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RESUMEN

En este articulo se describen las técnicas de cultivo celular usadas
para la amplificacion del virus de la septicemia hemorragica viral, y las
técnicas inmunoldégicas mas usadas para su diagndstico. Para Ia iden-
tificacion del virus se usa habitualmente el aislamiento y seroneutrali-
zacion, y en menor grado otras técnicas como la inmunofluorescencia,
inmunoperoxidasa, fijacién del complemento, etc... que estan siendo
sustituidos por los enzimoinmunoensayos (ELISA e inmunodot) y las

técnicas DNA.

INTRODUCCION

La produccién de trucha en Euro-
pa alcanzd en 1986 una cifra global
de 120.000 T.M,; esta cifra sigue in-
crementandose y se calcula que
para el afio 2000 la produccion se
duplicara.

La significacidn de la septicemia
hemorragica viral se hace notar en
las pérdidas de tipo econémico pro-
ducidas, cifradas en un 30 % de la
produccion anual (Ghittino, 1985).

El virus causante de la enferme-
dad pertenece a la familia Rabdovi-
ridae, dentro del género Lysavirus.
Posee una amplia similitud con el
virus de la rabia. Afecta principal-
mente a alevines y juveniles de tru-
cha tanto arco itis (Salmo gairdneri)
como trucha comun (Salmo trutta)

-ademas de otras especies como
barbo, salmén, rodaballo, etc..., pu-
diendo también afectar a ejempla-
res adultos.

La transmision de la enfermedad
es principalmente horizontal, a tra-
vés del-agua, no conociéndose ca-
sos de transmision vertical, aunque
sl se ha aislado el agente de {a su-
perficie exterior de huevos de tru-
cha (Jorgensen, 1970).

Posee su mayor poder patégeno
a una‘temperatura del agua de
unos 8 °C, produciéndose en estos

“'casos una elevada mortalidad (60-

~90-%). :

El virus produce una infeccion
sistémica, causando graves lesio-
nes en tejidos hematopoyéticos,
capilares y tibulos renales (De Kin-
kelin, 1979), asi como otras lesio-
nes mas tardias: necrosis de bazo,
higado, rifién y alteraciones de tipo
nervioso por localizacion cerebral
del agente en el estadio final de la
enfermedad.

La sintomatologia clinica varia
segun el tipo de infeccion:

- Aguda (Figs. 1y 2): Cursa con alta
mortalidad. Oscurecimiento de
piel. Exoftalmia. Hemorragias en
piel, aletas y agallas. Petequias
en musculatura esquelética y vis-
ceras. Higado y rifidén hemorragi-
cos. Titulo de virus alto.

- Crénica: Mortalidad moderada.
Oscurecimiento de la piel. Exoftal-
mia. Ascitis (abdomen hinchado
por edemas viscerales, especial-
mente de higado). Higado con pe-
tequias y palidez. Rifién con focos
de necrosis. Titulo medio de virus,

- Portadores: No muestran signos
clinicos. Titulo muy bajo de virus.

La importancia econdmica de la
enfermedad causada por este vi-
rus, hace que deba controlarse lo
mas rapidamente posible, para po-
der aislar l0s peces sanos de los
enfermos y ademas; tomar todas
las medidas profilacticas para im-
pedir la propagacién de la enferme-
dad al curso del rio 0 a otras pisci-
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factorias. Por todo ello, el diagnés-
tico rapido se vuelve fundamental
en los casos agudos y se hace ne-
cesario un diagndstico sensible
para casos cronicos y portadores.
En este trabajo se pasa revista a
las técnicas laboratoriales inmuno-
l6gicas para el diagndstico de la
septicemia hemorragica viral (SHV).
El diagndstico tradicional se basa
en la seroneutralizacion, y debido a
su alta sensibilidad se aplica tanto
a casos agudos como a cronicos y
portadores. Otras técnicas que se
revisan son la inmunofiuorescencia
(IF), lainmunoperoxidasa, el inmu-
noensayo enzimatico en fase sdélida
(ELISA), y el inmunodot. Principal-
mente se ha investigado la detec-
cion de virus y s6lo en algunos ca-
sos, la deteccién de la respuesta in-
munolégica de la trucha.

