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no han podido recur;ir hasta ahora a otra solucidn que a una profilaxis

‘ganitarfia severa. Después de la desinfeccién, los piscicultivos deben =

.

La preseate im@ncic’m se refiere a un procedimiento para la =
preparacién de un producto de medicacién veterinaria, itil para el trata-
miento preventivo de las truchas, contra la septicania hemoi‘régica viral.

La sebticam'.u hemorrdgica viral, designada corrientemente con
'la abreviaturs SHV, es una virosis de la trucha que ocasiona mortalidades
importantes en los piscicultivos de Europa en .particnlar. Se traduce por
perturbaciones locomotoras, circulatorias y pigmentarias, que preceden la
muerte. En particular se observa un nado en espiral, edemas, hemorragias
viscerales, exoftalmia, melanosis. Segin la forma de la enfermedad, los
pescados pueden presentar anicamente algunos de estos sintomas. A menudo
se sospecim la presencia de la enfermedad en un piscicultivo desde el mo-

mento mismo que se observa la exoftalnfa y la melanosis & la decoloracidn

de las branquias, debido a la anemia que resulta de las hemorragfas, y uxw
mortalidad muy importante. .

Desde hace largo tiempo se cénoce un virus réaponsable de es-
ta enfermedad. Se trata de un Rhabdovirus denominado, segin los casos, -
virus de SV 4 virus de Egtved. FPuede aislarse de los érganos extraidos
en pescados enfermos e identificado por sero-neusralizacidn 6 inmunofluo-
rescencia en cultivo celular. Ha sido aislado por primera vez en la tru-
cha Arc-en-Ciel, por JINSEN, en Dinamarka en 1.963, y su morfologia fué
establecida por 2WILLINGERG (1.965); su identificacién éerolégica se des—
eribe on particular por VESTIRGAARD-JORGINSHN en Bull..022, Int. Epiz.,
89 (7-8), p. 9235-989 (1,963), Hds recientemente, se ha puesto de manifies
to que existe de hecho difemntes tipos de virus de SHV,

En la practica, la lucha contra SHV plantea problemas difi-
ciles de resolver; puesto que al no haberse observado ninguna resccidn

jnmunitaria a la enfermedad contraida en piscicultivo, los piscicultores

/

ser repoblados con pescados indemnes Y el piscicultor debe protegerse =
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(INRA), 1 (1), p. 17-30 {1,970),

evitando cualquier introduccidén de otros pescados. Bs facil de canprendo#
que estas exigencias se adapten mal a las condiciones habituales de ex-
plotacién de los piscicultivos. Ademds, impiden pricticamente las trans-
ferencias de ganado, para evitar la introduccién de un sujeto portader
del virus, mientras que incluso ‘en estas condieienes, el piscicultor no
ests al cubierto de una recontaminacién por el rioe

Bstag dificultades pueden resolverse merced a la presente in:
vencidn que radica en la posibilidad de conferir a las truchas una resis
tencia adquirida al SHV, lo que permite considerar un tratamiento preven
tivo de los pescados, mucho mis f£icil de realizar en la prictica que las|-
medidas sanitarias que hasta ahora constituian el dnico recurso contra -
esta enfermedad. ' )

Conforme a la invencidn, una medicamento prevex:ztivo de la =
septican{a hemorrigica viral de la trucha contiene una vacuna constitui-
da por una preparacidn de virus de SHV inactivado.

Bl medicamento & vacuna segin la invencidn se prepara por =
inactivacidn de virus de SHV producido en cultive celular. Il virus pue—

de culiivarse en cuslesquiera tipos de oélulas de pescados que permitan

su desarrollo, an condiciones que son por su parte cldsicas. Bstas condi
ciones pueden elegirse entre todas aquellas que habitnalmente son preco~
nizadas para los cultivos de células de pescados. Condiciones de cultivo
particularmente adaptadas a los diferentes tipos de virus SHV dentro del
marco de la invoxxc;én,/ gon las que han sido descritas en particular para

el virus de Egtved por P. de Kinkelin y R. Sherrer en Ann. Rech. Vétér.

