La Serie Universitaria de la Fundacion Juan March
presenta resumenes, realizados por el propio autor,
de algunos estudios e investigaciones

llevados a cabo por los becarios de la Fundacion

y aprobados por los Asesores Secretarios

de los distintos Departamentos.

El texto integro de las Memorias correspondientes
se encuentra en la Biblioteca de la Fundacion
(Castellé, 77. Madrid-6).

La lista completa de los trabajos aprobados
se presenta, en forma de fichas,

en los Cuadernos Bibliogrdficos

que publica la Fundacion Juan March.

Los trabajos publicados en Serie Universitaria
abarcan las siguientes especialidades:

Arquitectura y Urbanismo; Artes Pldsticas;

Biologia; Ciencias Agrarias; Ciencias Sociales;
Comunicacion Social; Derecho; Economia; Filosofia;
Fisica; Geologia; Historia; Ingenieria;

Literatura y Filologia; Matemdticas; Medicina, .
Farmacia y Veterinaria; Miusica; Quimica; Teologia.
A ellas corresponden los colores de la cubierta.

Edicién no venal de 300 ejemplares
que se reparte gratuitamente a investigadores,
Bibliotecas y Centros especializados de toda Espana. .

FJM-Uni 196-Est

FundaCidn Juan March Supervivencia de patdgenos bacteriano

Estevez Toranzo,
1522

103

Biblioteca FUM

I

fiis bacterianos v virales de peces en sistemas de cultivo/Alicia Estévez Toranzo,

Fundacion Juan March

Alicia Estévez Toranzo

Supervivencia de patogenos
bacterianos y virales de
peces en sistemas de cultivo



Fundacién Juan March (Madrid)



Fundacidon Juan March

Serie Universitaria

196

Alicia Esteévez Toranzo

Supervivencia de patdgenos
bacterianos y virales de
peces en sistemas de cultivo

A
S Y,
8
o, @‘\f

Fundacion Juan March
Castello, 77. Teléf. 435 42 40
Madrid-6



Este trabajo fue realizado con una Beca de la

Convocatoria de Dxtranjero, 1980, individual

Departamento de BIOLOGIA Y CIENCIAS AGRARIAS

Centro de trabajo: Division of Agricultural and Life Sciences.
Department of Microbiology. University of
Maryland. College Park, Maryland (USA)

Los textos publicados en esta Serie Universitaria son elaborados por
los propios autores e impresos por reproduccion fotostatica.
Deposito Legal: M-40981-1982

1.S.B.N.: 84-7075-262-6
Impresion:  Graficas Ibérica. Tarragona, 34 - Madrid-7



El creciente interés en todo el mundo en el cultivo de peces
tanto en agua dulce como de mar, hace que estén aumentando los
problemas asociados con patdgenos de peces. Dentro de las medidas
de control de estas enfermedades, el trabajo se centra en el estu
dio de 1los factores ambientales como temperatura, salinidad,
pH..., que pueden influir en la estabilidad en el medio acuatico
de virus patdgenos de peces salménidos: Virus de Necrosis Pancrea
tica Infecciosa (IPNV) y Virus de la Necrosis Hematopoyéti ca
Infecciosa (IHNV), asi como de los patégenos bacterianos Vibrio
anguillarum y Pasteurella piscicida. El1 conocimiento de las ca-
racteristicas del medio que influyen en la viabilidad de estos
patdgenos, permitird adaptar a los peces a diferentes condiciones
ambientales sin el gasto que ocasionarian otras medidas de con-

trol.
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I. INTRODUCCION

Debido al creciente interés en todo el mundo en el cultivo
de peces tanto de agua dulce como de mar, estadn aumentando de
forma alarmante los problemas asociados con patdgenos de peces
ya sean bacterianos o virales. Esto hace necesario el desarrollo
de medidas de control y erradicacién de dichas enfermedades que
tantas pérdidas estan ocasionando en las piscifactorias y en la

naturaleza.

Por otra parte, no basta con controlar la enfermedad, sino
que es necesario prevenirla, por ello es interesante el perfeccio
namiento de las técnicas de indentificacién de estos patégenos
aislados tanto a partir de aguas como de peces '"portadores'. La
aplicacién de estas técnicas en los peces, que procedentes de
otras é&reas geograficas, se intentan introducir en Espafia por
su mayor rendimiento, reduciria el riesgo de transmisién de nue-

vos patégenos a los especies autdctonas.

