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La presente invención se re f ie re  a un procedimiento pera la  -  
preparación de nn producto de medicación ve terinaria , ú t i l  para el tra ta ­
miento preventivo de las truchas, contra la septicemia hemorragica viral*

La septicemia hemorragica v ira l, designada corrientemente con 
la  abreviatura SHV, es una v iro sis  de la  trucha que ocasiona mortalidades 
importantes en los p iscica ltivos de Europa en p a rticu la r. Se tradnce por 
perturbaciones locomotoras, c ircu lato rias y pigmentarias, que preceden la  
maerte. En particu lar se observa nn nado en esp ira l, edemas, hemorragias 
v iscerales, exoftalmía, melanosis. Según la  forma de la  enfermedad, los 
pescados pueden presentar únicamente algunos de estos sintomas. A menudo 
se sospecha la  presencia da la enfermedad en nn piscicu ltivo  desde el mo­
mento mismo que se observa la  exoftalmia y la  melanosis ó la decoloración 
de las branquias, debido a la  anemia que resu lta  de las hemorragias, y usa 
mortalidad muy importante.

Desde hace largo tiempo se conoce un v irus responsable de es­
ta  enfermedad. Se tra ta  de un Rhabdovirus denominado, según los casos, -  
v irus de SHV ó virus de Egtved. Puede a is la rse  de los órganos extraidos 
en pescados enfermos e identificado por sero-nautralización ó imaunofluo- 
resoencia en cultivo celu lar. Ha sido aislado por primera vez en la  tru—
cha Arc-en-Ciel, por JBTSBí, en Dinamarka en 1.963, y su morfología fuá 
establecida por ZWILLBTGStG (1.965); su identificación aerológica se des­
cribe en particu lar por VESTBRGAARD—J0RGEHS3J en B ull. Off. In t. Epiz.,
69 (7-8), p . 985-989 (1.968). Has recientemente, se ha puesto de manifiej, 
to que existe de hecho difauntes tipos de virus da SHV.

En la  practica , la  lucha contra SHV plantea problemas d if í­
c iles de resolver, puesto que al no haberse observado ningnna reacción 
inmunitaria a la  enfermedad contraída en p iscicu ltivo , los piscicultores
no han podido recu rrir  hasta ahora a otra solución que a una profilaxis/san itaria  severa. Después de la  desinfección, los p iscicu ltivos deben -  
ser repoblados con pescados indemnes y el p iscicu lto r debe protegerse -
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evitando cualquier introducción de otroe pescados. Es fá c il de comprende' 
qne estas exigencias se adapten mal a las condiciones habituales da ex* 
plotación de los piscioultivos.Adem ás, impiden prácticamente las trans­
ferencias da ganado, para evitar la introducción de un sujeto portador 
del v irus, mientras que incluso en estas condiciones, el p iscicu lto r no 
está a l cubierto de una recontaminacián por el r io .

Estas dificultades pueden resolverse merced a la  presente ln-L 
veneión que radica en la  posibilidad de conferir a las truchas una ra s i¿  
tencia adquirida al SHV, lo  que permite considerar un tratamiento prevqa 
tivo de los pescados, mucho más fá c il de rea liza r en la  práctica que las 
medidas san itarias que hasta ahora constituían el único recurso contra -  
esta enfermedad.

Conforme a la  invención, una medicamento preventivo de la -  
septicemia hemorrágica v ira l de la  trucha contiene una vacuna constitu i­
da por una preparación de virus de SHV inactivado.

El medicamento ó vacuna según la  invención se prepara por -  
inactivación do virus de SHV producido en oultivo celu lar. El virus pue­
de cultivarse en cualesquiera tipos de células de pescados que permitan 
su desarrollo, en condiciones que son por su parto c lásicas. Estas condi­
ciones pueden elegirse entre todas aquellas que habitualmente son preco­
nizadas para los cultivos de células de pescados. Condiciones de cultivo 
particularmente adaptadas a los diferentes tipos de v irus SHV dentro del 
marco de la  invención^ son las que han sido descritas en particu lar para 
el virus de Egtved por P. de Kinkelin y R. Sherrer en Ann. Rech. Vétér. 
(INRA), 1 ( l ) ,  p. 17-30 (1.970).

Dentro del marco do la  realización práctica de la  invención 
se ha encontrado particularmente ventajoso operar el desarrollo del virus 
vivo en cultivos celulares de la  raza EPC (Epithelium Papulosum Cyprini) 
Sin embargo, igualmente se pueden u t i l iz a r  otras razas, por ejemplo las 
razaB HM (Fathead Minnow) y RTG2 (Rainbow Trout Qonad), que están d is-
P
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poniblea comercialmente y se venden en particu lar en loa Estados Unidos 
de America por Microbiological Aasociatea (Anea, Ohio) y diatribnidaa en 
Francia por Flov Dynalab. Piara laa célalas de cnltivo preferido, para la  
preparación de la  vacuna según la invención,EPC es la  abreviatura de Epi- 
thelium Papulosum Carpió^ ó de Epithelium Papalosum Cyprini. Se tra ta  de 
células de p iel de carpa, y más precisamente da una raza epiteloide procg 
dente de un tumor benigno de p ie l de carpa que ha sido aislada a llá  por -  
los años 1.968-1.970 por el Profesor Fijan, en la  Escuela Veterinaria de 
Zagreb, Yugoslabia y que ha sido mantenida desde 1.971 en los laboratorios 
de Ictiopatologia. duV Institu tn  Racional de la  Rechorche Agronomique -  
(INRA), Francia, desde 1.971. Esta raza de células ha sido objeto de un -  
depósito de cepa de microorganismo en la  Collectipn Nationale de Cultivos 
de Microorganismos (GTCM) en el In s titu to  Pasteur, calle  del Doctor Roux 
nB 28, Paris IV bajo el número 1-039, El 10 de Enero de 1.978.

