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El creciente interés en todo el mundo en el cultivo de peces 

tanto en agua dulce como de mar·, hace que estén aumentando l os 

problemas asociados con patógenos de peces. Dentro de las medidas 

de control de estas enfermedades, el trabajo se centra en el estu 

dio de los factores ambientales como temperatura, salinidad, 

pH ... , que pueden influir en la estabilidad en el medio acuáti co 

de virus patógenos de peces salmónidos: Virus de Necrosis Pancre~ 

tica Infecciosa ( IPNV) y Virus de la Necrosis Hematopoyé ti ca 

Infecciosa (IHNV) • así como de los patógenos bacterianos Vibrio 

anguillarum y Pasteurella piscicida. El conocimiento de las ca

racterísticas del medio que influyen en la viabilidad de estos 

patógenos, permitirá adaptar a los peces a diferentes condiciones 

ambientales sin el gasto que ocasionarían otras medidas de con

trol. 
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7 

I . INTRODUCCION 

Debido al creciente interés en todo el mundo en el cultivo 

de peces tanto de agua dulce como de mar , están aumentando de 

forma alarmante los problemas asociados con patógenos de peces 

ya sean bacterianos o virales. Esto hace necesario el desarrollo 

de medidas de control y erradicación de dichas enfermedades que 

tantas pérdidas están ocasionando en las piscifactorías y en l a 

naturaleza. 

Por otra parte, no basta con controlar la enfermedad, sino 

que es necesario prevenirla, por ello es interesante el perfecci~ 

namiento de las técnicas de indentificación de estos patógenos 

aislados tanto a partir de aguas como de peces "portadores" . La 

aplicación de estas técnicas en los peces, que procedentes de 

otras áreas geográficas, se intentan introducir en España por 

su mayor rendimiento, reduciría el riesgo de transmisión de nue

vos patógenos a los especies autóctonas. 

Generalmente se acepta que brotes de una enfermedad transmi 

sible son el resultado de la interación entre el huesped, agente 

patógeno y medio. El mar abierto es muy estable pero en las aguas 

interiores y en piscifactorías, temperaturas extremas del agua, 

contenido bajo de Oxígeno disuelto, presencia de productos catab~ 

licos de peces y polución, producen a menudo un "stress", que 

contribuye a brotes de enfermedades infecciosas o epizootias (We

demeyer, 1974; Snieszko, 1978). Podemos definir Epizootiología 

como el estudio de la distribución y de los determinantes de la 

infección o enfermedad en el huesped y especies vectoras . Este 

conocimiento nos permitirá investigar métodos de transmisión y 

reservorios de infecc ión para poder establecer su prevención y 

control; 

La revisión más importante de virus de pec e s fue hecha por 

vez primera por Wolf e n 1966, y desde entonces el nGmero de virus 
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conocidos , patógenos para peces, incrementa en cada revisión. 

En la actualidad, só lamente unos pocos v irus de peces han sido 

caracterizados con suficiente detalle; sin embargo, basándonos 

en revisiones de Wo lf (1976); Roberts (1978); McAllister (1979); 

Ahne ( 1979) y Pilcher & Fryer (1980), en el cuadro I Presentamos 

una clasificación de los virus o agentes denominados "like virus" 

patógenos para peces, conocidos hasta el momento. 

Centramos el estudio en dos miembros .representativos de vi

rus de peces salmónidos: Virus de la Necrosis Pancreática Infe

cciosa ( IPNV) y Virus de la Necrosis Hematopoyética Infecciosa 

( IHNV) , los cuales son de gran interés en todo el mundo ya que 

pueden causar mortalidades superiores al 90% de las piscifacto

rías en caso de ep izootias. 

El virus de la Necrosis Pancreática Infecciosa ( IPNV), fu e 

&is l ado por pr imera vez por Wolf ( 1960) en los E. E. U. U. , pero 

a partir de 1969, e l v irus se aisló en diyersas naciones Europeas 

como Dinamarca (Jorgensen & Kehlet, 1971), Suecia (Ljungberg & 

Jorgensen , 1973), Francia e Italia (Wolf & Quimby , 1971), Yugos!~ 

via (Fijan, 1974), Inglaterra (Ball & col. 1971) y Noruega (Has

tein & Krogsrud, 1976). Asimismo IPNV, fue aislado también en 

Japón por Sano (1971, 1972) . 

El rango de huéspedes de IPNV entre los salmónidos es muy 

amplio , afectando princ ipa lmente a los alevines de: Salmo gairdn~ 

ri (Trucha arcoiris); S. clarki; S. salar (Salmón atlántico); 

Salvelinus fontinalis; S. alpinus; Oncorhynchus nerka (Salmón 

"sockeye"); O. Kisutch (Salmón "cocho"); O. rhodurus. 