Generalmente se acepta que brotes de una enfermedad transmi-
sible son el resultado de la interacidén entre el huesped, agente
patégeno y medio. El1 mar abierto es muy estable pero en las aguas
interiores y en piscifactorias, temperaturas extremas del agua,
contenido bajo de Oxigeno disuelto, presencia de productos catabd
licos de peces y polucién, producen a menudo un "stress'", que
contribuye a brotes de enfermedades infecciosas o epizootias (We-
demeyer, 1974; Snieszko, 1978). Podemos definir Epizootiologia
como el estudio de la distribucién y de los determinantes de la
infeccién o enfermedad en el huesped y especies vectoras. Este
conocimiento nos permitirad investigar métodos de transmisién y
reservorios de infeccidn para poder establecer su prevencién y

control.

La revisién mds importante de virus de peces fue hecha por

vez primera por Wolf en 1966, y desde entonces el numero de virus



conocidos, patégenos para peces, incrementa en cada revisién.
En la actualidad, sdlamente unos pocos virus de peces han sido
caracterizados con suficiente detalle; sin embargo, basandonos
en revisiones de Wolf (1976); Roberts (1978); McAllister (1979);

Ahne (1979) y Pilcher & Fryer (1980), en el cuadro I Presentamos
una clasificacién de los virus o agentes denominados '"like virus"

patégenos para peces, conocidos hasta el momento.

Centramos el estudio en dos miembros .representativos de vi-
rus de peces salménidos: Virus de la Necrosis Pancredtica Infe-
cciosa (IPNV) y Virus de la Necrosis Hematopoyética Infecciosa
(THNV), los cuales son de gran interés en todo el mundo ya que
pueden causar mortalidades superiores al 90% de las piscifacto-

rias en caso de epizootias.

El virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa (IPNV), fue
aislado por primera vez por Wolf (1960) en los E.E.U.U., pero
a partir de 1969, el virus se aisld en diversas naciones Europeas
como Dinamarca (Jorgensen & Kehlet, 1971), Suecia (Ljungberg &
Jorgensen, 1973), Francia e Italia (Wolf & Quimby, 1971), Yugosla
via (Fijan, 1974), Inglaterra (Ball & col. 1971) y Noruega (Has-
tein & Krogsrud, 1976). Asimismo IPNV, fue aislado también en

Japén por Sano (1971, 1972).

El rango de huéspedes de IPNV entre los salménidos es muy
amplio, afectando principalmente a los alevines de: Salmo gairdne
ri (Trucha arcoiris); S. élarki; S. salar (Salmén atléntico);
Salvelinus fontinalis; S. alpinus; Oncorhynchus nerka (Salmén

"sockeye"); 0. Kisutch (Salmén "cocho")}; 0. rhodurus.

Andlogamente IPNV fue aislado de salménidos adultos
(McKnight & Roberts, 1976; Yamamoto & Kilistuff, 1979; Swanson
& Gillespie, 1979), asi como de peces no salmdénidos incluyendo

carpa (Cyprinus carpio); perca (Perca fluviatilis); lucio (Esox
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lucius); lamprea (Lampetra sp.), entre otros (Hill, 1977; ahne,

1977, 1980; Munro & col. 1976).

Hay que tener en cuenta también que virus semejantes a IPNV
(birnavirus), fueron aislados en otros animales acuaticos como
Moluscos (Underwood & col. 1977) y crustaceos (Joson, 1977; Ku-
ris & col. 1979).

El virus de la Necrosis Hematopoyética Infecciosa (IHNV) es
un Rhabdovirus endémico de salménidos de las costas del Pacifico
de América el Norte, siendo aislado por primera vez por Wingfield
& col. en 1969. Sin embargo posteriormente han ocurrido epizoo-
tias de este virus en Japén y en diversos estados de la costa
este de U.S.A., afectando a diversas especies de salmones (On-—
corhynchus nerka, 0. Keta, 0. rhodurus, O. masou) y a la trucha
arcoiris (Salmo gairdneri), debido al transporte de huevos o pe-
ces infectados desde piscifactorias del Pacifico, como demostra-
ron Plumb (1972); Wolf & col. (1973); Sano & col. (1977) y Carlis
le & col. (1979).