Como medio de cultivo, se puede u t i l iz a r  el medio de Eagle, 
como se describe en el artícu lo  de P.de Kinkelin y R. Scherrer ya citado. 
El medio de Eagle contiene, por m ili l i t ro : 100 unidades de penicilina, -  
100 microgramos de estreptomicina, SO microgramos de Kanami ciña y 50 uni­
dades de myeostatine. Dentro del marco de la  invención se prefiera el me­
dio de Stoker, que es una modificación de proporción doble en ácidos ami­
nados y en vitaminas. Las condiciones do cultivo pueden ser la s  que se ha* 
descrito  para la  producción de virus de Egtved en el a rtícu lo  evocado au** 
teriormente. Sin embargo, para la  eficacia de la  vacuna preparada según -  
la  invención, se ha comprobado que es preferib le , en unión con las célu­
las de la  raza EPC, u t i l iz a r  un medio mantenido a un pH comprendido entre 
7 ,4  y 7 ,6  mediante un tampon que puede ser en particu lar bicarbonato de 
sodio, t r i s  etc, incluso que el pH pueda también varia r entre.lím ites ma­
yores, es decir entre 7 y  8. El medio de cultivo es adicionado de una subí 
tancia n u tritiv a  que puede ser en particu lar suero de embrión de vacuno, 
con una concentración del orden de 1 a 10 %. La temperatura es mantenida30
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dentro do lo gamo do temperatura* donde el vira* eo deoarrolla fácilmen­
te , ea decir preferentemente a una temperatura comprendida entro 4 10*C 
y  4- 20*C, y en particu lar del orden de 12*C a 15*C. El cultivo puede -  
efectuarse en capas monocelulares aunque en suspensión.

El virus inoculado en el cultivo celular puede estar consti­
tuido por cualquier cepa v ira l del virus SHV, ta l que pueda a is la rse , do 
forma eonooida, de órganos de trucha enfermos en particu lar el cerebro, 
por tritu ración  y centrifugación. La dosis de inoculación aa variable dqi 
tro  de gamas muy amplias. En general, se f i j a  a cualquier valor compren­
dido entre 10*̂  y una unidad que forma zona (UFP) por célula. El ti tu lo  
en UFP se considera aquí y en lo  que sigue como que se mide por el método 
de las zonas ta l como se describe por P. de Kinkelin y R. Scherrer en el 
artícu lo  ya citado, pero conducido preferentemente en células EPC.

Según la  dosis de inoculación u tilizad a , la  recolecta del so­
brenadante v ira l tione lugar después de un espacio de tiempo más ó menos 
largo de desarrollo. Este espacio de tiempo se determina ventajosamente 
de modo que sea suficiente para que la  destrucción de las células por el 
virus sea completa. A ti tu lo  de ejemplo, en una forma de realización prqg 
tica  del procedimiento, el tiempo de desarrollo  del virus puede variar ds 
30 horas a 3 días para una inoculación que varia de i  a 10"*̂  unidades foi 
mando zona por célula. El virus puede ser recolectado por ejemplo, como 
se describe en el a rticu lo  anteriormente citado, por congelación a ** 35S( 
y descongelación a la  temperatura ordinaria y después centrifugación de 
la  suspensión durante 10 minutos a 4.000 r.p.m . y centrifugación comple­
mentaria del sobrenadante durante 2 horas a 18.000 r.p.m . (40.000 g), to­
mando los residuos en medio de dultivo.

Conforme a la  invención, la  preparación v ira l constituida po: 
el sobrenadante líquido recolectado del cultivo de virus SHV, después de 
una ó varias pasadas en cultivo celular, se somete a un tratamiento de -  
inactivación propio para conducir a la  inactivación completa del v iru s . -
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En la  práctica , se p refiere  u t i l iz a r  una preparación realizada en un nu­
mero de pasadas comprendido entre 2 y 5 aproximadamente, en cultivo celu- 
la r  de pescado, en particu lar de la  raza BPC, siendo continuada cada pa­
sada hasta la  destrucción completa de las células. La preparación v ira l 
sometida a la  inactivación presenta ventajosamente un t i tu le  comprendido 
entre 10* y  10 UFP por m ili l i t ro , y preferentemente entre 0,5 y 5 x 10 
UFP por m ili l i t ro  en una forma de realización preferida del procedimien­
to  de preparación de un medicamento preventivo según la  invención, se ret ¿ 
l iz a  la  inactivación de la  preparación v ira l de v irus de Egtved por medió 
de j3—propiolactona. Ba condiciones de realización preferidas, la  concen ­
tración de ^-propiolactona puede variar entre 1 es a 1.000 y 1 es a -  
10.000 aproximadamente en peso con respecto al peso de la  suspensión vi­
r a l  tra tad a . El tiempo de acción necesario para obtener la  inactivación 
completa del virus es en general del órden de 10 horas a 5 horas, a tem­
pera turas que varían de 10 a 40SC. A menudo, no es.necesario sobrepasar 
de 1 a 3 días a una temperatura preferentemente del órden de 15 a 25*C. 
Puede asegurarse que la  inactivación es completa , verificando por ejem­
plo la  ausencia de efecto citopatógeno de la  preparación inoculada en un 
cultivo celu lar de pescado.

La preparación inactivada a s í obtenida constituye un medica­
mento según la  invención, eficaz cano vacnna para inmunizar truchas con­
t r a  SHV. Con esta forma, la  vacuna presenta un t í tu lo  elevado, a meando 
comprendido entre 10^ y 10^ UFP de virus inactivado por m ili l i t ro  de p:g 
paración y en particu lar del órden de 0,3 a 5 X 10  ̂ UFE/ml en el caso pr ¡ 
ferid o . Eventualmente.puede congelarse a -20^0 y adicionarse de e s ta b i l i ­
zantes para conservarse más fácilmente. Puede igualmente d ilu irse , en -  
p a rticu la r en agua, hasta cualquier concentración deseada para su u t i l i ­
zación. De un modo general, puede ponerse bajo cualquier forma clásica en 
medicamentos veterinarios, ya sea en fluido Ó en sólido, y el medicamen­
to puede contener una suspensión v ira l inactivada en asociación con to -
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do* lo* adyuvantes usuales.
Sin embargo, vacuna* particularmente efioace* pueden obtener­

se por una forma de realización preferida del procedimiento que consiste 
esencialmente en SHV inactivado. Consiste en hacer seguir la  inactivación 
completa del virus por p-propiolactona mediante un tratamiento a base -  
de formol.

la fase de inactivación por 0 -propiolactona, se procede 
como se ha descrito anteriormente. Preferentemente se inocula una cepa -  
v iru len ta  de virus SHV a un cultivo oelular de pescado, en particu lar de 
la raza BPC, eventualmente después de varias pasadas en dicho cultivo, -  
se recoge del cultivo una preparación v ira l de t í tu lo  comprendido entre 
10** y 10** y preferentemente entre 0,5 y 5 X 10^ UFP/Sal (unidades que for ­
man zona por m ili l i t ro ) , se añade también ̂ -propiolactona en una propor­
ción del orden de 0 ,0 la0 ,1 % y preferentemente de 0,01 a 0,04 % en pese 
con respecto al peso de líquido v ira l ,  que se deja actuar durante un tie¡t 
po del orden de 10 horas a 5 d ías, a una temperatura comprendida entre -  
15 y 253 G, hasta la  inactivación completa del v iru s . La preparación viral 
puede recogerse eventualmente más concentrada, purificada por centrifaga-r 
ción, y diluida al t í tu lo  deseado para el tratamiento de inactivación por 
^-propiolactona. La inoculación in ic ia l se diluye preferentemente de modo 
a obtener 10**̂  a 10*3 UFP por célula pera evitar la presencia de interfa-- 
rona, pero igualmente se puede u t i l iz a r  una inoculación de t í tu lo  mas -  
elevado, por ejemplo hasta 1 UFP por célula, previamente desprovisto de 
las impurezas del cultivo celular.