Análogamente IPNV fue a i slado de salmónidos adultos 

( McKnight & Roberts, 1976; Yamamoto & Kilistuff, 1979; Swanson 

& Gillespie, 1979), así como de peces no salmónidos incluyendo 

ca r¡ia (Cyprinus carpio); perca (Perca fluviatilis); lucio (Esox 
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lucius); lamprea (Lampetra sp.), entre otros (Hill , 1977: ah n e , 

1977, 1980; Munro & col . 1976). 

Hay que tener en cuenta también que virus semejantes a IPNV 

(birnavirus), fueron ais l ados en otros animales acuáticos como 

Moluscos (Underwood & col. 1977) y crustaceos (Jomon, 1977 ; «u

ris & col. 1979). 

El virus de la Necrosis Hematopoyética Infecciosa (IHNV) es 

un Rhabdovirus endémico de salmónidos de las costas del Pacífico 

de América el Norte, siendo ais lado por primera vez por Wingfield 

& col. en 1969. Sin embargo posteriormente ha n ocurrido epizoo

tias de este virus en Japón y e n diversos estados de la costa 

este de U.S.A., afectando a diversas espec ies de salmones (On

corhynchus nerka, O. Keta, O. rhodurus, O. masou) y a la trucha 

arcoiris (Salmo gairdneri), debido al transporte de huevos o pe

ces infectados desde piscifactorías del Pacífico, como demostra

ron Plumb ( 1972); Wolf & co l . (1973); Sano & col. (1977) y Carli s 

l e & col. (1979). 

La transmisión de estos virus de salmónidos ( IPNV e IHNV) 

puede ser vertical por transmisión congénita de adultos "portado

res" a alevines a través de los huevos ( Wolf & col. 1973; Amed, 

1975; Fijan & Giorgeti, 1978; Carlisle & col. 1979) , o bien hori

zontal de pez a pez ya sea por canibalismo (ingestión de peces 

moribundos o desechos de peces) o por excrecciones urinarias, 

heces o secrecciones sexuales descargadas a l agua (Wingfield & 

Chan, 1970; Leong & Turner, 1979; Amed, 1975). Este tipo de tran~ 

misión horizontal ocurre principalmente en l as p i scifactorías 

debido a la superpoblación. 

En 1954, Griffin revisó la biología de l as bacterias patóge

nas de peces mejor conocidas en esa época. Sin embargo, desde 

entonces se han hecho progresos significativos en muchos as pectos 
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de l os patógeno s bacterianos. Más que en el aumento del número 

de bacte r ias pa tóg enas, los mayores avances fueron en la taxono

mí a y me c a nismo de patogénesis de los ya conocidos. Siguiendo 

l as r e comendac iones de l "Fish Heal th Blue Book" (Ameri c an Fishe

r i e s Society, 1979), en el cuadro II se muestra un resumen de 

l os má s representativos patógenos bacterianos de peces conocidos 

has t a e l momento, así como un esquema de los pasos seguidos para 

s u identifi c ación y clasificación. 

Las ba cterias gram negativas han sido y son los patógenos 

de peces más a bundantes. De ntro de ellos, se eligieron para los 

es t udios de s upervivencia, a dos importantes patógenos de peces 

e n a g u a s s a lina s : Vibrio y Pasteurella. 

Vibriosis causada por Vibrio anguillarum ha sido particula~ 

me nte desvas tadora en el medio marino, afectando a salmónidos 

y a much a s otras e species de peces tanto anadromos como catadro

mos ( Ande r s on & Conroy, 1970; Evelyn, 1971; Fryer !lt. col. 1972; 

S t r ou t & c ol. 1978 ; Taj ima & col. 1981). Asimismo nosotros hemos 

ca r a c teri zado r eci e ntemente nuevas cepas de V. anguillaru¡n patóg~ 

nos para l a lubina (Morone saxatilis) cultivada en aguas de Chesa 

peake Bay , Maryland, USA (Toranzo & col. 1982). 

Aunq u e se ha prestado mucha atención en V. anguillarum, 

otros mi e mbros del género Vibrio han sido implicados en epizoo

t i as bacterianas de peces cultivados y salvajes en todo el mundo 

( Mc Ca r t hy , 1976; Muroga & col. 1976, 1979; Robohm & Brown, 1978; 

Kus uda & col. 197 9 ). 