Dentro del marco de la realizacidn prdctica de la invencidn
s8¢ ha encontrado particularmente ventajoso operar el desarrolle del vi
vivo en oultivos celulares de la raza EPC (Epithelium Papulosum Cyprini)
Sin embargo, igualmente se pueden utilizar otras razas, por ejemplo las

razas FIM (Fathead Minnow) y RTG2 (Rainbow Trout Gonad), que estdn dis-

P
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ponibles comercialmente y se Yenden en particular en loa Estados Unidos
de America por Microbiological Associates (Ames, Chio) y distribuides en
Francia por Flow Dynalab. Para las células de cultivo preferido, para la
prebaracién de la vacun;: segin la invenciin,EPC es la abreviatura de Ipi-
thelium Papulosum Carpio, & de Epithelium Papulosum Cyprini. So trata de
células de piel de carpa, y wmds precisamente de una raza epiteloide proc_g*
dente de un tumor benigno de piel de carpa que ha sido aislada alld por -~
los aiios 1.968-1.97 0 por el Profesor Fijan, en la Escuela Veterinaria de
Zagreb, Yngoslnbia Y que ha sido mntenida desde 1.971 en los laboratoriof.;
de Ictiopatologia dol. Institata Nacional de la Rechavche Agronomique -
(INRA), Francia, desde 1,971. Esta raza de células ha sido objeto de un -
deposito de cepa de microorganismo en la Collecti.on Nationale de Cultivos
de Mlcro’organismos (N} en o1 Instituto Pasteur, calle del Doctor Roux
n? 28, Paris XV bajo el ntmero I-039, El 10 de Enero de 1.978.

Como medio de vcultivo, se puede utilizar el medio de Dagle,
como se describe en el articulo de P.de Kinkelin y R. Scherrer ya citado.
El medio de Zagle contiene, por mil{litro: 100 unidades de penicilina, =
100 microgramos de estreptomicina, 50 microgrames de Kanamicina y 50 uni-
dades de mycostatine. Dentro del marco de la invencidn se prefiere ol me-
dio de Stoker, que es una modificacidn de proporcidn doble en acidos ami-
nados ¥y on vitaminas. Las condiciones do cultivo pueden ser las que se hah
descrito para la produccidén de virus de Egtved en el articulo evocado an~
teriormente. Sin embargo, para la eficacia de la vacuna preparada segin =
la invencién, se ha couprobado que es preferible, on unién con las telid-
las de la raza EPC, utilizar un medio mantenido a un pH camprendido entre
7,4 y 7,6 mediante un tampén que puede ser en particular bicarbonato de
sodio, tris etc, incluso que el pH pueda también variar entre l{mites ma-
yores, os decir entre 7 y 8. El medio de cultivo es adicionade de una subs

tancia nutritiva que puede ser en pariticular suero de‘embrién de vacuno,

con una concentracidn del érden de 1 a 10 %. La temperatura es mantenida
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dentro de la gama de temperaturas donde ol virus se desarrolla facilmen~
te, es Jecir preferentemente a una temperatura comprendida emtrs &+ 102C
Y 4 209C, y en particular del orden de 129C a 15°C, El cultivo puede -
efectuarse en capas monocelulares ainque en susponsidn.