La inocuidad da la  preparación inactivada se verifica  venta­
josamente por al menos dos pasadas celulares en cultivo oelular sensible 
a l v irus. Aquí sa u tiliz a  en particular células da la  raza 3PC, en medio 
de Stokar, como en las otras operaciones. Operando la  inactivación se ha 
precisado, se puede asegurar una inocuidad que corresponde a meaos de 1 
UFP por m ili l i t ro .
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El tratamiento complementario con formol permita reforzar el 
podar de vacunación da la  preparación inactivada.Sin embargo, basta una 
concentración da formol relativamente débil con respecto a la  que sería  
necesario para inactivar e l virus s i no estnbiese previamente inactivado 
Así pues, se evita tener que proceder á'operaciones de d iá lis is  para e l i ­
minar al exceso de agente de inactivación del producto f in a l. A-eferente-- 
mente, el formo! se añade en la  preparación en una cantidad que correspoa 
de a una concentración f in a l in ferio r al 0,06 %, y preferentemente com­
prendida entre 0,01 y 0,03 % de formaldehido en la  preparación, lo  que -  
corresponde sensiblemente a una concentración de 0,02 a 0,1 % de formol 
comercial al 30-40 % de ff.maldéhido. Después de un espacio de tiempo de 
contacto que puede ser en particu la r del orden de 10 horas a 3 días, a -  
una temperatura comprendida entre 15 y 25SC, la  vacuna obtenida está pros 
ta  parau tilizarse , ó,para congelarse y conservarse hasta su u tilización , 
eventualmente en mezcla con cualquier excipiente usual.

La vacuna pre;*s -qda mediante el procedimiento que acaba da -
, /defin irse  es muy eficaz & la  inmunización de las truchas contra SHV. Se 

observa en general una diferencia da 30 % oomo mínimo entre los grados d : 
mortalidad por SHV entre animales testigos no tratados y en animales va­
cunados, experimentados según el procedimiento de infección permanente -  
por baño, por experiencias que simulan la  contaminación natural.

Como ya se indicado,la invención se aplica a cualquier cepa 
de virus SHV. Esta generalidad engloba oasos particulares preferidos in­
dicados a continuación.

Según una primera variante del procedimiento, una vacuna se­
gún la  invención puede prepararse a p a r tir  del virus de Egtved de la cepa 
danesa F^, cuyas propiedades se han descrito en el artícu lo  da Fierre de 
Kinkelin y R. Scherrer,Anuíales de Recherches V etérinaires, 1.970, 1 (l) 
p . 17-30, ó a p a r t ir  de la  cepa INRA 07-71 que es un sinónimo, que pre­
senta las mismas propiedades y que reaociona idénticamente al ensayo de
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seronuetralización,y que ha sido objeto de un depósito de cepa n* i-040 
a nombra de In s titu to  Nacional de la  Recherche Agronomique (INRA) el 10 
de Enero de 1.978, en la  Collection Nationale de Caltivos de Micrnorga- 
nismos del In s titu to  Pastear, calle  del Doctor Ronx nS 28, Paria IVe. -  
Estas cepas se designan como que pertenecen al seroti&o I .

Según una segunda variante, al procedimiento descrito en la  
patente principal permite igualmente preparar una vacuna según la  inven­
ción a p a r tir  del virus de Egtved del serotipo I I  que se ha definido ba­
jo el nombre de cepa He por Vestergaard-Jorgensen y que ha sido objeto, 
bajo esta referencia de identificación, de un depósito de cepa n^i-041 -  
en la  Collection Nationale designada mas arriba, a nombre del mismo dogo 
s itan te , al 10 de Enero de 1.978.

Según la  tercera variante de la  invención, el procedimiento 
permite asimismo preparar una vacuna a p a r tir  del v irus de la cepa 23-76, 
que ha sido aislado en INRA en 1.977 por P ierre de Klnkelin y M.La Barre, 
y descrito por estos autores en las Memorias de la  Academia de los Cien­
cias de Paris, 284, se ria  D, páginas 101-104 y páginas 401-404, y que ha 
sido objeto de un depósito de cepa nS i —042 e l 10 de Enero de 1.978 en — 
la  misma Collection Nationale a nombre de INRA.

La experimentación de los productos ó medicamentos obtenidos 
según la invención a p a rtir  de las diferentes cepas pone de manifiesto -  
que se tra ta  de hecho da verdaderas vacunas, capaces de conferir a la s  -  
truchas a las que se administra una inmunidad activa, de larga duración, 
que rev iste  un in teres práctico al que no se podría haber llegado con la  
protección rápida pero efímera que podía asegurarse mediante una in te r-  
farena. Esta protección puede obtenerse sin incidencia nociva para la  sa ­
lud de las truchas, estando prácticamente desprovisto el medicamento de 
toxicidad frente a dosis activas para prevenirlas contra la  enfermedad.

El tratamiento de la s  truchas puede efectuarse por cualquier 
método ya aplicado de forma clásica para administrar substancias medica-
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montosas a pescados. Administraciones por dosis individuales, por vía in- 
trap e rito rin a i por ejemplo, pueden practicarse utilizando la  preparación 
v ira l  inactivada ta l  como se obtiene coa el procedimiento de la  invención 
eventualmente después de la  dilución, a dosis del orden por ejemplo de -  
10^ a 10? UFP. t

Sin embargo, se prefiere en general para este tipo de tra ta ­
miento, las aplicaciones colectivas en los p iscicu ltivos. Los tratamiento^ 
se practican ventajosamente ya sea por pulverización del producto líquido 
eventualmente diluido en agua desinfectada, en pescados provisionalmente 
fuera del agua ó bien por dilución del producto activo en agna donde vivea 
los pescados. Estos son entonces, preferentemente, sometidos a un tra ta ­
miento asociado para hacerlos mas receptivos frente a substancias medica­
mentosas introducidas .ep .su agua, es decir en particu lar a un choque osmó 
tico , a una depresión, a una elevación de temperatura, ó a una combina­
ción de estos métodos. De un modo general, el tratamiento puede aplicarse 
a pescados de todas las edades. La concentración de virus inactivado en 
agua de tratamiento es ventajosamente superior a 10  ̂ UFP/ml. Puede ser en 
particu lar del orden de 10^ a 10^ ó 10  ̂ UFP/ml.