La transmisién de estos virus de salménidos (IPNV e IHNV)
puede ser vertical por transmisién 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 (ingestién de peces
moribundos o desechos de peces) o por excrecciones urinarias,
heces o secrecciones sexuales descargadas al agua (Wingfield &
Chan, 1970; Leong & Turner, 1979; Amed, 1975). Este tipo de trans
misién horizontal ocurre principalmente en las piscifactorias

debido a la superpoblacién.

En 1954, Griffin revisé la biologia de las bacterias patdge-
nas de peces mejor conocidas en esa época. Sin embargo, desde

entonces se han hecho progresos significativos en muchos aspectos
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de los patégenés bacterianos. Mas que en el aumento del ndmero
de bacterias patdgenas, los mayores avances fueron en la taxono-
mia y mecanismo de patogénesis de los ya conocidos. Siguiendo
las recomendaciones del "Fish Health Blue Book" (American Fishe-
ries Society, 1979), en el cuadro II se muestra un resumen de
los mas representativos patégenos bacterianos de peces conocidos
hasta el momento, asi como un esquema de los pasos seguidos para

su identificacidén y clasificacién.

Las bacterias gram negativas han sido y son los patdgenos
de peces mas abundantes. Dentro de ellos, se eligieron para los
estudios de supervivencia, a dos importantes patdgenos de peces

en aguas salinas: Vibrio y Pasteurella.

Vibriosis causada por Vibrio anguillarum ha sido particular
mente desvastadora en el medio marino, afectando a salménidos
y a muchas otras especies de peces tanto anadromos como catadro-
mos (Anderson & Conroy, 1970; Evelyn, 1971; Fryer & col. 1972;
Strout & col. 1978; Tajima & col. 1981). Asimismo nosotros hemos
caracterizado recientemente nuevas cepas de V. anguillarum patdge
nos para la lubina (Morone saxatilis) cultivada en aguas de Chesa

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

Aunque se ha prestado mucha atencién en V. anguillarum,
otros miembros del género Vibrio han sido implicados en epizoo-
tias bacterianas de peces cultivados y salvajes en todo el mundo
(McCarthy, 1976; Muroga & col. 1976, 1979; Robohm & Brown, 1978;
Kusuda & col. 1979).

V. anguillarum y otras especies de Vibrios se asociaron tam-
bién a enfermedades en larvas de moluscos bivalvos y crustaceos
(Tubiash & col. 1970; Di Salvo & col. 1978; Brown & Losee, 1978;

Bowser & col. 1981). Aungue V. anguillarum infecta principalmente
especies marinas, epidemias esporaddicas de vibriosis han sido

descritas en habitats de agua dulce.
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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

Japdn.

Las medidas para controlar las enfermedades de peces ya sean

bacterianas o virales, siguen en general las siguientes lineas:

1l.—- Prevencidén del contacto del patdgeno con el huesped

2.~ Modificacién de 1los factores ambientales que afectan
a la viabilidad del patégeno.

3.— Inmunizaciédn.

4.~ Quimioterapia.

5.— Obtencién de stocks de peces resistentes a la enfermedad.

6.- Identificacién de condiciones fisiolégicas 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 patdgenos en el medio acudtico. De esta for-
ma serd posible adaptar a los peces a diferentes condiciones am-—
bientales sin el gasto que ocasionarian otras medidas de control.

Esta parte del trabajo se centra en la segunda linea de control
mencionada, estudiando la supervivencia de patdgenos virales y

bacterianos en diferentes tipos de agua.
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IT. A) SUPERVIVENCIA DE VIRUS DE PECES SALMONIDOS EN DIFERENTES
TIPOS DE AGUA.

El propésito de esta parte del trabajo es comparar simulta-
neamente los tiempos de supervivencia de dos miembros de virus
de peces salménidos, IPNV e IHNV, encondiciones que pueden encon-
trarse normalmente en la naturaleza, estudiando los factores fisi
co-quimicos del medio acudtico que pueden disminuir la viabili-
dad de estos virus, con la posible aplicacidén practica 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 vehiculo de trans-
misién de estos virus.

b) Supervivencia en aguas de diferentes salinidades, por
razones semejantes y por el interés actual en el cultivo
de salménidos en el medio marino.

c) Influencia de la temperatura en la estabilidad de cada

virus.