ANTICUERPOS ANTI-VIRUS SHV

Por norma general, en virologia
de peces, se suelen usar anticuer-
pos antivirus para el diagnostico
por seroneutralizacion e IF como
técnicas principales, siedo el resto

- de técnicas sensiblemente menos

utilizadas, bien debido a que |a baja
capacidad inmunogénica del virus
SHV puede dificultar el éxito de al-
gunas de estas pruebas, o bien de-
bido a que no estan correctamente

25




puestas a punto o no poseer reacti-

vos de calidad. Otras técnicas in-

munoldgicas con aplicacién en el
diagnéstico de SHV pueden ser:

ELISA, inmunodot e inmunoperoxi-

dasa, y en un segundo plano esta-

rian técnicas como la inmunodifu-
sion, ISPA, fijacién del complemen-
to, etc...

Las técnicas inmunolégicas es-
tan basadas en las reacciones es-
pecificas de antigeno-anticuerpo,
siendo ambos reactivos esenciales.
Usualmente en los estudios de viro-
logia de peces se han venido utili-
zando anticuerpos policlonales ob-
tenidos por inoculacién de virus
concentrados o purificados a ratén
o0 conejo. Desde la aparicién de la
técnica de clonaje y seleccién de
hibridomas para la obtencién de
anticuerpos monoclonales (Kéhler
y Milstein, 1975), las técnicas de
diagndstico viroldgico, entre otras
muchas aplicaciones, han podido
verse incrementadas en sensibili-
dad, rapidez y repetibilidad de re-
sultados, asl como en una mayor
especificidad.

Por lo general, los anticuerpos
monoclonales (AM) poseen ventaja
sobre los policlonales (AP) tradicio-
nalmente usados y que se pueden
resumir en:

- Los AM son de mayor especifici-
dad y pureza, lo que les da mayor
importancia a la hora de usarse
‘como método de diagndstico.

- Son mas reproducibles y ofrecen
una mayor garantia de suministro
que los AP producidos por el mé-
todo tradicional.

- No es necesario obtener o purifi-
car el antigeno cada vez que se
guiera preparar un AM.

- Los mielomas clonados producto-
res de AM pueden congelarse en
nitrégeno liquido, por lo que los hi-
bridomas se pueden conservar in-
definidamente.

El creciente uso de AM hace que
puedan utilizarse con mayor fiabili-
dad algunas técnicas de inmuno-
diagndstico asi como que se vayan
desarrollando técnicas nuevas.

Nuestro grupo de trabajo-harea-
lizado la obtencion de AM frente al
virus de la SHV mediante un proto-
colo largo de inmunizacién y selec-
cién de anticuerpos por ELISA, IFi
y seroneutralizaciéon. Hemos obte-
nido AMs frente a todas las protei-
nas del virus (Sanz y col, 90) y esta-
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mos aplicando su uso para la mejo-
ra del diagnéstico de la enferme-
dad. Asi mismo hemos encontrado
un AM neutralizante, tipificado por
Inmunoblott como anti proteina G,
a pesar de la escasa capacidad an-
tigénica del virus (Ahne, 1982), lo
cual puede ser de gran interés para
el estudio de los epitopos neutrali-
zantes.

TECNICAS DE DIAGNOSTICO
INMUNOLOGICO

Aislamiento y Seroneutralizacion

Previamente a establecer un
diagndstico, conviene poner una
aspecial atencién a la toma de
muestras. Por lo general, es nece-
sario que la muestra llegue lo méas
fresca y rapidamente al laboratorio,
y siempre que fuera posible se trae-
rén los peces vivos. Es un paso im-
portante ya que por condiciones
adversas, elevada temperatura,
tiempo de traslados prolongado,
etc... el virus podria quedar inacti-
vo, con lo que obtendriamos resul-
tados erréneos. Del lote(s) de pe-
ces se realizaran homogenados,
para ello se procedera a abrir el pez
y obtener muestras de rifién ante-
rior, higado y bazo; se hard un ma-
cerado y se diluird en medio de cul-
tivo. Si se trata de alevines se elimi-
nara la cabeza y el tercio posterior
del cuerpo, y se realizarg el homo-
genado con el resto.