El virus inoculado en el cultivo celular puede estir consti-
tufdo por cualquier cepa viral del virus SHV, tal que pueda aislarse, de
forma conocids, de drganos de trucha enfermos en particular el cerebro,
por trituracidn y centrifugacidn. La o',*.os:ls de inoculacidn es variable den
tro de gamas muy amplias. In general, se fija a cualquier valor compren-
dido entre 10 y una unidad que forma zona (UFP) por célula. Il titulo
en UFP se considera aquf y en lo gue sigue como que se mide por el métodc
de las zonas tal como se describe por Ps de Kinkelin y R. Scherrcr en sl
articulo ya citado, pero conducido proferentemente on celulas EPC,

Segin la dosis de inoculacién utilizada, la recolecta del so-
brenadante viral tione lugar despuds de un espacio de tiompo mis & menos
large de desarrollo. Zste espacio de tiempo se determina ventajosamente
de modo que soa suficiente para que la destruccion de las células por el
virus sea completa. A titulo de ejemplo, en una forma de realizacion prig
tica del procedinmiento, el tiempo de desarrolle del virus puede variar de
30 horas a 3 dias para una inoculacién que varia de 1 a 103 unidades fox
mando zona por célula. Tl virus puede ser recolectado por ejemplo, como
se describe en el artfculo anteriormente citado, por congelaciin a — 35°(
y descongelacién a la temperatura ordinaria y después centrifugacidn de
la suspensidn durante 10 minutos a 4.000 r.p.a. ¥ centrifugacion comple-
mentaria del sobrenadante durante 2 horas a 18.000 rep.m. (40.000 g), to-
mando los residuos en medio de dultivo.

Conforme a la invencidn, la preparacidn viral c.:ox-lstitu:'.dn por
el sobrenadante 1iquido recolectado del cultive de virus SHY, después de

una & varias pasadas en cultivo celular, se somete a un tratamiento de -

inactivacion nropio para conducir a la inactivacion completa del virus., -
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particular en agua, hasta cuslquier concentracidn deseada para su utili-

-5

En la practica, se prefiere utilizar una preparacién realizada ea wn ni=

mero de pasadas comprendido entre 2y 5 aproximadamenté, en cultivo celu-
lar de pescado, en particular de la raza EPC, siendo continuada cada pa=
sada hasta la destruccion completa de las células. La preparacién viral

sometida a la inactivacidn presenta ventajosamente un tftule comprendide
entre 10% y 10° UFP por mil{litro, y preferentemente entre 0,5y 5 x 108

UF? por mililitro en una forma de realizacidn preferida del procedimien=-

to de preparacién de un medicamento preventivo segin la invencidn, se re
liza la inactivacidn de la preparacién viral de virus de Egtved por med;I
de ﬁ-propio].actona. En. condiciones de realizacida preforidas, la concent
tracidn de [a—propiolactona puede Var-iar entré 1 es a 1,000 y 1 es a =
10,000 aproximadamente en peso con respecto al peso de la suspension vi-
ral trgtada. El 't.iempo de accidn necesario para obtener 'la inactivacién
completa del virus es en general del érden de 10 horas a 5 horas, a tem-
peraturas que varfan de 10 a 402C, A menudo, no es necesario sobrepasar
de 1 a 8 dfas a una temperatura yreferentemente del drden de 15 a 259C,
Puede asegurarse que la inactivacidén es complets , verificando por ejem=
plo la ausencin de efecto citopatégeno de la prep‘arqoi('m inoculada en un
cultivo celular de pescado.

La preparacion inactivada asi obtenida constituye un medica-
mento segin la invencidn, eficaz como vacuna para inmunizar truchas con—
tra SHV, Con esta forma, la vacuna yresenta uwn titulo elevado, a menudo| -
canmprendido entre 10* ¥ 10 UFP de virus inactivado por mil{litro de pre

paracién y en particular del drden de 0,3 a B X 10% UFP/ml en el caso pra

ferido. Eventualmente puede congelarse a —20%C y adicionarse de estabili;

gantes para conservarse mis facilmente. Puede igualmente diluirse, en -

zacién. De un modo general, puede ponerse bajo cualguier forma cldsica e?

medicementos veterinarfos, ya sea en flufdo o en sdlido, 7 el medicamen=

to puede conboner una suspension viral inactivada en asocincidn con to-
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dos los adyuvantes usualesa,

'

8in embargo, vacumas particulammente eficaces pneden obtener;
se por una forma de realizacién preferidar del procedimiento que consiste
esencialmente en SHV inactivado. Consiste en hacer seguir la inactivacién
completa del virus por P -propiclactona mediante un tratamiento a base -
de formol.