MATERIAL Y METODOS

Cultivos celulares

Para la propagacién y ensayos de los virus IPNV e IHNV, fue
utilizada la linea continua CHSE-214, procedente de embridn de
salmén 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, linea continua de rifién de mono

verde africano. Ambas lineas celulares fueron rutinariamente cul-
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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 pug/ml de estreptomicina y 50 ug/ml de gentami-
cina. Las células CHSE-214 se mantienen a 15¢C, mientras que las
células VERO a 372C. Para los ensayos de infectividad viral, las
células crecieron en placas de microcultivo utilizando medio L-

15 con 10% de SFT.
Virus y obtencién 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 obtencidén de los stocks virales se llevd a cabo inoculan-
do monocapas confluentes de células con las suspensiones virales
a una baja multiplicidad de infeccién (m.o.i. <0,1). Los cultivos
se incuban a la temperatura apropiada para cada virus hasta avan-
zado efecto citopdtico (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: Titulacién

Las titulaciones virales se 1llevaron a cabo mediante la
técnica de Microtitulacién, wutilizando placas de 96 pocillos.
Después de sembrar las placas con 4-5 Xx 104 cels. por pocillo,
se adiciona a cada uno de ellos 0,1 ml de diluciones seriadas

de cada virus, empleando 8 pocillos por dilucidn. Las placas
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inoculadas con Polio 1 se incuban durante 7 dias a 372C en atmos-—

fera himeda conteniendo 5% de COZ' Las placas inoculadas con IPNV

e IHNV fueron incubadas 14 dias a 15¢C. La determinacidén de la

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

segin el método de Reed & Muench (1938).

Muestras de agua y analisis de parametros fisicoquimicos

y bidlogicos.

Las muestras de agua fueron recogidas a una profundiad de
2-3 m, en tres lugares diferentes: E1 agua dulce procedié del
Rio Patuxent, Maryland, USA; el agua de estuario de Chesapeake
Bay, MD, USA; y el agua de mar del Océano Atlantico en Lewes,
Delaware, USA. Todas las muestras de agua se tomaron el mismo

dia de comienzo de los experimentos.

La salinidad fue determinada con un T/C refractémetro (Ameri
can Optical, Buffalo, NY) y el Oxigeno disuelto se midié con un
electrodo de Oxigeno YSI (modelo 51 A, Yellow Springs Instrument
Co., Yellow Springs, OH).

La absorbancia a 254 nm fue medida en espectofotdmetro
Beckman modelo 25 (Beckman Instruments, Fullerton, CA). La absor-
bancia a la luz UV estd relacionada con la materia organica solu-

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

El nimero de coliformes totales se determindé por el método
del "Numero MAas Probables" (American Public Health Association,

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

El numero Total de bacterias aerobias heterdtrofras fue de-
terminado en medio "Upper Bay Yeast Stract" (Sayler & col. 1975)
ajustAndose a la apropiada concentracién de sales de cada tipo

de agua. El numero de Unidades Formadoras de colonias (CFU/ml)
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se calculé a los 4-5 dias de incubacién a las mismas temperaturas

utilizadas en los estudios de supervivencia.

Los datos de estos parametros se representan en Tabla 1.

TABLA 1. CHARACTERISTIC OF WATER SAMPLES EMPLOYED

Parameters Freshwater Estuarine. water Seawater
Salinity %o [¢] 6.5 29.0
pH 6.8 7.8 8.0
Dissolved oxygen 6.6 10.0 8.4
(ppm) at 182 C

ca*® (mg/1) 10.7 76.7 342.0
Mg*® (mg/1) 2.7 240.5 1.073
Total hardness 31.0 - -
(mg/1 CaCOa)

Turbidity (Absorbance 0.142 0.083 0.031
at 254 nm) .

Total coliformes 93 1.100 9
(MPN/100 ml1)®

Heterotrophic bacteria 1.1x105 8.7x104 4.lx104

(TvC/ml)b

®MPN, Most Probable Number of coliforms
bTCV, Total Viable Counts of hererotrophic bacteria

- Not determined
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Estudio de la supervivencia viral

Las muestras de agua fueron utilizadas sin filtracidn
u otro tratamiento. Seis alicuotas de 100 ml de cada tipo de agua

se repartieron en matraces de 250 ml.