Para el muestreo, los peces de-
ben ser seleccionados para mez-
clar en unidades, de acuerdo con la
edad, especie, cepa, estanque, su-
ministro de agua, etc... {(Kevir,
1989).

Durante la fase aguda, deben se-
leccionarse peces moribundos pre-
feriblemente, ya que la probabili-
dad de deteccidn de virus aumenta.

Existen algunos problemas para
seleccionar una muestra represen-
tativa, especialmente en el caso de
portadores, ya que debe estar in-
fluenciada por la incidencia de la
enfermedad (nimero de peces con
virus), nimero de virus por pez
afectado (Esquema 1), y la dilucion
de lamuestra a usar en el diagnés-
tico. , :
De forma general, el diagndstico
de la septicemia hemorréagica viral
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(SHV), se realiza mediante el uso
del cultivo del agente en lineas ce-
lulares a las que éste se adapta,
preferentemente la linea EPC (célu-
las epiteliales de carpa). Para ello
se afiade una dilucidn de aproxima-
damente 1/10 del homogenado so-
bre el tapiz celular, se deja en ad-
sorcion 1 h a 14 C, y se incuba a
igual temperatura durante una se-
mana aproximadamente. En oca-
siones sera necesario efectuar un
pase ciego sobre cultivo para poder
observar la aparicién de efecto cito-
patico (Fig. 3). Cuando el efecto ci-
topético se ha producido, se proce-
de a identificar el agente mediante
el uso de un antisuero especifico
que no presente reacciones cruza-
das con otros virus que también
afectan a la trucha como el virus de
la necrosis pancreatica infecciosa
(IPN) o el virus de la necrosis hema-
topoyética (IHN), y gue neutralice la
infeccion,

Asi mismo, en el caso de que el
agente causal sea el virus de la
SHV, se podrd identificar a cual de
los tres serotipos existentes perte-
nece, F1 (Jensen, 1963), F2 (Jor-
gensen, 1972) y 23,75 (Kinkelin,
1977). En Espafa todos los aisla-
dos de SHV hallados por el L.N.LA.,
han sido identificados como seroti-
po F1 (Esquema 2).

La duracién de todo el proceso
alcanza los 10-12 dlas, con lo cual
obtenemos un diagndstico especifi-
co y sensible, aunque poco rapido.
El aislamiento puede detectar ca-
808 positivos que quizé por otras
técnicas serfan dudosos o negati-
VO0S, como ocurre con los casos de
portadores o en estadios finales
de la enfermedad donde el ntiime-
ro de particulas viricas desciende
notablemente (Neukirch, 1985).

Inmunofluorescencia

Es la técnica tradicionalmente
mas usada como complemento a la
seroneutralizacién o por si sola.
Fue descrita por primera vez por
Jorgensen (1972) para el virus de Ia
SHV. Puede ser usada directa (IFD)
o indirectamente (IF1).

La IF] permite detectar el virus,
bien directamente sobre el tejido
animal (rifidn, bazo, higado), bien
previa inoculacién en linea celular
del homogenado de los animales
sospechosos.
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Esquema 1. Niveles de virus en tejidos de peces después de someterse a infeccion natural o
experimental durante la fase aguda.

Datos de: Basurco y Coll, 1989; Neukirch, 1984: Kinkelin y Berzotti, 1981; Neukirch y Olass,
1984,

19 Miuchas
ia 25 Abr Alevineg-de salmones 2,56 cm
471 Navarra 25 Abril 1986 Alevists de truchas 3 cm
144 Salamanc 198 Truchas
798 Aragén 7Sept 1986 Barbo 0 _100 200
‘ Km.