Una forma de administración particularmente apropiada consis­
ta  en tra ta r  alevinos ó truch itas de peso oomprendido entre 0,1 y 10 gra­
mos, preferentemente in fe rio r a 5 gramos, y en particu lar comprendido en­
tr e  0,5 y 1 gramo, operando en particu lar sobre alevinos mantenidos en es­
pecies de cascarones al amparo de una contaminación por v irus, menos de -  
2 meses después de la  pollada. Una forma de administración preferida con­
s is te  en ana inmersión de los pescados en un baEo acuoso del medicamento, 
a una concentración equivalente a 10 a 10 UFP/ml de virus inactivado du­
ran te  un tiempo de a l menos 50 minutos, ventajosamente del orden de 1,5 
a 34 horas, a una temperatura cemprendida entre 3 y 15^0, y preferentamqn 
te  entre 8 y 12^0.

Se procede además ventajosamente a un refuerzo, por administra
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oión de una dosis sensiblemente análoga, después de un espacio de tiempo 
del orden de 1 a 6 semanas después de la  vacunación in ic ia l , y preferen­
temente 2 a 4 semanas. Eventualmente, se pueda efectuar cada administra­
ción a los pescados, para la  vacunación in ic ia l ,  y para las vacunas de -  
refuerzo, después de haberles hecho su fr ir  un ohoque osmótico, sumergién­
dolos en un baSo de sal natural: inmediatamente después del choque osmó­
tico , se mantienen los pascados en un baño que contiene la  preparación 
v ira l inactivada, diluida a una concentración preferentemente comprendi­

da entre 10^ y lp^ UFP por m ili lit ro  de agua del baño, durante un espacio 
de tiempo del orden de 50 minutos a 3 horas, a una temperatura de baSo que 
pueda ser la  temperatura usual de los cascarones, del orden de 8-10BC, pe­
ro que también puede ser ligeramente superior, del orden de 10 a 15*0.

Por lo  demás, la  inmunización da la s  truchas contra SHV se -  
efectúa ventajosamente con ayuda de vacunas mixtas, constituidas por una 
mezcla de al menos dos vacunas preparadas según la invención utilizando 
cepas de virus SHV de aerotipos d iferentes, por ejemplo una cepa de virus 
SHV de serotipo I y una cepa de virus 23-75.

Para ilu s tra r  la  invención de forma más detallada, se hará r e ­
ferencia ahora a ejemplos de realización particu lares. Diversas caracte­
r ís t ic a s  de la  invención podrán ponerse de manifiesto dorante la  descrip­
ción que sigue de estos ejemplos que se refieren  en particu lar a l procedí 
miento de preparación de una vacuna según la  invención y a las condiciones 
de su aplicación en el tratamiento preventivo de las truchas contra la  -  
septicemia hemorrágica v ira l .  Sin embargo debe quedar bien entendido que 
estos ejemplos no son en modo alguno lim itativos de la  invención.
EJEMPLO I

El medicamento se prepara a p a r tir  de virus vivo aislado de -  
forma clásica a p a rtir  de un tritu rado  celular extraído de los pescados 
que han contraído la  enfermedad ó en sujetos sanos portadores del v irus.
En el caso descrito, se u tiliz a  una cepa de virus de Egtved de serotipo I
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(v irus Fl) en cultivo celular de pescado de la  raza EPC (Epithelium Papo-' 
losun Cyprini). Le cepa es u tilizada  en su tercer paso en oultivo sin oa-- 
pa monocelular, siendo proseguido cada paso hasta el efecto citopatígeno 
completo (destrucción to ta l de las célu las). La inoculación es efectuada 
con pequeña m ultiplicidad de infección, es decir más particularmente apr¡ ¡ 
rimadamente 2.10'^unidades que forman zona (UFP) por célula, utilizando 
20 mi de v irus diluido a 7.10^ UFP/cal para un conjunto de 70.10^ células 
El cultivo es continuado a 14*C en medio de Stoker (medio de Eagle modi­
ficado), tamponado a un pH de 7 ,6  por tampón t r i s  a 0,16 M y adicionado 
de 2% de suero de embriones de vacuno. Después de 3 dias decultivo, el -  
conjunto celular está completamente destruido. Se recoge entonces el so­
brenadante infeoioso. .

Bate sobrenadante liquido de la  tercera pasada se recoge y 
se c la rific a  por centrifugación durante 10 minutos a 4.000 g. El titu la d  ) 
de la  preparación se efectúa, antes de la  inactivación, por el método de 
las unidades que forman zona (UFP) ya mencionddas, ta l  como se describe 
en el a rtícu lo  de P. Kinkelin y B. Scherrer citado, pero sustituyendo la  
raza BEM por la  raza EPC. Se pone de manifiesto un tí tu lo  de 4.10?*,UFP -  
por m ili l i t ro  de líquido. Más precisamente, para este titu lado , cajas de 
P e tri de 8 cm de superficie, que contienen un cultivo confluente de cé­
lu las EPC de 24 horas, es decir 4,5 millones de células, en 2 mi de me­
dio, se infectan con 0,1 mi de una dilución de virus a razón de 3 cajas 
por dilución. Después de una hora de absorción a una temperatura de 14 a 
20SC, durante la  cual las cajas son agitadas 5 ó 6 veces, el medio de -  
cultivo tamponado a un pH de 7,6 se cuela sobra las células a la  tempera 
tura de 30^0 a razón de 2 mi por caja. Al cabo de 2,5 a 3 días, un mi de 
ro jo  neutro a 0,05 % en solución deJBarle a razón de 0,5 % de agarosa, 
se cuela sobre la  primera capa de medio, cuatro horas antes de la  lectu­
r a .  El te rce r día el diámetro de las zonas es del orden del milímetro.