V. anguillarum y ot ras especies de Vibrios se asociaron tam

bién a e nfe rmedades en larvas de moluscos bivalvos y crustaceos 

( Tubi ash & col. 1970 ; Di Salvo & col. 1978; Brown & Losee, 1978; 

Bov1ser & col. 1981) . Aunque V. ang¡¡.illarum infecta principalmente 

es r e c i e s ma rinas , e.pidemias esporádica s de vibriosis han sido 

de scritas e n ha bitats de agua dulce. 

Fundación Juan March (Madrid)
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Pasteurella piscicida fue aislada por vez primera por 

Snieszco & col. ( 1964), a partir de perca ( Roccus americanus) 

y lubina (Morone saxatilis) durante una epizootia en Chesapeake 

Bay, Maryland. Desde 1969, pseudotuberculosis bacteriana causada 

por P. piscicida ha sido asociada con serias mortalidades de 

"yellow tail" (Seriola quinqueradiata) Kusuda & Yamaoka, 1972; 

Simidu & Egusa, 191972; Koike & col. 1975) y de "black seabream" 

Mylio macrocephalus) (Muroga & col. 1977), en la costa oeste del 

Japón. 

Las medidas para controlar las enfermedades de peces ya sean 

bacterianas o virales, siguen en general las siguientes líneas : 

1.- Prevención del contacto del patógeno con el huesped 

2.- Modificación de los factores amb ientales que afectan 

a la viabilidad del patógeno. 

3.- Inmunización. 

4.- Quimioterapia. 

5.- Obtención de stocks de peces resistentes a la enfermedad. 

6.- Identificación de condiciones fisiológicas que hagan 

pez resistente a la enfermedad. 

Es de gran importancia el conocimiento de los factores del 

medio como temperatura, salinidad, pH, etc. que pueden influir 

en la estabilidad de patógenos en el medio acuático. De esta for

ma será posible adaptar a los peces a diferentes condiciones am

bientales sin el gasto que ocasionarían otras medidas de control. 

Esta parte del trabajo se centra en la segunda línea de control 

mencionada, estudiando la supervivencia de patógenos virales y 

bacterianos en diferentes tipos de agua . 

Fundación Juan March (Madrid)
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I I . A ) SUPERVIVENCIA DE VIRUS DE PECES SALMONIDOS EN DIFERENTES 

TIPOS DE AGUA. 

El propósito de esta parte del trabajo es comparar simultá

neamente los t iempos de supervivencia de dos miembros de virus 

de peces salmón idos, IPNV e IHNV, encondiciones que pueden encon

trarse normalmente en la naturaleza, estudiando los factores físi 

cu-químicos de l medio acuático que pueden disminuir la viabili

dad de estos virus, con la posible aplicación práctica para el 

control de estas enfermedades en sistema de cultivo. Estos estu

dios de supervivencia se realizaron utilizando con fines compara

tivos el virus Polio 1 como modelo de enterovirus humano. 

Se han examinado los siguientes puntos: 

a) Supervivencia en agua dulce por ser vehículo de trans

misión de estos virus. 

b) Supervivencia en aguas de diferentes salinidades, por 

razones semejantes y por el interés actual en el cultivo 

de salmónidos en el medio marino. 

c) Influenc ia de la temperatura en la estabilidad de cada 

virus. 

MATERIAL Y METODOS 

Cultivos celulares 

Para la propagación y ensayos de los virus IPNV e IHNV, fue 

utilizada la líne~ contínua CHSE-214, procedente de embrión de 

salmón chino suministrada por el Dr. J. Fryer, Oregon state uni

versity , Corvallis, OR, USA. Para los ensayos virales del virus 

polio se emplearon células VERO, línea contínua de riñón de mono 

verde africano. Ambas líneas celulares fueron rutinariamente cul-

Fundación Juan March (Madrid)
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tivadas con Minimum Essential Medium (MEM) de Eagle, suplementado 

con 10% de suero fetal de ternera ( SFT) y conteniendo 100 u/ml 

de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina y 50 µg/ml de gentami

cina. Las células CHSE-214 se mantienen a 15ºC, mientras que l as 

células VERO a 37ºC. Para los ensayos de infectividad viral, las 

células crecieron en placas de microcultivo utilizando medio L-

15 con 10% de SFT. 

Virus y obtención de stocks virales 

El virus IPN (cepa VR-209) utilizado en este estudio, fue 

obtenido a partir de K. Wolf, National Fish Health Research Labo

ratory, Kearneysville, WV, USA; y el virus IHN (cepa Metolius) 

fue suministrado por J. Fryer, Oregon State university, OR, USA. 

El virus Polio 1 (cepa Mahoney) fue suministrada por el National 

Institutes of Health, Bethesda, MD, USA. 