En 1a fase de inactivacidn por § -propiolactona, se procede
como se ha descrito anteriormente. Preferentemente s¢ inaculs una cepa =
virulenta de virus SHV a un cultivo celular de pescado, en particular de
1a raza BPC, eventualmento despuds de varias pasadas on dicho cultivo, =~

se recoge del cultivo una preparacidn viral de titulo cowprendido entre

10% y 10% y preferentenente entre 0,5 y 5 x 10° UFP/ul (unidades que for-
man zona por milflitro), se afiade tumbiénﬁ-pr,opiolaotona en unag propor—
cién del érden de 0,01a0,1 % y preferentemente de 0,01 a 0,04 % en peso
con respect;o al peso de liquido viral, que se deja actiar durante un tiem
po del dérden de 10 horas a 5 dias, a una temperatura comprendida entre =
15 y 259C, hasta la inactivaoién completa del virus. La preparacidn viral

puede recogerse evertualmente mas concentrada, purificada por centrifuga+t

cifn, y diluida al titulo dese.ado para el tratamiento de inactivacidn p
JJ~propiolactona. La inoculacién inicial se diluye preferentemente de modg
a obtener 10~2 a 10™% UFP por célula para evitar la presencia de inberfet
rona, pero igualmente se puede utilizar una inoculacién de titulo mas =
elevado, por ejemplo hasta 1 UFP por célula, previamente desprovisto de
las impurezas del cultivo celular.

La inoouidad de la preparacién inactivada se verifica venta-
josamente por al menos dos pasadas celulares en cultivo celular sensible
al virus. Aqui se utiliza en particular células de la raza SPC, en medio
de Stokar, como en las otras operaciones. Operando la inactivacién se ha
precisado, se puede asegurar una inocuidad que corresponde a menos de 1

UFP por mililitro.
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El tratamiento complementario con formol permite reforzar el
poder de Yacunacidn de la preparacidn inacﬁ?nda.Sin enibarg'o, basta una
concentracidn de formol relativamante débil com respecto a la que seria
necesario para inactivar el virus si no estubiese previamente inactivado
As{ puds, se ovita temer que mroceder a‘operaciones de dialisis para elir
minar el exceso de agente de inactivacidn del producto final. Preferentet
mente, ol formol se ailade en la preparacidn en wa cantidad que correspol
de a ma concentracién final inferior al 0,05 %, y preferentemente com-
prendida entre 0,01 y 0,03 %# de formaldehido en la preparacidn, lo gque -
correspond; sensiblemente a una concentracién de 0,02 a 0,1 % de formol
comercial al 30-40 % de f«j,ﬁaldehido. Después de un aspacio de tiempo de
contacto que puede ser en particular del orden de 10 horas a 3 dias, a -
una temperatura comprendida entre 15 y 25¢C, la vacuna obtenida estd pras
ta parautilizarse, § para congelarse y conservarse hasta su utilizacidn,
eventualmente en mezola con cualquier excipiente msual,

La vacuna pre s qda mediante el procedimiento que acaba de —
definirsa es muy eficaz en {a inmunizacidn de las truchas contra SHV, Se
observa en general uma diferencia de 30 % como minimo entre los gzrados dT
mortalidad por SHV entre animales testigos no tratados y en animales va-
cunados, experimentados segin el procedimien"’to de infeccidn permanente =
por bafio, por experiencias que sirmlan la contaminacidn natural.

. Como ya se indicado,la invencidn se aplica a cualquier cepa
de virus SHV, Bata generalidad engloba casos particulares preferides in-—
dicados a continuacidn.