La preparación v ira l es sometida a un tratamiento de inactiva
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clon del v iru s . Bate ae efectúe por adición da ^-propiolactona a la  con­
centración de 1/6.000 en peso con respecto a la  preparación v ira l .  La meg 
cía ae mantiene a 4- 20*C bajo agitación permanente. Después de tre s  días 
de acción de la  p-propiolactona, la  inactivación ea completa. B1 exceden­
te  de agente iaactivante se destruye por h id ró lis is , sin otra interven­
ción.

El producto puede u tiliz a rse  como medicamento veterinario  pig 
ventivo, directamente bajo esta forma, ó ser lio filizad o  para a continua­
ción ser reconstituido, en el momento del uso, por disolución en un dilu­
yante in erte  ta l como agua destilada.

La inocuidad del producto as verificada. Un primer control cq^ 
s is te  en asegurarse de la  inactivación completa del v irus. A este efecto, 
una muestra de preparación v ira l inactivada es cultivada en un conjunto 
monocelular de pescado. No se ha comprobado ningún efecto citopatógeno.

De otro lado, se inyecta la  preparación por vía intraperitonal 
a truchas arc-en-ciel aparentemente indemnes, a la  dosis de 0,2 cm por 
pescado de 10 gramos. Esta dosis es ampliamente superior a las dosis sufi4 
cientes para proteger los pescados. Sin embargo, se to lera  perfectamente,
A ti tu lo  comparativo, en un Iota de truchas testigos a las que se inyecta 
virus vivo, ae comprueba una mortalidad del 80 % diez días después de la  
inyección, mientras que en el mismo espacio de tiempo la  inyección de la  - 
preparación inactivada a otro lo te  equivalente de truchas no ocasiona nin­
gún fallecimiento por SHV.

En una primera experiencia de tratamiento preventivo de trucha 
por medio de la  preparación inactivada del ejemplo I ,  40.000 truchitas de 
3 gramos extraídas de una cuenca de p iscicu ltivo  no infectado de SHV ae suj- 
mergen por lo tes sucesivos en un bañe de sal de mar natural a razón de 53 
gl, durante 2 minutos. Después de este choque osmótico, se introducen en 
un baño de tratamiento previamente preparado por dilución de la  preparació i 
v ira l inactivada, en una cantidad ta l  que la  concentración en el baño corr
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ponda a un t i tu lo  da 1.500 unidades UFP por m ili l i t ro . Una difusión de -  
oxígeno es asegurada en este baSo.

Las truehitas se mantienen en este baño durante 1 hora y des­
pués se reintroducen en una cuenca da p iscicu ltivo  de alimentación na tu ra . 
donde la  temperatura era de 14^C. Al cabo de 4 meses en número de pescado! 
muertos es in fe rio r  a 1.200, lo que corresponde una mortalidad normal del 
3 %. En un lo te  testigo  da 20.000 truehitas no tratadas, el número de -  
muertos a l cabo da 4 meses es de 15.000. La diferencia se explica por la  
sensibilidad de los pescados no tratados a una reinfección natural por -  
SHV.

Bn otra experiencia, se tra ta  alevinos de 0,1 gramo sumergían 
dolas 1 hora en un baño de agua a 10^0 que contiene la  preparación v ira l 
inactivada a la  concentración de 40.000 UFP/ml obtenida por adición de 
10 mi de preparación en 100 1 de agua. 31 choque osmótico se rea liza  pre­
viamente como se ha dicho anteriormente. Los alevinos se mantienen a con- 

. tinuaoión durante nn mes añ medio indanna da SHV y después se introducen 
en piscicn ltivos no aislados. Bn 18 lo tes de 33.000 alevinos cada uno, -  
la  mortalidad después de un más y medio es del 4 % para los pescados tra ­
tados, contra el 70 % para los pescados testigos no tratados.

En una tercára experiencia, 40.000 alevinos son tratados come 
anteriormente utilizando un baño que contiene 20 mi de la  preparación a 
4.10^ UFP/ml para 100 1 de agua. A continuación se alimentan a un p isc i- 
cultivo de alimentación no desinfectada. Una contaminación accidental -  
por SITV tre s  meses después trae  consigo una muerte rápida de todos los pea 
cados no tratados, mientras que la  mortalidad permanece normal al 4 % en 
los animales tratados.
EJEMPLO I I I

Se u t i l iz a  la  cepa He ya mencionada, ta l  como depositada con 
el i —041 eu el In s titu to  Pasteur, que se inocula a un cultivo celular
de la  raza EPC (Epithelium Papulosum Cyprini). Esta raza de células de —30
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piel de carpa ha sido objeto del deposito a" i-039 el 10 de Enero de -  
1.978 en la  Collectión Nationale en el In s titu to  Pasteur, a nombre de -  
INBA. La cepa virulenta está en su quinceava pasada en cultivo celular 
da esta raza. La inoculación as efectuada oon pequeSa m ultiplicidad de -  
infección, es decir más particularmente aproximadamente 2.10*3 unidades 
que forman zona (UFP) por célula, utilizando 20 mi de virus diluido en 
7.103 UFP/ml para un conjunto de 70.10^ célu las. El cultivo es continuado 
a 14*C en medio de Stoker (medio de Eagle modificado, a una proporción -  
doble en ácidos aminados y en vitaminas), tamponado a un pü de 7,6 medias 
te  taapón t r i s  a 0,16 M y adicionado de 2 % de suero de embrión de vacuno, 
durante 3 días, hasta la  destrucción completa de las células.

El sobrenadante liquido es recogido y clarificado por centri­
fugación durante 10 mintos a 4.000 gramos. El titu lado  de la  preparación 
se efectúa por el método de las zonas (UFP) mencionado, ta l  como se des­
cribe en el artícu lo  da P. de Kinkelin y R. Scherrer citado, pero su s ti­
tuyendo la  raza EHM por la  raza EPC como mencionado en el ejemplo I .  Se 
pone de manifiesto un t í tu lo  de 2.10^ UFP por m ili l i t ro  de líquido.