La obtención de los stocks virales se llevó a cabo inoculan-

do monocapas confluentes de células con las suspensiones virales 

a una baja multiplicidad de infección (m.o.i. <0,1). Los cultivos 

se incuban a la temperatura apropiada para cada virus hasta avan

zado efecto citopático (CPE). Las suspensiones celulares se cen

trifugan a 2.500 X g durante 10 min. para eliminar los restos 

celulares, y los sobrenadantes que contienen los virus se conser

van a -702C, constituyendo los stocks virales de trabajo. 

Ensayos virales: Titulación 

Las titulaciones virales se ll evaron a cabo mediante la 

técnica de Microti tulación, utilizariJo placas de 96 pocillos. 

Después de sembrar las placas con 4-5 x 10
4 

cels. por pocillo, 

se adiciona a cada uno de e l los 0,1 rnl de diluciones seriadas 

de cada virus, empleando 8 pocillos por dilución. Las placas 

Fundación Juan March (Madrid)
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i noculadas con Polio 1 se incuban durante 7 días a 37ºC en atmos

f e r a húmeda conteniendo 5% de co
2

. Las placas inoculadas con IPNV 

e IH NV fueron incubadas 14 días a 15ºC. La determinación de la 

Dosis Infectiva 50% del cultivo de tejido (TCID50/ml) se realiza 

según e l método de Reed & Muench (1938). 

Muestras de agua y análisis de parámetros fisicoquímicos 

y biólogicos. 

Las muestras de agua fueron recogidas a una profundiad de 

2-3 m, en tres lugares diferentes: El agua dulce procedió del 

Río Patuxent, Mary land, USA; el agua de estuario de Chesapeake 

Bay , MD , USA; y el agua de mar del Océano Atlántico en Lewes, 

Dela ~1are, USA. Todas las muestras de agua se tomaron el mismo 

día de com ienzo de los experimentos. 

La salinidad fue determinada con un T/C refr2.ctómetro (Amer.!_ 

can Opt ica l, Buffalo, NY) y el Oxígeno disuelto se midió con un 

e l ectrodo de Oxígeno YSI (modelo 51 A, Yellow Springs Instrument 

Co ., Yellow Springs, OH). 

La absorbancia a 254 nm fue medi da en espectofotómetro 

Beckman modelo 25 (Beckman Instruments , Fullerton, CA). La absor

bancia a la luz UV está relacionada con la materia orgánica solu

ble en el agua, y puede ser usada como una medida de polución. 

El número de coliformes totales se determinó por el método 

del "Número Más Probables" (American Public Heal th Association, 

1976) , y se expresa como MPN/100 ml. 

El número Total de bacterias aerobias heterótrofras fue de

terminado e n medio "Upper Bay Yeast Stract" (Sayler & col. 1975) 

a just;fo rl osP. a· la ap ropiada concentración de sales de cada tipo 

de agua. El número de Unidades Formadoras de colonias ( CFU/ml) 

Fundación Juan March (Madrid)
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se calculó a los 4-5 días de incubación a las mismas temperaturas 

utilizadas en los estudios de supervivencia. 

Los datos de estos parámetros se representan en Tabla l . 

TABI4 l. CHARACTERISTIC OF WATER SAMPLES EMPLOYED 

Parameters Freshwater Estuarine. water 

Salinity %o o 6 . 5 

pH 6.8 7 . 8 

Dissolved oxygen 6.6 10.0 
(ppm) at 18º e 
Ca+2 (mg/l) 10 . 7 76.7 

Mg+2 (mg/l) 2.7 240.5 

Total hardness 31.0 
(mg/l Caco3 ) 

Turbidity (Absorbance 0.142 0.083 
at 254 nm) 

Total coliformes 93 1.100 
(MPN/100 ml)ª 

Heterotrophic bacteria l.lxl05 8. 7xl04 

(TVC/ml)b 

ªMPN, Most Probable Number of coliforms 

bTCV, Total Viable Counts of hererotrophic bacteria 

Not determined 

Seawater 

29. 0 

8 . 0 

8 .4 

342.0 

1.073 

0 . 031 

9 

4. l xl 04 
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Estudio de la supervivencia viral 

Las muestras de agua fueron utilizadas sin filtración 

u otro tratamiento. Seis alicuotas de 100 ml de cada tipo de agua 

se repartieron en matraces de 250 ml. 

Para preparar los inóculos virales, los stocks de Polio, 

IPN e IHN se centrifugan a 78 . 000 x g a 4ºC durante 2 h en una 

ultracentrífuga Beckman 13- 50 utilizando un rotor SW 27. Los pe-

llets virales fueron resuspendidos en agua desmineralizada, soni-

cados con el fin de romper los agregados virales e inoculados 

en los correspondientes matraces test. Esta parcial purificación 

fue realizada para minimizar · la influencia de las proteínas o 

sales provenientes de las células o del medio de cultivo. 

