes y del 60% en el caso de trucha arco iris. La sangre se extrajo de los 6 y 7
animales supervivientes, respectivamente, durante 1 afio y se estimaron los anticuerpos neutralizantes. Se
expresa el porcentaje de sueros que fueron positivos a cada tiempo. Datos de Enzman y Konrad (Enzmann y
Konrad, 1993).

Duration of the anti-VHSV neutralizing antibodi levels after infection. Trout of 15-18 cm were infected with VHSV
during 2 h at 12 °C with 330 DICT50/ml. The mortality was negigible in the case of 6 common trout and of the 60%
in the case of rainbow trout. The blood was extracted in 6 and 7 survivor fish during 1 year and neutralizing
antibodies were stimated. The percentage of the serum that were positive af each time is expressed in the figure.
Data from Enzman and Konrad (Enzmann and Konrad, 1993),

DISENO DE LAS CONTRAPRUEBAS

Las contrapruebas se deberfan hacer con varias concentraciones de patégenos, para as{
escoger para la experimentacién de laboratorio aquella dosis de virus que mate un 50% de
las truchas (Engelking et al., 1991). Ahora bien, para pocos patégenos se han hecho estos
estudios. Para IHNV con truchas de 0,4-1g dichos niveles de virus estdn entre 100-10000
DICT50/ml. Curvas tipicas se muestran en la Figura 5 para controles no vacunados.
Dependiendo de la virulencia del aislado viral, los peces vacunados tienen mortalidades
menores. Mortalidades que expresadas en porcentajes relativos de supervivencia o RPS
(RPS = 1-mortalidades de los vacunados/mortalidades de los no vacunados x100) van de
85 a 50, 24 6 5% en virus muy virulentos, o de 70 a 72,5, 69 6 72% con virus moderada-
mente virulentos. Ello ilustra el hecho de que a bajas dosis de contraprueba las vacunas
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pueden proteger y que sin embargo a altas dosis la proteccién no es suficiente. Vacunas
como las mencionadas pueden no obstante ser suficientes en campo, debido a que, muy rara
vez, pueden observarse epizootias en las que haya concentraciones de virus en el agua de
las granjas mayores de 100000 DICT50/ml (Leong et al., 1995). No obstante, todas estas
consideraciones deben de tenerse en cuenta al experimentar en el laboratorio.

120

100 -

80 - o

60 -

40

(%) Mortalidad acumulativa

20 -
---- IHNV

— [HNV muy virulento

100 1000 10000 100000
Titulo de virus, DICT50/ml

Fig, 5.-Titulo de virus para contraprucha de animales inmunizados. La contraprueba se debe hacer con
varias concentraciones de virus para utilizar una dosis LD50 (Ia dosis que matard 50% de los peces). Para
THNYV y truchas de 0,4-1g los niveles de virus a utilizar estdn entre 100-10000 DICT50/ml (dosis infectivas de
cultivo de tejidos). Datos de Enzman y Konrad (Enzmann y Konrad, 1993).

Title of virus for challenging immunized animmals. The challenge should be done with several viral concentrations
to use a dosage LD50 (the dosage that will kill 50% of the fish). For IHNV and trout of 0.4-1g the level of the virus
to use is between 100-10000 DICT50/ml (infective dosages in tissue culture). Data Enzman and Konrad (Enzman

and Konrad, 1993).

SUMMARY
Variables in DNA vaccination in the model trout-rhabdovirus

In this work we review the data for optimal DNA vaccination in the model trout/rhabdovirus. We study the
optimal size for vaccination, the design of DNA plasmids, the design of the vaccination methods and the repre-
sentative conditions of the challenge. The trout/rhabdovirus model has been choosen because the actual economic
impact that the rhabdovirosis have in the intensive Aquaculture at world wide level not only of salmonids but also
of other species, After several years of studies and even though we have not yet any means to control rhabdovi-
rosis, the recent development of DNA vaccination makes this technology open a new hope for the possible con-
trol of these diseases (Ferndndez-Alonso ef al., 1998).

KEY WORDS: DNA vaccination
Trout/Rhabdovirus
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