Se añade entonces al sobrenadante v ira l ^-propiolactona a la  
concentración fina l de 1/6.000 en peso en la  suspensión v ira l .  La mezcla 
se mantiene a 4 20SC bajo agitación permanente. Después de 3 dias de ac­
ción de la  /?—propiolactona, la  inactivación es completa. El excedente de 
agente inactivado se destruye por h id ró lis is , sin  ninguna otra interven­
ción. ^

Eh 25 1 de preparación v ira l inactivada a s í obtenida, se ex-
2trae  una muestra de 10 mi que se u t i l iz a  para inocular 10 cajas de 79 cm 

de cultive celular da la  raza EPC con, cada una, 1 mi de la  maestra. Pas­
paos de 8 d ías, comprobando la  ausencia de efecto citopatógeao, se opera 
nn paso a oiegas a p a r tir  de cada caja. No se produce destrucción alguna 
de célula por la  preparación. El medie de prueba es el medio de Stoker a 
un pH de 7 ,6 , adicionado de 2 % de suero de embrión de vacune, a la  temRg
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ra te ra  de 14^0.
Mientras se v e rific a  asi en nna muestra la  inocuidad de la  -  

preparación de virus inactivado, so añade a ésta, tra s  la  adición de la  
]%-propiolactona, formol a la  conoentraoión fina l de 1/ 2.000 (0,02 % de 
formaldehido en la  preparación obtenida). Se deja actuar durante 3 dias 
y después el vacuno asi obtenido es congelado.
EJIMBLO IV

Se u til iz a  virus de SHV tipo I ,  producido a su cuarta pasada 
sobre cultivo celular BBC.

Se q til tz a  más precisamente la  cepa 07-71 ta l  como deposita­
da bajo el número i-040 en el In s titu to  Pastear, que es homologa de la  
cepa danesa F^, tanto en el ensayo de identificación por seroneutraliza- 
ción pomo por sus propiedades.

Se prepara una vacuna anti-SHV operando como en el ejemplo
I I I .

Los ensayos de identificación serológica son efectuados de -  
modo clásico. Los añeros son preparados por inmunización del conejo con 
el virus concentrado por Carbowax administrado por inyecciones repetidas 
de 10^ UFP, en primer lugar por vía intramuscular con adyuvante de Freund 
y 2 sananas después por vía intravenosa. Loa virus de referencia son di­
luidos, f iltra d o s  a 0,45 micronas, titu lados y después congelados en ni­
trógeno. Las cepas a id en tifica r son tratadas asimismo, a excepción de la  
congelación. La seroneutralización es efectuada per la técnica de reduc­
ción del 50 % del número de las zonas (para la  que se puede hacer referen 
cia a l a rticu lo  de CASALS J .  Methods of virology, Maramorosch e t Koprows-- 
ky, Academic Press, NevYork, 1.967 , 3), comparando el t i tu lo  neutralizan 
te  de un suero por su v irus homólogo (virus de referencia) coa el que -  
tiene como virus a id en tif ic a r .
EJ3MPL0 V

El rhabdovirus 23-75 ha sido aislado en INRA de la  trucha Fa--
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r io  (Brown Trout) y encontrado patógeno tanto para la trucha Arc-en-ciel 
(Rainbov Trout) cano para la trucha Fario. La cepa ha sido depositada en 
au quinta paaada en cultivo celular EPC en el In s titu to  Pasteur (n^ i—039 
ya citado).

In vi tro , el virus 23-75 ae m ultiplica como el virus de Egtvett 
de serotipo I (como la  cepa 07-7l). Sus propiedades han sido descritas en 
Be Kinkelin P. y Le Berro M. 1.977 por "Aislamiento de un rhabdovirus pa­
tógeno de la  trucha Fario (Salmo tru tta )" , C.R. Aoad. Sci. París, 284, -  
se rie  D, 101-104, y en De Kinkelin P ., Baudony A.M., Le Berre M. 1.077 -  
"Reacción de la  trucha Fario (Salmo tru tta  L 1.766) y Arcén—ciel (Salmo 
gairdner, Richardaon 1.836), para la  infección por un nuevo rhabdovirus", 
C.R. Acad. Soi. Paria, 284, se rie  D, 401-404.

Una inoculación virulenta de asta capa, deluida con multipliq^ 
dad de infección de 10**̂  UFP por célula, se inocula a un cultivo de EPC 
de 24 horas da edad. Aquí como en los otros ejemplos y la  patente princi­
pal la  m ultiplicidad da infección se mide como ae ha descrito en los ana­
les de Reoherches Vétarinaires (IWRA), 1.970, 1, p, 19, en cultivo sobre 
células de la  raza EPC.

Después de un espacio de tiempo de absorción de 2 horas a -  
189C, se añade un medio de cultivo: medio de Stoker suplementado por 2 % 
de suero de embrión de vacuno. La incuvación se continua entonces a 14SC, 
durante 3 horaa, tiempo al cabo del cual la  destrucción del conjunto de -  
células es normalmente to ta l .

Después de la  centrifugación a 3.000 g durante 15 minutos, 
e l sobrenadante infeccioso se recoge, llevado a una temperatura comprendí 
da entre 18*0 y 22^0 y se adiciona de ^  -propiolactona a una dilución f i ­
nal comprendida entre 1 es a 4.000 y 1 es a 6.00$.

Después de la  agitación durante 2 a 3 horas, se deja la  inac­
tivación que continué durante 2 días a la temperatura an terio r.

Después de este plazo de tiempo, se extraen 2 mi por l i t r o  de
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la  preparación que servirán para un control de la  inocuidad efectuado el 
día siguiente de esta extracción, ea decir después da 3 días de inactiva­
ción.

El formol a la  dilución fina l comprendida entre 1 es a 1.000 
y 1 es a 3.000 se añade a la  suspensión inmediatamente después de que la  
extracción para el control de inocuidad sa haya efectuado.

Después de 24 horas da tratamiento por formol, la  preparación 
de vacuna se reparte  por volúmenes de 100 mi y se congela a -20SC hasta 
el resultado de las pruebas da inocuidad. A continuación pueda u tiliz a rse  

10 ] Las pruebas de inocuidad consisten en inocular frascos de 25
cm̂  de cultivo celular de EPC de 24 horas de edad a razón de 0,5 mi de -  
preparación de vacuna por frasco, es decir 4 frascos por l i t r o .  La extrqg 
ción de vacuna u tilizad a  no contiene formol, puesto que éste destru iría  
la s  eéíulas y haría  imposible la  detección de la  presencia de virus v irñ - 

lg  ¡ len to .
Sí Al cabo de una semana no ha aparecido ningún efecto citopató- 

gano (m ultiplicidad de infección in fe rio r a 1 UEP por mi), sa procede a 
una nueva inoculación a p a r tir  de los sobrenadantes de la  inoculación an- 

tte r io r , y se v e rific a  la  ausencia de efecto citopatógeno ea esta segunda 
20 pasada.

¡EJEMPLO VI
La vacuna preparada conforme al ejemplo IV es administrada a

¡alevinos de 0,6g.por inyección in traperitonal después de anestesia,a dosis
6individuales de 4.10 UFP de v irus inactivado.