Para preparar los indculos virales, los stocks de Polio,
IPN e IHN se centrifugan a 78.000 x g a 42C durante 2 h en una
ultracentrifuga 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 purificacién
fue realizada para minimizar la influencia de las proteinas o

sales provenientes de las células o del medio de cultivo.

Los matraces fueron incubados a 152C y 20°C en agitacidn
(150 rpm). Las muestras de cada uno de los matraces se tomaron
a los 5 min. (tiempo 0) y posteriormente a intervalos de 5-7 dias
hasta que no pudimos detectar infectividad viral residual. Perio-
dicamente, alicuotas de las muestras de agua se ensayaron para
determinar el nUmero de heterétrofos totales, lo que permitid
conocer la evolucién de la microflora nativa durante todos los
estudios de supervivencia.

Las tasas de inactivacién Viral se determinaron siguiendo
una cinética de primer orden Nt/No = lO_Kt , en donde Nt es el
titulo viral en una muestra a un determinado tiempo t, y No es

el titulo viral en el tiempo O.

Los estudios de supervivencia consistieron por tanto en

18 sistemas experimentales representando:

- Tres virus: IPNV, IHNV y polio 1.
- Tres tipos de agua: dulce, estuario y oceanica.

- Dos temperaturas de incubacidn.
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RESULTADOS
Inactivacidén viral con relacién al tipo de virus

Las tasas de inactivacién de cada uno de los virus en los

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

- IPNV, presentd la mayor estabilidad en agua de estuario
a 15¢2C, con una pérdida de infectividad de 3 logs después de 27
dias. Sin embargo en agua dulce y oceénica, las tasas de inactiva

cién fueron similares a esta temperatura.

- IHNV, fue mas estable en agua dulce a 159C, mientras que
en aguas salinas los tiempos de supervivencia resultaron semejan-

tes a ambas temperaturas.

- Polio 1, estd muy influenciado por el tipo de agua. El
ng g ©on agua dulce fue tres veces superior que en agua de es-
’
tuario y seis veces superior que en agua oceanica.
- Es de destacar, que el tiempo de supervivencia de cada

uno de los virus a 20°C fue independiente de 1la concentracidn

de sales del agua (estuario o del mar).
Inactivacidén viral con relacién al tipo de agua

En la Fig. 3 y 4 y tabla 2, comparamos la diferente influen-

cia de cada tipo de agua sobre la viabilidad de los tres virus:

- En agua dulce, polio 1 e IHNV sobre viven durante un perio
do de tiempo mas prolongado que IPNV, a las dos temperaturas

ensayadas.

- En agua de estuario, IPNV fue el mas estable de los tres

virus a 152C, mostrando IHNV y Polio tasas de supervivencia infe-
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FIG. ]| .- INACTIVACION EN AGUA DULCE (~O-), AGUA DE ESTUARIO ¢-B--),
y AGUA OCEANICA (—A—), DE LOS VIRUS IPNV a 15% ) y

20% (B) e IHWV a 15°C (C) y 20°C (D).
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FI1G. 2
— INACTIVACION EN AGUA DULCE (-O-—), AGUA DE ESTUARIO
¢-B--) Y AGUA OCEANICA (~A-), DEL VIRUS POLIO 1 A

15% () y 20% (F).
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FIG. 3.

INACTIVACION DE LOS VIRUS IPNV (~A—),

IHNV 09 Y

POLIO 1 (—@—), EN AGUA DULCE A 15°C (a) y 20°C (B).
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FIG. 4 .- INACTIVACION DE LOS VIRUS IPNV (~A—), IHNV (-O-9 Y
POLIO 1 (-®-), EN AGUA DE ESTUARIO A 15°C (c) Y 20°C

(D) y EN AGUA OCEANICA A 15°C (E) y 20°C (P).
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riores y mas prdximas entre si. A 20°C, sin embargo los dos virus

de salménidos presentaron un descenso paralelo de infectividad.

-~ En agua oceanica, el virus polio sobrevivié durante un
periodo de tiempo mucho mas corto que ambos virus de peces con
una pérdida de infectividad de 3 logs en menos de 5 dias, tanto

a 152C como a 202C.