Segﬁn ma primera variante del procedimiento, una vacuna se-
gin la invencidén puede prepararse a partir del virus de Egtved de la cepa
danesa Fi’ cuyas propiedades se ban descrito en el art{culo de Pierre de
Rinkelin y R. Scherrer,Annales de Recherches Vitérinaires, 1.970, 1 (1)
p. 17-30, & a partir de la cepa INRA 07-T1 que es un sindnimo, que pre-

senta lae mismas propiedades y que reacciona idénticamente al ensayo de
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seronuetralizacidn,y que ha sido objeto de un depdsito de cepa n? 1=040
a nombre de Instituto Nacional de la Recherche Agronomique (INRA) el 10
de Enero de 1.978, en la Collection Nationale de Cultivos de Microorga-
nismos del Instituto Pasteur, calle del Doctox: Roux n? 28, Paris XVe. =
Estas cepas se designan como que pertemecen al serotipo I,

 Segiin una segunda variante, el procedimiento descrito em la
patente prinoipal permite igualmente preparar una vacuna segdn la inven—
cifn a partir del virus de Egtved del serotipo II que se ha definido ba-
jo el noubre de cepa He por Vestergaard-Jorgensen y que ha sido objeto,
bajo esta referencia de identificacidn, de un depdsito de cepa n2i~041 -
en la Collection Nationale designada mas arriba, a noubre del mismo depg
ai‘oante,. el 10 de Enero de 1.978.

Segin la tercera variante de la invencidn, el procedimiento
permite asimismo preparar una vacuna a partir del virus de la cepa 23-T5)
que ha sido aislado en INRA en 1.977 por Pierre de Kinkelin y M.Le Berre,
y descrito por estos autores en las Memorias de la Aoadet_n’i;»do las Cien-
cias de Paris, 284, serie D, piginas 101-104 y piginas 461—404, Yy que ha
sido objeto de un depdsito de cepa n® i~042 el 10 de Enero de 1.978 en =
la misma Collection Nationale a noumbre de INRA.

La experimentaciin de los productos 4 medicamentos obtenidos
segin la invencién a partir de las diferentes cepas pone de manifiesto -
que se trata de hecho d;a verdaderas vacunas, capaces de conferir a las =
truchas a las que se adsinistra una inmunidad activa, de largs duracion,
que reviste un interes practico al que no se podr{a haber llegado con la
protecoidn ripida pero efimera que podfa asegurarse mediante una inter-
ferona. Ssta proteccidn puede obtener;e sin incidencia nociva pera la sar
lud de las truchas, estando practicamente desprovisto el medicamento de
toxicidad frente a dosis activas para prevenirlas contra }a enfarmedad.

El tratamiento de las truchas puede efoctiarse por cualquier

método ya aplicado de forma clésioca para administrar substancias medica-|

v
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a pescados de todas las edades. La concentracidn de virus inactivado en

=0=

mentosas a pescados. Administraciones por dosis individuales, por via in-!
traperitorinal por ejemplo, puedeq practicarse utilizando la preparacién
viral inactivada tal como se obtiene con el procedimiento de la invencidn),
eventualmeni".e despuds de la dilucidn, a dosis del Srdem por ejemplo de -
1088 107 pe,

Sin embargo, S8e prefiere en general para este tipo de trata=
miento, las aplicaciones colectivas en los piscicultivos. Los tratamientos
se practican ventajosamente ya sea por pulverizacidn del producto 1iquidoj
eventualmente dilufdo en agua desinfectada, en pescados provisionalmente
fuera del agua 6 bién por dilucidn del producto activo en agua donde viven
los pescados. Estos son entonces, preferentemente, scmetidos a un trata=-
miento asociado para hacerlos mas receptivos frente a substancias medica-
mentosas introducida'q .en su agua, es decir en particular a un choque osmd
tico, a una depresidn, a una elevacidn de temperatura, 4 a una combina—

cidn de estos métodos. De un modo general, el tratamiento puede aplicarse

agua de tratamiento es ventajosamente superior a 103 UFP/ml, Fuede ser en
particuler del érden de 10% o 0% § 107 UFP/al.