25 j Después de 75 d ías, la  prueba de la  eficacia de la  protección
¡se efectúa por comparación de lo tes  de pescados vacunados con testigos no
¡vacunados, durante un contacto prolongado de los pescados (3 horas) con -
! 4 isMna suspensión acuosa de virus que t i tu la  entre 10 y l ( r  DFP/Sal. Los ani­
males son ó bien colocados en jaulas flo tan tes puestas en mismo receptácur* 
lo  ó bien en acuarios instalados en se rie , estando los testigos aguas a rr i30
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ba. De este modo, una contaminación permanente por loa testigos es ase­
gurada, permitiendo una simulación de la s  condiciones naturales*

Se comprueba una mortalidad del 10 % únicamente entre loa -  
pescados vacunados, contra un 60 % en los testig o s .

Bh otra experiencia, la misma vacuna es administrada a alevi­
nos de 0,3 g que se sumergen 2 minutos en una solución acuosa de NaCl al 
5,35 % y después, se mantienen durante 3 horas en un baño a 10"C que con- 
tiene 10 UíT^nl de virus inactivado. Un refuerzo se efectúa en las mis­
mas condiciones a les 40 d ías. A los 75 días, el control de la  eficacia  - 
da protección se efectúa como anteriormente. La mortalidad es del 14 % en 
loa pescados vacunados, contra al 02 % en los te s tig o s .
EJEMPLO VII

En medio indemne de SHV se administra la  vacuna del ejemplo -  
IV (preparada a p a rtir  de la  cepa 07-71 operando la  operación como en el 
ejemplo I I I )  a 30.000 alevinos de 0,6 g por inmersión 2 minutos en una se 
lnción de NaCl a razón de 53 g/1 y después 1,5 horas en nn baño vacunante 
a razón de 10^ UFP/ml de virus inactivado. La cantidad de baño es de 2,5 
I para un 1 I:g de pescado. Se mantiene a l l í  constantemente una difusión 
de oxígeno. La temperatura es da lOsg. 31 pH es de 7 ,4 inicialmente y des 
ciende hasta 6,9 a l fina l del tratamiento.

Las pescados son dejados un mes en medio indemne, sometidos 
a un refuerzo de vacunación y después dejados de nuevo dos mesas en medio 
indemne.

Después de este espacio de tiempo, se colocan en piscioultivo 
en medio contaminado por SHV. La mortalidad determinada dos meses después 
es del 5 % en los pescados vacunados,contra el 66 % de muertos en los tqs 
tigos no vacunados.
EJEMPLO VIII

Se u t i l iz a  para vacunar truchas, una vacuna mixta de virus SHV 
cepa 07-71 y de virus 23-75 constituida por una mezcla en partea iguales



5

10

15

30

25

30

-19

de las vacunas preparadas conforme a loa ejemplos IY y V, diluida a una 
concentración que corresponde a un tí tu lo  de 2.10^ UET/ml de cada cepa.

La vacuna es administrada por dosis individuales de 0,1 mi en 
inyecciones in traperitonalea a alevinos de 0,5 g con refuerzo 3 semanas -  
después de la  primera dosis. Después de 76 dias los pescados son colocado: 
en medio contaminado ya sea por virus SHV de serotipo I  (cepa 07-71) F^, 
é bien por virus 23-75 (medio infectado a razón de 10^ UFP/ml), al mismo 
t i  ampo que testigos no vacunados.

Los muertos por SHV se reparten de la  siguiente manera? un mó: 
después de la  infección (106 dias después de la  primera vacunación^: 
Infección por SHV I :

18 muertos de 30 pescados;
3 muertos de 28 pescados;

Testigos : 
Vacunados : 

Infección por v irus 23: 
Testigos : 37 muertos dé 44 pescados;
Vacunados : ^ Tuertos de 23 pescados.

... /Estos resultados demuestran la eficacia de la  vacuna mixta -  
para inmunizar la s  truchas contra los dos virus de la  asooiación.
BJIMBL0 IX

/Este ejemplo se re fie re  a l empleo de una vacuna preparada con 
forme a l ejemplo IV an te rio r.

Lotes de 80 trnchitaa cada uno de 6 g de peso se tra tan  como 
sigue, después de 3 días da edad.
Lote 1 : Testigo -  choque osmótico por inmersión en un baño a 53 g/1 da 

 ̂ cloruro de sodio durante 2 minutos. Temperatura del agua: 11, Ŝ C 
pH : 7 ,1 .

Lote 2 y 3 : Anestesia de los pescados por adición a su agua del produc­
to de la  firma Sandoz, designado comercialmente MS 222 a la  do­
s is  de 0,2 g para 4 l i t ro s  de agna. Administración de la  vacuna 
per vía in traperitonal a la  dosis individual de 0,1 mi equivalen
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te  a 1 a 2.10^ UEP da virus inactivado. Inmersión de los ani­
males tratados en agua fresca a temperatura de 11,5^C; pH{ — 
7 ,1 .

Lote 4 ! Administración de la  vacuna por inmersión de los pescados du­
rante una hora 30 minutos en un baño de 1.200 mi de agua adi­
cionada de la  vacuna a una dosis equivalente a 3 a 6.10** UFP 
de virus inactivado por m ili l i t ro  de agua* Temperatura del ba 
So que pasa da 106C a 8"C y pH que pasa de 7,1 a 7,8 entre el
comienzo y el fina l de la  experiencia.

10 Lote 5: Choque osmótico por inmersión en un baño a 53 g/1 de cloruro
de sodio durante 2 minutos. Después administración de la  va­
cuna en las mismas condiciones que para el lo te  4 . Los peaqg 
dos se sumergen en 3 veces su peso de agua.
Después de un espacio de tiempo de 2 semanas, los diferentes 

15 lo tes  son sometidos de nuevo cada uno al mismo tratamiento, que constitu­
ye para los lo tes 2 a 5 un refuerzo da vacunación. -*

Veinte dias después, los diferentes lo tes son sometidos a un: 
prueba de res is tenc ia , que consiste en una inmersión durante 3 horas en 
un baño que contiene virus virulento de la  cepa 07-71 a la  dosis de 10**

20 MFP/ml. Loa testigos del lo té  1 se colocan en el c ircuito  de agua que a lj 
menta en paralelo los baños de los lo tes 2 a 5, lo  que garantiza que los 
pescados vacunados se expongan al menos tanto como loa testigos a los -  
riesgos de contaminación.