- Se puede decir que en general en aguas salinas (estuario
y del mar) los virus de salménidos tiene una mayor estabilidad
que polio, mientras que en agua dulce el virus polioc fue el més

estable de los tres virus.

Influencia de la Temperatura

A pesar de la proximidad de las temperaturas ensayadas, se
puede observar la caracteristica general del efecto de la tempera
tura en la supervivencia viral, ya que a medida que la temperatu-
ra de incubacidén se incrementa, la estabilidad viral es més répi-

da.

- En agua dulce la temperatura tuvo una influencia importan-
te en la supervivencia delos tres virus. Asi como ejemplo, el

ng gde IPNV pasd de 17dias a 15°C a 9 dias a 20°C (Fig. 5).
’

-En agua de estuario, la temperatura ejercid 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).

Variacién de la flora bacteriana autéctona en cada tipo de

agua a las diferentes temperatura

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

concentracién bacteriana tuvo lugar enre 5-10 dias, que se corres
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ponde con el descenso mas rapido de infectividad viral.

Hemos observado a lo largo del experimento una variacién
de la poblacidén bacteriana no sélo en nimero sino también en di-

versidad, haciéndose dominante un determinado tipo morfolégico.

Supervivencia comparativa de IPNV en agua de estuario natu

r al, 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 acuatico natural, se estudid la estabilidad
del virus IPNV en agua de estuario natural (sin ningin pretrata-
miento), asi como en agua sometida a los tratamientos fisicos

de:

- Filtracidn a través de membranas de 0,2 um de tamafio de
poro.

- Autoclavaje a 121°C, 15 min.

El agua procedidé de la estacidén oceanografica de Chesapeake
Bay, MD, USA, denominada '"Wicomico River'. Las caracteristicas

del agua fueron las siguientes:

- Salinidad.- 11,5 gr ClNa/l

- pH.- 7,6

~ Oxigeno disuelto.- 8,2 ppm

— Absorbancia a 254 nm.- 1,47

- Coliformes totales.- 4/100 ml.

Los resultados de este estudio se representan en la Fig.
8. Los datos de inactivacién viral se analizaron por regresidn
lineal y la diferecia entre las pendientes fue comparada al nivel

del 0,5 % aplicando el test F.
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Hemos eéncontrado una diferencia significativa (P < 0,001)
entre las tasas de inactivacién de IPNV en agua del mar natural
y autoclavada. Andlogamente, aunque las estabilidades son mas
préximas, la diferencia entre la viabilidad viral en agua natural

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

Estos resultados ponen de manifiesto que datos presentados
por otros autores no son aplicables a condiciones naturales, re-
calcando mas la importancia de nuestros estudios de supervivencia

viral en donde se emplearon siempre condiciones naturales.
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DISCUSION

La transmisién de virus patégenos a través del agua es de
especial importancia en el caso de animales acudticos, sobre todo
en estos momentos ddnde el cultivo de especies en agua dulce y
salada estd adquiriendo activa promocién, asi como por la conoci-
da resistencia de los virus de salménidos IPNV e IHNV, a los agen
tes de desinfeccibén (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 wuna literatura creciente sobre las propiedades
fisico-quimicas de estos virus de peces (IPNV e IHNV), pero hay
poca informacién 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 acudtico como son:
Temperatura (Lo & col. 1976); Salinidad (Akin & col. 1976); radia
cién solar (Berry & Noton, 1976); Presencia de compuestos quimi-
cos (Mitchell, 1971); Antagonismo bacteriano (Shuval & col. 1971;
Toranzo & col. 1982) y sbélidos en suspensién (Wellings & col.
1976). Los resultados obtenidos de esos estudios son a menudo
variables y conflictivos, debido a las diferentes condiciones
experimentales o muestras de agua utilizadas, ya que dichos facto
res estédn cambiando continuamente dando lugar a tasas de inactiva
cién diferentes. Por ello, nosotros creemos que los resultados
de supervivencia en diferentes tipos de agua pueden ser sélo com-
parables si los experimentos se llevan a cabo simulténeamente,