Esquema 2. - Distribucion: geografica de los principales brotes de SHV aislados en el LN.L.A.
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Consiste en hacer reaccionar so-
bre las células infectadas un anti-
cuerpo especifico anti-SHV (preferi-
blemente un AM), tras una incuba-
cion de 30 minutos, y posteriormen-
te se afdira un anti-anticuerpo
como puede ser la proteina A con-
jugada con fluoresteina o rodamina
(Figs. 4 y 5), que reconocerd al an-
ticuerpo especifico que ha captado
el antigeno.

Posee la ventaja sobre la Sero-
neutralizacion en que es mas rapi-
da(alas 8-12 h con 10 DICT (dosis
infectivas en cultivo tisular) o a las
16 h con 1 DITC, Jorgensen 1972),
si bien puede dar falsos negativos
en los casos crénicos o portadores;
asi mismo la IFl no nos permite dis-
cernir a qué subtipo pertenece el
agente causal.

Otra posible alternativa seria la
deteccion de linfocitos infectados
con SHV mediante la IFI (Enzmann,
1981).

La IFD nos permite detectar anti-
cuerpos anti-SHV en sueros de tru-
cha; es una técnica muy sensible e
incluso puede detectar portadores,
si bien es recomendable usarla
como segunda técnica confirma-
toria.

Inmunoperoxidasa

Técnica inmunolégica de facil
aplicacién, que presenta ventajas
sobre la IF por su alta especifici-
dad, eliminacién de fondo, uso de
microscopio ordinario y larga con-
servacion de las muestras (Kustak,
1981).

Consiste en hacer reaccionar so-
bre un tapiz celular infectado o so-
bre un corte de tejido de un animal
enfermo, un anticuerpo especifico,
sobre el cual reaccionara un segun-
do anticuerpo anti-especie marca-
do con peroxidasa, y mediante la
adicién de un sustrato (normalmen-
te diaminobenzidina), las células in-
fectadas presentaran una colora-
cion citoplasmatica de color marrén
difuso y el area perinuclear presen-
ta cuerpos de inclusion mas oscu-
ros. En infecciones mas avanzadas
el citoplasma presenta granulacio-
nes de color marrén intenso (Faisal
y Ahne, 1980) utilizando AM obteni-
dos en nuestro laboratorio.

Los casos positivos (Fig. 6) son
facilmente identificables ya que el
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Fig. 1. Hemorragias y petequias sobre la musculatura esquelética,
originadas por el virus de la SHV.

e
- .

Fig. 3. Placa deinfeccion tipica causada por el rabdovirus SH

un tapiz celular EPC.

Fig. 5. (5)... conjugado con rodamina (objetivo 40 x).

* Nota: Esquemas 1y 2 tomados de Ghittino, P. (85).

fondo de los casos negativos s
muy claro.

Normalmente la peroxidasa en-
dogena no ocasiona problemas en
los analisis directos sobre tejido
animal.

Mediante el uso de AM se ha po-
dido mejorar la especificidad y sen-
sibilidad de la técnica, no existien-
do reacciones cruzadas con ofros
virus; sin embargo no es una igécni-

Fig. 2.

- Pl i

V sobre

Figs. 4 y 5. IF obtenidas con AV que reaccionan con células EPC infecta-
das con el virus de la SHV. (4)... conjugado con fluoresteina (objetivo 40 x)

Fig. 8. Reaccion de inmun
tivo celular (linea EPC) con el virus de la SHV gue reacciona con un

Exoftalmia en trucha enferma de SHV.

or infeccion de cul-

operoxidasa obtenida p

AM. Posteriormente se afiadié un anticuerpo anti-especie conjugado

ca hasta el momento utilizable para
el diagndstico de portadores debido
a su baja sensibilidad.

Elisa

Hasta la fecha el ELISA, no se ha
utilizado rutinariamente en los ana-
lisis de diagndstico de SHY, tanto
como técnica directa como indirec-

con peroxidasa. La reaccién se revel6 con diaminobenzidina.

ta, es decir, para la deteccion de vi-
rus (ELISA «sandwich») o para la
deteccion de anticuerpos antivirus
SHV en la trucha (ELISA indirecto).