Una forma de administracidén particularmente apropiada consis-
ta en tratar alevinos & truchitas de peso comprendide entre 0,1 y 10 gra-
mos, preferentemente inferior a 5 gramos, y en particular comprendido en-
tre 0,5 y 1 gramo, operando en particular sobre alevinoes manienidos en esm
pecies de cascarones al amparo de una contaminacidn por virus, menos de ~
2 meses después de la pollada. Una forma de administracidn preferida con-
siste en una inmersidn de los pescados en un baiio acuoso del medicamento,
a una concentracién equivalente a 103 a8 107 UFE/ml de virus inactivado du-
rante un tiempo de al menos 50 minutos, ventajosaumente del orden de 1,5
a 24 horas, a una temperatura comprendida entre 8 y 15°C, y preferentemen

te entre 8 y 122C,

Se procede ademis ventajosamente a un refuerza, por adminiatnﬁ
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EJEMPLO T
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oidn de una dosis sensiblemente anidloga, despuds de un espacio de tiempo
del Srden de 1 a 8 semanas despuds de la vacunacidn ini:cial, y preferen~
temente 2 a 4 semanas. Eventualmente, se puede efectuar cada administra-
oidn a los pescados, para la vacunacidn inicial, y para las vacun'as de =
refuerzo, después de haberles hecho sufrir un choque osmotico, sumcrgidn-
ddlos en un bafio de sal natural: inmediatamente despuds del choque osmd~-
tico, se mantienen los pescados en un bafio que contisne la preparacidn

viral inactivada, dilufda a una concentracidn preferentemente comprendi-

da entre 10"3 Y 195 UFP por milflitro de agua del batio, durante un espacia

de tiempo del dorden de 50 minutos a 3 horas, a una temperatura de baiio qu
puede gser la temperatura usual de los cascarones, del érden de 8-102C, pa-
ro que tambiéd puede ser ligeramente superior, del dordem de 10 a 15°C.
Por lo demas, la inmunizacidén de las truchas contra SHV se -
efectia ventajosamente con ayuda de vacunas mixtas, constituidas por una
mezcla de al menos dos vacunas preparalas segin la invencidn utilizando
cepas de virus SHV de serotipos diferemtes, por ojemplo una cepa de viruJ
SHV de serotipo I y una cepa de virus 23-75. '
Para ilustrar la invencién de forma mas detallada, se hara reL
ferencia ahora a ejomplos de realizacion particulares. Diversas caracte—

risticas de la invencidén podran ponerse de manifiesto durante la descrip-

cién que sigue de estos ejemplos que se refieren en particular al procedi
miento de preparacién de una vacuma segin la invencion \y a las condicion_elr
de su aplicacidn en el tratamiento preventivo de las truchas contra la -
septican{a hemorrdgica viral. Sin embargo debe quedar bién entendido que

estos ejemplos no son en modo alguno limitativos de la invencidne

_El medicamento se prepara a partir de virus vivo aislado de ~
forma clisica a partir de un triturado celular extraido de los pescados

que han contrafdo la enfermodad ¢ en sujetos sanos portadores del virus.