como es el caso de nuestros estudios de estabilidad 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 rio o de pozo durante 10
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dias a 49C, y 5 dias a 1592C, 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 49¢C, mientras que el des-
censo viral en agua del mar filtrada fue despreciable tanto a
49C como a 109C después de 10 semanas de incubacién. En nuestro
trabajo nosotros tambien observamos que la supervivencia de IPNV
estaba en general favorecida en agua salina con su mayor estabi-
lidad en agua de estuario a 15°C (Figs 1 y 3). Esto podria ser
un factor que contribuiria 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 electrolitos sobre IHNV fue también
descrito por Pietsch & col. (1977) quienes encontraron gque el
tiempo de supervivencia del virus fue 4 veces mas largo en agua
destilada que en agua de mar artificial, agua de mar filtrada
o ciertas soluciones salinas. Andlogamente, nosotros hemos encon-
trado que el virus IHNV sobrevive casi dos veces mas en agua dul-
ce que en agua de estuario o de mar a 15°C (Fig. 1). Por tanto
creemos que la transmisién de IHNV en el medio marino estara limi
tada a cortas distancias si se requiere una larga viabilidad para

la transmisién horizontal.

En pocos trabajos sobre supervivencia de virus de peces se
analizaron los pardmetros fisico-quimicos y biolégicos del agua,
y la mayoria fueron realizados con muestras de agua filtrada o
autoclavada, careciendo por tanto de actividad microbiana. Hemos
demostrado que el tiempo necesario para una reduccién del 90%

en la infectividad viral de IPNV en agua de estuario filtrada
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o*dutoclavads fiie” 358! ias’ de Pivedes siperior, ‘respectivamente ;
que* en agua natural (Fig:“8): Estos’¥esultados estén’ apoyados®
por los' trabajos‘de “Baudduy (1976) dle éncoritrs también ‘Gue-el
tiempo de supervivericia de’ esté "Virus “en ‘agua ‘dé ‘rio Tiltrada“
era 2 vecés mas prolongado que’‘ent agid dilcé natural. EL" hecho-
de que la flora microbiana autdcténa pusde “éjercer un papeT”impdt3
tante en el proceso de inactivacién “viral -“esta corroboradsé -por
el encuentro de que el tiempo-de mas' rapida inactivacién viral
se correspdndiavcon el maximo crecimientd de la poblacién bacte-

riana en las muestras de agua.

Algunos investigadores (Mitcﬁell,rléii{ Gerba & col. 1975),
han descrito un efecto protectivo de particulas orgénicas en la
estabilidad viral; otros (Shuval & col. 1971; Fujioka & col.
1.980) observaron una mayor inactivacién viral en las aguas mas
polucionadas; mientras que Smith & col. (1978) ponen de manifies—
to que la supervivencia viral en el agua fue independiente del
grado de polucién. Las diferencias en adsorcién a particulas en
suspensién organicas e inorginicas, encontradas entre los diver-
sos tipos de virus, pueden resultar de la variabilidad en la con-
figuracién de las proteinas de cépside, lo que influye en la car-
ga neta del viridén. (Goyal & Gerba, 1979). Esto podria explicar,
en parte, los diferentes patrones de supervivencia encontrados

con los virus utilizados en nuestro estudio.

En nuestras experiencias hemos observado que la Temperatura
tuvo una gran influencia en la viabilidad dé los virus de salméni
dos en agua dulce (Fig. 5; Tabla 2). Entonces, la manipulacién
de la T? del agua podria‘utilizarse'péra”el control de estas en-
frrmedades en sistemas de cultivo. Sin embargo, como describié
Amend(1976) aunque el incremento de la temperatura altera el cur—

so de la enfermedad rno elimina el estado de 'carrietr" 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 infeccién doble de salménidos con estos virus (Mulcahy

& Fryer, 1976).

‘Todas las aguas naturales pueden contener una variedad de
factores antivirales potenciales, quimicos o biolégicos, y el
efecto observado sobre 1la supervivencia viral es generalmente
la expresién del factor dominante. Un entendimiento de esos facto
res que afectan significativamente a la viabilidad viral en el
medio acudtico natural es esencial para estudios epizootioldgi-
cos, sobre todo de aquellas enfermedades que afectan a especies

de gran interés comercial.
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IL. B) 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 Sci. 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 patdgenos bacte-
rianos de peces se realizaron en matraces de 500 ml conteniendo
100 ml de agua de estuario filtrada o autoclavada (121°C, 15
min.) procedente de Chesapeake Bay (salinidad 12 ppm), o bien
agua dulce filtrada. Los matraces se mantuvieron a 150 rpm a

20¢eC.