En cuanto a la deteccidn de virus
(Dixon y Hill, 1984; Olesen y col,
1987; Way y Dixon, 1988), es una
técnica méas sencilla y rapida de
elaboracion frente a la sercneutra-
lizacian y la IF, aungue hasta el mo-
mento es menos sensible, por lo
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que se usa como técnica de confir-
macion de la seroneutralizacién.

Los test ELISA realizados hasta
la fecha no presentan unos resulta-
dos determinantes como para po-
der usarse como Unico método
diagndstico, posiblemente debido a
que los titulos de antisuero son muy
bajos (Dixon y Hill, 1984). Esta en
estudio la posible mejora de la sen-
sibilidad de estos métodos median-
te el uso de AM.

L a deteccidn de anticuerpos anti-
SHV en trucha (ELISA indirecto)
fue descrita por primera vez por
Cossarini-Dunier (1985) usando un
suero policlonal. Los resultados se
mejoraron con el uso de AM (Ole-
seny col, 1987).

Inmunodot

Es una técnica similar al ELISA,
pudiendo existir al igual que en
ésta tanto un método directo como
indirecto. En la SHV sélo se ha de-
sarrollado hasta el momento la téc-
nica indirecta (Mc Allister y Schill,
1986) en la cual se adsorbe un so-
brenadante de cultivo sospechoso
sobre un filtro de nitrocelulosa; pos-
teriormente se pone en contacto
con un AP y luego con anti-anti-
cuerpo. El resultado se presenta de
forma cualitativa (si/no) por lo que
pueden existir problemas en casos
de portadores, asi como en los ca-
s0s en que los homogenados pre-
senten una alta concentracion pro-
teica, pudiendo dar falsos positivos.
Otro inconveniente a su vez, es el
mayor gasto.en cantidades de anti-
suero.

Sin embargo, en la actualidad la

- forma directa o «sandwich» de de-
teccion de antigeno, por los resulta-
dos que hemos obtenido hasta el
momento con AM, nos hace pensar
que pueda ser una técnica con fu-
turo para esta enfermedad junto
con otras como IPN o IHN, por la
posible elaboracion de «kits» con
reactivos de alta estabilidad, que

. permitira realizar el diagndstico «in
situ» para a deteccion de virus.

Otras técnicas comola inmunodi-
fusién (Jorgensen, 1968), fijacién
del complemento (Dorson, Tourchy
y Michel C.; 1979), ISPA test (Bragg
y Combrink, 1987), etc... también
han sido descritas para el virus de
la SHV, aunque su uso es préctica-

mente nulo como técnicas de diag-
ndstico.

CONSIDERACION FINAL

Hasta el momento, la técnica
mas fiable por su sensibilidad para
obtener un diagndstico seguro en
los casos de SHYV continua siendo
el inoculo del homogenado sobre
cultivos celulares sensibles y ia
posterior confirmacion mediante la
seroneutralizacion con antisuero
especffico. Desgraciadamente es la
técnica que més tiempo consume
en su desarrollo. ’

Técnicas como la IF y la Inmuno-
peroxidasa, pueden ser una alter-
nativa valida, especialmente con el
uso de AM que mejora la sensibili-
dad, siendo en los casos positivos
de muy rapida deteccion (8-16 h), si
bien, presentan dos inconvenientes
importantes: la dificultad en la de-
teccion de portadores inaparentes,
y en segundo lugar, el lahoratorio
debera disponer de equipos para
poder realizar cultivos celulares (al
igual que la seroneutralizacion), y
en el caso de la IF debera contar
ademas con microscopio de fluo-
rescencia, lo cual no permite hacer
llegar el diagnéstico a todos los
puntos de interés donde el labora-
torio regional carezca de estos me-
dios.

La verdadera alternativa esta,
pues, en las técnicas basadas en el
enzimoinmunoensayo (ELISA e in-
munodot).