La mortalidad en cada lo te  se determina antes y despnás de es 
25 ta  infección. Cualquier mortalidad sospechada antes de la  infección es qb 

je to  de un diagnóstico virológico. La causa de las muertes después de la  
infección experimental es verifioada confirmando la  presencia del virus - 
en les órganos de los pescados.

Los resultados confirman la  eficacia de la  vacunación: el gra 
30 do de mortalidad en los pescados vacunados, un mes después de la  infeccióa
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es siempre in fe rio r a l menos en el 30 % a l grado de mortalidad observado 
en los te s tig o s .

Naturalmente la  invención no se lim ita en modo alguno a las - 
condiciones particu lares que han sido descritas dentro del marco de los - 

5 ejemplos particu lares de realización.
Descrita suficientemente la  naturaleza del invento, así como 

la  manera de rea liza rlo  en la  práctica, debe hacerse constar que las dis­
posiciones anteriormente indicadas son susceptibles de modificaciones de 
d e ta lle  en cuanto no alteren  su principio fundamental.
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30
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REIVINDICACIONES
1. -  Procedimiento de preparación de un medicamento preventiva 

de la  aepticernía hemorrógica v ira l de la  trucha, caracterizado porque se 
hace su frir  a virus SHV en cultivo celular de pescado, un tratamiento de 
inactivación hasta la  inactivación completa del virus^ por contacto con 
^-propiolactona.

2 . -  Procedimiento según la  reivindicación 1, caracterizado -  
porque el virus de partida es producido mi cultivo celular de la  rqza EP(! 
a un tí tu lo  comprendido entre 10^ y 10^ UBT%nl.

3 . -  Procedimiento según la  reivindicación 1 ó 2, caracterizar 
porque se someta la  preparación inactivada a un tratamiento complementa 
r io  por formol a una concentración fina l in fe rio r ¿ 0 ,0 5  %de formaldehidr 
en la  preparación.

4 . -  Procedimiento según la  reivindicación 3, caracterizado -  
porque se extrae una muestra de la  preparación inactivada por -propio- 
lactona y se verifica  su inocuidad en un cultivo celular de células de -  
pescado por a l menos dos pasadas.

5 . -  Procedimiento según una de la s  reivindicaciones 1 a 4, 
caracterizado porque se parte de v irus de Egtved producido en cultivo ce­
lu la r  de pescado de la  raza EPC, en un medio n u tritiv o  a base de medio d( 
Stoker tamponado t r i s  a un pH del orden de 7,4 a ? , 6 y a  una temperatura 
comprendida entre 10 y 202(3, se recoge el sobrenadante v ira l a un t í tu lo  
del orden de 3.10 a 5.10 UFP/ml, y se tra ta  por contacto por ^-propio­
la  ctona a una concentración comprendida entre l/l.OOO y 1/10.000 del pe­
so de la  suspensión v ira l ,  a una temperatura comprendida entre 15y 25^0 , 
durante un espacio de tiempo suficiente para asegurar la  inactivación -  
completa del v irus.

6. -  Procedimiento según las reivindicaciones 3 ó 4, caracte­
rizado porque una preparación v ira l constituida por el sobrenadante líqui 
do de un cultivo de virus SHV en cultivo celular de pescado, de t í tu lo



comprendido entra 10* y 10 UET/ml, y preferentemente entre 0,5 y 6.10 
UFP/ml, se tra ta  por contacto con ̂ -propiolactona, a nna concentración -  
comprendida entra 0,01 y 0,1 %, y preferentemente entre 0,01 y 0,04 % del 
peso de la  suspensión v ira l , a una temperatura preferentemente comprendi­
da e n tre -15 y 25^0, durante un espacio de tiempo comprendido entre 10 ho­
ras y 5 d ías, porque se v e rifica  lu unocuidad de la  preparación inactiva 
da en una muestra que se inocula a un cultivo celu lar, con al menos dos 
pasadas, y después se somete la  preparación inaotivada a un tratamiento 
complementario por formol, a una concentración f in a l comprendida entre — 
0 ,0 l y 0,03 % de formaldehido en la  preparación, durante un espacio de -  
tiempo del orden de 10 horas a 3 d ías, pediendo a continuación congelar­
se la  vacuna así obtenida.

7 . -  Procedimiento según la  reivindicación 0, caracterizado -  
porque se u t i l iz a  v irus cultivado en células de la  raza EPC, ta l  como de­
positada en el In s titu to  Pasteur el 10 de Ibero da 1.97$ bajo el número 
1-039.

8 . -  Procedimiento según la  reivindicación 6 ó 7, caracteri­
zado porque al v irus es virus de Egtved de serotipo I ó I I .

9 . -  Procedimiento según las reivindicaciones 6 ó 7, caracte­
rizado porque el virus se elige entra una cepa 07-71 ta l  come depositada 
el 10 de Enero de 1.978 en el In s titu to  Pasteur, bajo el nS i-040, y una 
cepa de virus 23-75 ta l  como la  que ha sido depositada el 10 de Enero de 
1.978 en el In s titu to  Pasteur bajo el n^ i-042.

— 10 .- Procedimiento según las reivindicaciones anteriores, ca­
racterizado porque cuando se tra ta  de inmunizar trnchas contra SHV, se s<< 
meten truch itas de peso comprendido entra 0,1 y lO g a una primera vacu­
nación por administración de v irus inactivado obtenido como anteriormen­
te ,  seguida de un refuerzo después de un espacio de tiempo del orden de 
1 a 6 semanas, y preferentemente del orden de 2 a 4 semanas.

11 .- Procedimiento según la  reivindicación 10, caracterizado



5

10

IC

20

25

30

porque el tratamiento ae efectúa por inmersión da los pescados en un bañí 
acuoso del medicamento en concentración equivalente a 10 a 10 UFP/ial 
de virus inaotivado durante un espacio de tiempo da al menos 50 minutos, 
ventajosamente del órden de 1,5 a 24 horas, a una temperatura preferente 
mente comprendida entre 8 y 12*C.

12. -  Procedimiento según la  reivindicación 10 ú 11, caracte­
rizado porque se administra a las truchas una mezcla de a l menos dos va­
cunas, obtenidas a p a rtir  de cepas de serotipos diferentes, en particu lar 
de virus de Egtved de serotipos I y de virus 23^*75.

13. -  Procedimiento da preparación de un medicamento preventi­
vo de la  septicemia hemorragica v ira l de la  trucha; ta l  y como queda sus- 
tancialmente descrito en la  presente Mómúrl'a. /

Esta Memoria consta de 24 hojas escritas a máquina por una -
sola cara.

Madrid,
* 8 Í973INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE -
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