- Para preparar los inéculos bacterianos, se obtuvieron pri-
meramente curvas standard en donde se representa el namero de

bacterias viables frente a las medidas de densidad &ptica (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 nimero 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 0, y a diversos intervalos hasta que no se pudieron detectar

bacterias viables.
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RESULTADOS

Las curvas de supervivencia de los dos patdgenos bacterianos
V. anguillarum y P. piscicida, se representan en las Figuras 9

y 10.

Como se observa en la Fig. ¢, el titulo de V. anguillarum
en agua dulce no fue detectable después de 10 dias de incubacién,
sin embargo en agua de estuario el organismo fue estable durante
ese periodo de tiempo, después del cual el descenso del numero
de bacterias fue dependiendo de la concentracidén bacteriana ini-
cial wutilizada. Asi, cuando las muestras de agua se inocularon
con 10 6 cels/ml el tiempo de supervivencia fue de 33 dias, mien-
tras que si el nGmero inicial fue 10 cels/ml después de un incre
mento de 2 logs. dentro de los 4 primeros dias, el numero de
bacterias viables disminuyd muy lentamente encontrando todavia
titulo detectable a los 10o dias de comenzado el experimento.
La estabilidad de V. anguillarum en agua de estuario autoclavada

siguidé una evolucidén similar a la encontrada en agua filtrada.

P. piscicida resulté ser un organismo muy 1labil tanto en
agua dulce como de estuario (Fig. 10). Hemos observado un efecto
muy perjudicial del agua dulce en la supervivencia de P. piscici-
da, ya que el numero de células viables descendié 4 logs en sdélo
24 horas, no habiendo titulo detectable a los 2 dias de incuba-
cién. Sin embargo en agua de estuario el descenso fue menor de

2 logs en el mismo periodo de tiempo.

Aunque las tasas de inactivacién de P. piscicida en agua

de estuario fueron més réapidas con la concentracién inicial de
bacterias mas baja (1O4 cels/ml), no se detectaron organismos via-
bles al cabo de 4-5 dias, independientemente del nlmero inicial
de bacterias. No fue encontrada diferencia significativa en la
estabilidad de P. piscicida en agua de estuario filtrada o auto-

clavada.
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Fig. 10.— Supervivencia de Pasteurella piscicida ATCC 17911 en diferentes tipos de agua y
concentraci6n inicial de bacterias 10% 6 10 cels/ml.
Agua de estuario autoclavada (+0-) (+-A--). Agua de estuario filtrada
(=@ =) (~4 =), Aguadulce filtrada (ssOss),
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DISCUSION

Han sido descritos pocos estudios sobre la estabilidad en
el medio acuadtico de patdgenos bacterianos de peces. Evelyn
(1971), encontré un tiempo de supervivencia muy, reducido para
V. anguillarum en agua de mar, mostrando que una concentracién
inicial de bacterias de lO7 cels/ml se reducia 6 logs. en 14 dias
a 09C-39C. Robohn & Brown (1978), estudiaron la supervivencia
en agua de mar filtrada por un periodo de 5 meses, de un Vibrio
sp. causante de ulceras en peces planos, observando un descenso
de 4 6 5 logs a 152C o 20°C, respectivamente. Esta elevada estabi
lidad es mas similar a nuestros resultados de supervivencia de
V. anguillarum 775 en agua de estuario procedente de Chesapeake

Bay.

Es interesante destacar que V. anguillarum puede incrementar
su namero inicial presente en el agua (Fig. 9), hecho importante
que se debe tener en cuenta cuando se utilizan varias dosis bacte
rianas en infecciones experimentales de peces con este patdgeno

a través del agua.

La diseminacién de las enfermedades de peces estd relaciona-
da con la estabilidad de los patdégenos en el medio acuatico. La
elevada labilidad de P. piscicida en agua salina, en comparacidén
con V. anguillarum, observada en nuestro experimento, sugiere
gque un requerimiento de contacto directo pez-pez, debe ser mas
importante en mantener la infeccién con P. piscicida que con

V. anguillarum.
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