Los matraces fueron incubados a 15ºC y 20ºC en agitación 

( 150 rpm). Las muestras de cada uno de los matraces se tomaron 

a los 5 min. (tiempo O) y posteriormente a intervalos de 5-7 días 

hasta que no pudimos detectar infectividad viral residual. Perio-

dicamente, alicuotas de las muestras de agua se e nsayaron para 

determinar el número de heterótrofos totales, lo que permitió 

conocer la evolución de la microflora nativa durante todos los 

estudios de supervivencia . 

una 

Las tasas de inactivación Viral se determinaron siguiendo 

cinética de primer orden Nt/No = 10- Kt , en donde Nt es e l 

título viral en una muestra a un determinado tiempo t, y No es 

e l título v iral en el tiempo O. 

Los es tudios de supervivencia consistieron por tanto en 

18 sistemas experimentales representando: 

Tres virus: IPNV, IHNV y polio l. 

Tres tipos de agua: dulce, es tuario y oceánica. 

Dos temperaturas de incubación. 
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RESULTADOS 

Inactivación viral con relación al tipo de virus 

Las tasas de inactivación de cada uno de l os virus en l os 

tres tipos de agua se representan en la Fig. 1 y 2. 

- IPNV, presentó la mayor estabi lidad en agua de estuario 

a 15ºC, con una pérdida de infectividad de 3 logs después de 27 

días. Sin embargo en agua dulce y oceáni ca, l as tasas de inacti va 

ción fueron similares a esta temperatura. 

- IHNV, fue más estable en agua dulce a 15ºC, mientras que 

en aguas salinas l os tiempos de supervivencia resultaron semejan

tes a ambas temperaturas. 

- Polio 1, está muy influenciado por e l tipo de agua . El 

T
99

,
9 

en agua dulce fue tres veces superior que en agua de es

tuario y seis veces superior que e n agua oceánica . 

- Es de destacar, que el tiempo de supervivencia de cada 

uno de los virus a 20ºC fue independiente de l a concentración 

de sales del agua (estuario o del mar). 

Inactivación viral con relación al tipo de agua 

En l a Fig. 3 y 4 y tabla 2, comparamos la diferente influe n

cia de cada tipo de agua sobre la viabilidad de l os tres virus: 

- En agua dulce, polio 1 e IHNV sobre viven durante un pe ri ~ 

do de tiempo más prolongado que IPNV, 

ensayadas. 

a l a s dos t e mperaturas 

- En agua de estuario, IPNV fue el más establ e de los t r es 

virus a 15ºC , mostrando IHNV y Polio tasas de supe rvive ncia in fe -
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rieres y más próximas entre sí. A 20ºC, sin embargo los dos virus 

de salmónidos presentaron un descenso paralelo de infectividad. 

- En agua oceánica, el virus polio sobrevivió durante un 

período de tiempo mucho más corto que ambos virus de peces con 

una pérdida de infectividad de 3 logs en menos de 5 días, tanto 

a 15ºC corno a 20ºC. 

- Se puede decir que en general en aguas salinas (estuario 

y del mar) los virus de salmónidos tiene una mayor estabilidad 

que polio, mientras que en agua dulce el virus polio fue el más 

estable de los tres virus. 

Influencia de la Temperatura 

A pesar de la proximidad de las temperaturas ensayadas, se 

puede observar la característica general del efecto de la ternper~ 

tura en la supervivencia viral, ya que a medida que la temperatu

ra de incubación se incrementa, la estabilidad viral es más rápi

da. 

- En agua dulce la temperatura tuvo una influencia importan

te en la supervivencia de los tres virus. Así corno ejemplo, el 

T99 , 9 dé IFNV pasó ae 17días a 15ºC a 9 días a 20ºC (Fig. 5). 

-En agua de estuario, la temperatura ejerció su mayor efecto 

en la estabilidad del IPNV, mientras que en agua de mar la in

fluencia de la temperatura en la supervivencia viral fue muy poco 

importante (Fig. 6 y 7). 

Variación de la flora bacteriana autóctona en cada tipo de 

agua a las diferentes temperatura 

En los tres tipos de agua, a las dos temperaturas, la máxima 

concentración bacteriana tuvo lugar enre 5-10 días, que se corres 
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pande con el descenso más rápido de infectividad viral. 

Hemos observado a lo largo del experimento una variación 

de la población bacteriana no sólo en número sino también en di

versidad, haciéndose dominante un determinado tipo morfológico. 