En ol caso descrito, se utiliza una cepa de virus de Egtved de serotipo I
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(virus F1) en cultivo celular de pescado de la raza EPC (Bpithelium Papo-
losun Cyprini). La cepa o3 utilizada en su tercer paso ‘en cultivo sin ca+
pa monocelular, siendo prosegnido cada paso hasta el efecto citopatdgeno
completo (destruccién total de las células). La inoculacidn es efectdada
con pequeiia multiplicidad de infeccidn, es decir mas particularmente aprg
ximadamente 2.10 Junidades que forman zona {UEFP) por célula, utilizando

20 ml de virus dilufdo a 7.10% UFP/ml para un conjunto de '10.1.0‘3 cdlulas
El cultivo es continuado a 142C en medio de Stoker (n;ed:l.o de Fagle modi-
ficado), tamponado a un pH de 7,6 por tampén tris a 0,16 M y adicionado

de 2% de suero de embriones de vacuno. Después de 3 dfas decultivo, el -
conjunto celular estd completamente destrufdo. Se recoge entmeces el 8o~
brenadante infecioso, -

Este sobrenadante 1iquido de la tercera pasada se recoge ¥
se clarifica por centrifugﬁcién durante 10 minutos a 4.000 g. El titulade
de la preparacidn se efectx'xg, antes de la inactivacidn, por el método de
las midades que forman zona (UFP) ya mencionddas, tal como se describe
en el articulo de P, Kinkelin Y R. Scherrer citado, pero sustituyendo la
raza FIM por la raza EPC. Se pone de manifiesto wn t{tulo de 4.108.urP -
por mililitro de 1{quido. Mds precisamente, para este titulado, cajas de
Potri de 8 an® de superficie, que'contiene.n un cultivo confluente de cé-
lulas EPC de 24‘ horas, es decir 4,5 millones de células, en 2 ml de me=
dio, Be fnfectan con 0,1 ml de una dilucidn de'virus a razén de 3 cajas
por dilucién. Despuds de una hora de absorcién a una temperatura de 14 a
202C, durante la cual las cajas son agitadas 5 & 6 veces,. el medio de -
cultivo tamponado a un pH de 7,6 se cuela sobre las células a la tempers
tura de 302C a raz.fm de 2 ml por caja. Al cabo de 2,5 a 3 dias, un ml de
rojo ndutro a 0,05 % en solucién de.Forle a razén de 0,5 % de agarosa,
se cuela sobre la primera capa de medio, cuatro horas antes de la lectu~

ra. El tercer dia ol digmetro de las zonas es del érden del milimetro.

Ls preparacidn viral es sometida a un tratamiento de inactiv_]i
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cion del virus. Este se efectda por adicién da_ ﬁ-mopiolactona a la con-J
centracién de 1/6.000 en peso con respecto a la preparacién'v:lral. La meg

cla se mantiene a + 202C bajo agitacién permanente. Despuds de tres dias

de accién de la [y ~propiolactona, la inactivacién es completa. Zl1 exceden
te de agente inactivante se destruys por hidréliui;; sin otra interven~
cidn,

El producto puede utilizarse como medicamento veterinario pre
ventijo, directamente bajo esta forma, 6 ser liofilizado para a continua-
cién ser reconstitufdo, en el momento del uso, por disolucién en un dilu-
yente inerte tal como agua destilada.

La inocuidad del produsto es verificadas Un primer control con
siste en asegurarse de la 1nactivac16n-c&;pf;:a k;i”.;l virus. 4 este efecto,
ung muestra de preparacidn viral inactivada es cultivada em un conjunto
monocelular de pescado. No se ha comprobado ningin efecto citopatdgenoe

Do otro lado, se inyacta la preparacién por via intraperitonal
a ‘t.ruchas arc-en=cial aparenteaente indemnes, a la dosis de 0,2 an® por
pescado de 10 gramos. Esta dosis es ampliamente superior a las dosis sufis
cientes para proteger los pescados. Sin embargo, se tolera perfectamented
A tftulo comparativo, en un lote de truchas testigos a las que se inyecta
virus vivo, se comprueba ung mortalidad del 80 % diez dias después de la
inyeccion, mientras que en el mismo espacio de tiempo la inyeccién de 1a =
preparacidn inactivada a otro lote equivalente de truchas no ocasiona nin-
gan fallecimiento por SHY,