En la actualidad y con el uso de
dos AM frente a la proteina mayori-
taria del virus, estamos obteniendo
resultados esperanzadores en am-
bas técnicas de deteccion de anti-

. geno. Ademas estas técnicas,

aparte de su mayor sensibilidad,
cuentan a su favor con la facilidad
de ejecucion, especialmente el ELI-
SA que puede ser realizado en
cualquier laboratorio. El inmunodot
ofrece la ventaja de que pudiera ser
utilizado en.el futuro sobre el terre-
no por los mismos encargados de
las piscifactorias, sin necesidad de
poseer ningun material de dificil
manejo. De todas formas, estos sis-
temas deben ser perfeccionados
aln mas, para poder ser una alter-
nativa real al sistema mas fiable y
seguro, que es el aislamiento e
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identificacion del virus por seroneu-
tralizacién,

Por otro lado se estan investigan-
do ya en SHV meétodos como el
aumento de inmunoglobulinas es-
pecificas en trucha mediante ELI-
SA, la estimacién de memoria celu-
lar in vitro por cocultivo de linfocitos
de trucha y virus Inactivado, y la
amplificacion del genoma viral por
la polimerasa termoestable DNA
(PCR), lo cual permitira establecer
un diagnostico mas sensible, espe-
cialmente en el caso de portadores.
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iNovedad!

La linea de productos Farmacoldgicos presenta Bovigam, la nueva gama de

antimamiticos de Bayer.

La gama Bovigam, ademds de su composicidn, adecuada para la etiologia
de la mayoria de las mastitis bacterianas, se caracteriza por una moderna
presentacion en blisters de 6 jeringas estériles.

Los resuitados, tras los primeros ensayos realizados, han confirmado la efi-
cacia del producto, tanto en tratamientos en periodo de lactacion como en

periodo de secado.

bovig cion
suspensién intramamaria
Composicién, cada 5 g de suspensién

contienen:
Cloxacilina como sal sodica (equivalente a 200

mg de Cloxacilina base) .......c..,cevee 210 mg.
Ampicilina como sal sédica (equivalente a 75 mg
de Ampicilina base) ..........ccveeer e 79,7 mg.

Indicaciones:

Bovigam lactacién, a la concentracion presenta-
da, es bactericida y esta especialmente formu-
lado para el tratamlento de amplio espectro de
las mastitls clinicas de vacas en el periodo de
lactacion. Bovigam lactacion es eficaz frente a
bacterias Gram-positivas, incluyendo Corynebac-
terium pyogenes, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae, y otras especies de
estreptococos y estafilococos penicilina resisten-
tes y penicilina sensibles, y bacterlas Gram-
negativas como Escherichia coli.

Su mecanismo de accidn, al Igual que el resto
de antibioticos del grupo de las penicilinas, con-
siste en inhibir la neoformacién de los compo-
nentes de la pared celular de la bacteria duran-
te la fase de proliferacion.

@\E s bovigam: lactacién
e

P

® ® d
ovigam® secado
suspension intramamaria
Composicién, cada 4,5 g de suspension

contienen:
Cloxacilina como sal benzatina (equivalente a

500 mg de Cloxacilina base) ........ 637,9 mg.
Ampicilina como sal trihidrato (equivalente a 250
mg de Ampicilina base) .......coui 288,7 mg.
indicaciones:

Bovigam secado estd indicado en el tratamien-
to de la mastitis durante el periodo de secado.
Bovigam secado es eficaz frente a bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas asociadas a
la mastitis. Dentro del grupo de las Gram-
positivas es efectivo frente al Streptococcus spp
y Staphilococcus spp asl como frente a espe-
cies de Corynebactarium.

Su mecanismo de accion, al igual gue el resto
de antibiéticos del grupo de las penicilinas, con-
siste en inhibir la neoformacién de los compo-
nentes de la pared celular de la bacteria duran-
te la fase de proliferacion.

Bovigam secado, gracias a su férmula retarda-
da, hace que se mantengan en la ubre de la
vaca seca, niveles antibacterianos de antibiéti-
co durante unas cuatro semanas sin producir
frritacién en el tejido de la ubre,
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