Supervivencia comparativa de IPNV en agua de estuario natu 

ral, filtrada y autoclavada. 

Con el fin de determinar si los datos presentados por otros 

investigadores sobre supervivencia de los virus de peces en agua 

filtradas o autoclavadas, pueden compararse con lo que sucede 

realmente en el medio acuático natural, se estudió la estabilidad 

del virus IPNV en agua de estuario natural (sin ningún pretrata

miento), así como en agua sometida a los tratamientos físicos 

de: 

- Filtración a través de membranas de O, 2 µ m de tamaño de 

poro. 

Autoclavaje a 12lºC, 15 min. 

El agua procedió de la estación oceanográfica de Chesapeake 

Bay, MD, · USA, denominada "Wicomico River" . Las características 

del agua fueron las siguientes: 

- Salinidad.- 11,5 gr ClNa/l 

- pH.- 7,6 

- Oxígeno disuelto.- 8,2 ppm 

- Absorbancia a 254 nm.- 1,47 

- Coliformes totales.- 4/100 ml. 

Los resul tactos de este estudio se representan e n la Fig. 

8. Los datos de inactivación viral se a na lizaron por regresión 

lineal y la diferecia entre las pe ndientes fue comparada a l nive l 

del 0,5 % aplicando el test F. 
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Hemos encontrado una diferencia significativa (P...: 0,ool) 

entre las tasas de inactivac ión de IPNV en agua del mar natural 

y autoclavada. Análogamente, aunque las estabilidades son más 

próximas, la diferencia entre la viabilidad viral en agua natural 

y filtrada es significativa a l nivel del 0 ,001. 

Estos r esul tactos ponen de manifiesto que datos presentados 

por otros autores no son aplicables a condiciones naturales, re

calcando más la importancia de nuestros estudios de supervivencia 

viral en donde se emplearon siempre condi ciones naturales. 
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DISCUSION 

La transmisión de virus patógenos a través del agua es de 

especial importancia en el caso de animales acuáticos, sobre todo 

en estos momentos donde el cultivo de especies en agua dulce y 

salada está adquiriendo activa promoción, así como por la conoci

da resistencia de los virus de salmónidos IPNV e IHNV, a los age~ 

tes de desinfección (Wedemeyer & col. 1978 ) . El objetivo de este 

trabajo es por tanto determinar las tasas de supervivencia que 

estos virus pueden tener en condiciones naturales después de una 

epizootia. 

Existe una literatura creciente sobre las propiedades 

fisico-químicas de estos virus de peces (IPNV e IHNV), pero hay 

poca información de su viabilidad en estado libre en agua dulce 

o de origen salino. Han sido descrito que varios factores pueden 

influir en la supervivencia viral en el medio acuático como son: 

Temperatura (Lo & col. 1976); Salinidad (Akin & col. 1976); radi~ 

ción solar (Berry & Noton, 1976); Presencia de compuestos quími

cos (Mitchell, 1971); Antagonismo bacteriano (Shuval & col. 1971; 

Toranzo & col. 1982) y sólidos en suspensión (Wellings & col. 

1976) . Los resul tactos obtenidos de esos estudios son a menudo 

variables y conflictivos, debido a las d i ferentes condiciones 

experimentales o muestras de agua utilizadas, ya que dichos fact~ 

res están cambiando contínuamente dando lugar a tasas de inactiva 

ción diferentes. Por ello, nosotros creemos que los resul tactos 

de supervivencia en diferentes tipos de agua pueden ser sólo com

parables si los experimentos se llevan a cabo simul táneameríte, 

como es el caso de nuestros estudios de estab ilidad viral. 

Han sido descrito un amplio rango de estabilidad para IPNV 

e IHNV en varios tipos de agua. Tu & col. (1975), encontraron 

que IPNV fue estable en agua dulce de río o de pozo durante 10 

Fundación Juan March (Madrid)



35 

días a 42c, y 5 días a 152C, después delos cuales la pérdida 

de infectividad fue exponencial. Desautels & MacKelvie (1975), 

describieron una pérdida de infectividad del 99% para IPNV en 

agua dulce filtrada en 10-12 semanas a 42c, mientras que el des

censo viral en agua del mar filtrada fue despreciable tanto a 

42c como a 102C después de 10 semanas de incubación . En nuestro 

trabajo nosOtros tambie'n observamos que la supervivencia de IPNV 

estaba en general favorecida en agua salina con su mayor estabi

lidad en agua de estuario a 152C (Figs 1 y 3) . Esto podría ser 

un factor que contribuiría a la patogenicidad de Birnavirus para 

los organismos de zonas de estuario. 

McAllister & col. (1974), observaron que la estabilidad 

de IHNV estaba muy afectada por la temperatura y salinidad del 

agua, presentando la mayor supervivencia en agua dulce. Este 

efecto perjudicial de los electroli tos sobre IHNV fue también 

descrito por Pietsch & col. ( 1977) quienes encontraron que el 

tiempo de supervivencia del virus fue 4 veces más largo en agua 

destilada que en agua de mar artificial, agua de mar filtrada 

o ciertas so luciones salinas. Análogamente, nosotros hemos encon

trado que el virus IHNV sobrevive casi dos veces más en agua dul

ce que en agua de estuario o de mar a 152C (Fig . 1). Por tanto 

creemos que la transmisión de IHNV en el medio marino estará limi 

tada a cortas distancias si se requiere una l arga viabilidad para 

la transmisión horizontal. 

En pocos trabajos sobre supervivencia de virus de peces se 

analizaron los parámetros físico-químicos y biológicos de l agua , 

y la mayoría fueron realizados con muestras de agua filtrada o 

autoclavada, careciendo por tanto de actividad microbiana . Hemos 

demostrado que el tiempo necesario para una reducción del 90% 

en la i nfec tividad viral de IPNV en agua de estuario filtrada 
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Algunos investigadores (Mitchell, 1971; Gerba & col . l975), 

han descrito un efecto protecti vo de partículas orgánicas en la 

estabi lidad viral; otros (Shuval & col. 1971; Fuj ioka & col. 

1; 980) observaron una mayor inacti vac ión viral en las aguas · más 

polucionadas; mientras que Smith & c'ól . ::: ('1978-) ponen de rñanifi es::. ' 

to ' que° l a supervivencia viral err el 'água :. fue ' ind~pendiente -, dél 

grado de polución. Las diferencias· en , a'dsorción á -.pa'rtículas - en 

suspensión orgánicas e inorgánicas, encontradas entre los diver- · 

sos tipos de virus, puederr resultar de la vériabiliélad en la con

figuración de las proteínas de cápside; lo que influye en l a car

ga neta del virión. ( Goyal & Gerba, "1979). Esto podría explicar, 

en parte, los diferentes patrones de ' su¡:iervive·ncia encontrados 

con los virus utilizados eri · nuestro 'éstú'dio . · 

En nuestras experiencias hemos observado que la Temperatura 

tuvo una" gran ' infl t.:enci'a' en" ia ' viabii'id ~'d '' de l d~ - virus ' ;de s ' a lmón~ 

dos e n agua d.t.ilc:e (Fig . . :'s: Tablá 2f'' Úrtó ncé;:¿ ~ ,:- ia· inadipuiación 

de l a Tª -del agua: podrí:á UÚÚza r~ e ' pará :·ei contto:l cié i estas en-" 

r ~ ~rnedades ef'.{ '' ~i~t ' ém ' as ', :de " c uitivo '. ~ si 1 rí ' embar go ';' ''c'.omo ·'aes cri'bió 

Amend ( i 976) au'r\SU-e: e F 'iné ~ r ' eri l eritó · dé Gf tempera tJra a.l'tera e l cur:'..' 

s'o ctej l ~ ' enfJPlnectad " ~ o e'limina' e l ' ~stacio 
1
de " ' ca ' t ri~ f ;, ' o· portador . 
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Es de destacar de nuestros resultados, la gran supervivencia 

de Polio e INHV en agua dulce y de IPNV en agua de estuario. Sin 

embargo, cuando se pretenda aplicar medidas de control para evi

tar estas enfermedades de peces; hay que tener en cuenta que es 

posible la infección doble de salmónidos con estos virus (Mulcahy 

& Fryer, 1976) . 

· Todas las aguas naturales pueden contener una variedad de 

factores antivirales potenciales, químicos o biológicos, y e l 

efecto observado sobre la supervivencia viral es generalmente 

la expresión del factor dominante. Un entendimiento de esos f acto 

res que afectan significativamente a la viabilidad viral en e l 

medio acuático natural es esencial para estudios epizootiológi

cos, sobre todo de aquellas enfermedades que afectan a especies 

de gran interés comercial. 
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SUPERVIVENCIA DE PATOGENOS BACTERIANOS DE PECES EN EL MEDIO 

ACUATICO 

Cepas bacterianas 

Las bacterias utilizadas en este estudio fueron : 

- Vibrio anguillarum 775 suministrada por J .H. Crosa, Oregon 

Health Sc i. Center, Portland, OR, USA. 

- Pasteurella piscicida ATCC 17911, obtenida de la American 

Type Culture Collection, MD, USA. 

Estudios de supervivencia 

- Los experimentos de estabilidad de estos patógenos bacte

rianos de peces se realizaron en matraces de 500 ml conteniendo 

100 ml de agua de estuario filtrada o autoclavada (1212c, 15 

min . ) procedente de Chesapeake Bay (salinidad 12 ppm), o bien 

agua dulce fi 1 trada . Los matraces se mantuvieron a 150 rpm a 

202c. 

Para preparar los inóculos bacterianos, se obtuvieron pri

meramente curvas standard en donde se representa el número de 

bacterias viables frente a las medidas de densidad óptica (OD) . 

- Los cultivos bacterianos, en fase exponecial, se centrifu

garon y los "pellets" resultantes se resuspendieron en cada uno 

de los tipos de agua utilizados en los estudios de supervivencia. 

- El número deseado de bacterias fue obtenido diluyendo las 

suspensiones bacterianas al correspondiente valor de OD. 

- Muestras de cada uno de los matraces se tomaron en el tiem 

po O, y a diversos intervalos hasta que no se pudieron detectar 

bacterias viables. 
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RESULTADOS 

Las curvas de supervivencia de los dos patógenos bacterianos 

V. anguillarum y P. piscicida, se representan en las Figuras 9 

y 10. 

Como se observa en la Fig. 9, el tí tul o de V. anguillarum 

en agua dulce no fue detectable después de 10 días de incubación, 

sin embargo en agua de estuario el organismo fue estable durante 

ese período de tiempo, después del cual el descenso del número 

de bacterias fue dependiendo de la concentración bacteriana ini

cial utilizada. Así, cuando las muestras de agua se inocularon 

con 10 
6 

cels/ml el tiempo de supervivencia fue de 33 días, mien

tras que si el número inicial fue 10 cels/ml después de un incre 

mento de 2 logs. dentro de los 4 primeros días, el número de 

bacterias viables disminuyó muy lentamente encontrando todavía 

título detectable a los lOo días de comenzado el experimento . 

La estabilidad de V. anguillarum en agua de estuario autoclavada 

siguió una evolución similar a la encontrada en agua filtrada. 

P. piscicida resultó ser un organismo muy lábil tanto en 

agua dulce como de estuario (Fig. 10). Hemos observado un efecto 

muy perjudicial del agua dulce en la supervivenc i a de P. piscici

da, ya que el número de células viables descendió 4 logs en sólo 

24 horas, no habiendo título detectable a los 2 días de incuba

ción. Sin embargo en agua de estuario el descenso fue menor de 

2 logs en el mismo período de tiempo. 

Aunque las tasas de inacti vación de P. piscicida e n agua 

de estuario fueron más rápidas con la concentración ini cia l de 

b3cterias más baja (10
4 

cels/ml), no se detectaron organismos vi a 

bles al cabo de 4-5 días, independientemente del número inicial 

de bacterias. No fue encontrada diferencia significativa e n l a 

estabilidad de P. piscicida en agua de estuario filtr a da o auto

clavada. 
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DISCUSION 

Han sido descritos pocos estudios sobre la estabilidad en 

el medio acuático de patógenos bacterianos de peces. Evelyn 

(1971), encontró un tiempo de supervivencia muy. reducido para 

V. anguillarum en agua de mar, mostrando que una concentración 

inicial de bacterias de 10
7 

ce l s/ml se reducía 6 logs. en 14 días 

a Q2C-32C. Robohn & Brown ( 1978 ), estudiaron la supervivencia 

en agua de mar filtrada por un pe ríodo de 5 meses, de un Vibrio 

sp. causante de ulceras en pe c e s p l anos, observando un de scenso 

de 4 ó 5 logs a 152C o 202c, respectivamente . Esta elevada esta bi 

lidad es más similar a nuestros resu l tactos de supervivencia de 

V. anguillarum 775 en agua de estuar i o procedente de Chesapeake 

Bay. 

Es interesante destacar que V. anguillarum puede incrementar 

su número inicial presente en e l agua (Fig. 9) , hecho importante 

que se de be tener en cuenta cuando se utilizan varias dos i s bacte 

rianas e n infecciones experimentales de peces con este patógeno 

a través de l agua . 

La diseminación de l as enfermedades de peces está re l aciona

da con l a estabi li dad de los patógenos en el medio acuát i co . La 

elevada labi li dad de P. piscicida e n agua salina , en comparación 

con V. anguillarum, observada en nuestro experimento, sugiere 

que un r equerimiento de contacto directo pez-pez, debe ser más 

import ante en mantener l a infección con P. piscicida que con 

V. anguillarum. 
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