En una primera experiencia de tratamiento preventive de truchas

por medio de la preparacién inactivada del ejemple I, 40,000 truchitas de

3 gramos extraidas de una cuencs de piscicultivo no infectado de SHY ge su
mergen por lotes sucesivos en un baiio de sal de mar natural a razon de 53

gl, durante 2 minutos. Después de este choque osmético, se iptroduceg on

=

un bafio de tratamiento previamente preparado por dilucién de la preparacid,

viral inactivada, en una cant;ldad tal que la concentracién en el baiio corrgs

P R R PV S TR
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| donde 1a temperatura era de 142C, Al cabo de 4 meses en niémero de pescadop

cultivo de alimentacién no desinfectada. Una contaminaciin accidental -

EJRIPLO ITI

s
‘el n? i-041 on el Instituto Pasteur, que se inocula a un cultivo celular

ponda a un titulo de 1.500 unidades UFP por mililitro. Una difusién de -
ox{geno es asegurada en este bafio.
Las truchitas se mantienen en este bafio durante 1 hora y des~

puds se reintroducen en una cuenca de piscicnltivo de alimentacidn natural

muertos es inferior a 1.200, lo que corresponde una mortalidad normal del
3 %. En un lote testigo de 20,000 truchitas no tratadas, el nimero de -
maertos al cabo de 4 meses ¢s de 15.000, La diferencia se explica por la
sensihilidad de los pescados no tratados a una reinfeccién natural por -
SHY,

En otra experiencia, se trata alevinos de 0,1 gremo smmergidn|
dolas 1 hora en un bafio de agua a 102C que contiene la preparacidn viral
inactivada a la concentracién de 40.000 UFP/ul obtenida por adicién de
10 ml de preparacién en 100 1 de aguma. El cixoqua osmdtico se realiza pre-
viamente como se ha dicho un‘teriormente.'Lps alevinos se mentienen a con-
tinuaocién durante un mes én medio indeme de SHV y desyués se introducen
en piscicultivos no aislados. En 18 lotes de 33.000 alevinos cada uno, =
la mortalidad después de un més y medio es del 4 % para los pescados tra-
tados, contra el 70 % para los pescados testigos no tratados.

n una terocdra experiencia, 40.000 alevinos son tratados como
anteriormente utilizando un baf‘x;) que contiene 20 ml de la preparacidn a

4.108 UFP/ml para 100 1 de agua. A continuacidn se alimentan a un pisci-
por SNV tres meses después traé consigo una muerte rapida de todos los pas
cados no tratados, mientras que la mortalidad permanece normal al 4 & en

los animales tratados.

Se utiliza la cepa He ya mencinnada, tal como depositada con

de la raza EPC (Epithelium Papulosum Cyprini). Bsta raza de células de -
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piel de carpa ha sido objeto del depsito n? §=039 el 10 de Enero de -
1.978 en la Collectién Nationale en el Instituto Pasteur, a nombre de -
INBA. La cepa virulenta estd en su quinceava pasada en ecultivo celular
de esta raza. La inoculacidn as efectdada con pequefia multiplicidad de -
infeceidn, es decir mis particularmente aproximadamente 2,103 unidades
que forman zona (UFP) por célula, utilizando 20 ml de virus dilufde en
7,103 UFP/ml para un conjunto de 70.106 células. Bl cultivo es continuado
a 142C en medio de Stoker (medio de Eagle modii’:lcado; a miu proporcién -
doble en 4dcidos aminados y en vitaminas), tamponado a un pl de 7,6 median
to tampén tris a 0,16 M y adicionndo de 2 % de suero de embrién de vacung,
durante 3 dias, hasta la destruccién completa de las células.

El sobrenadante lfquido es recogide y clar:ficado por cen’ori-
fugacion durante 10 mintos a 4,000 gramos. 51 titulado de 1a preparacion
se efectia por el método de las zonas (UFP) mencionado, tal como se des—
cribe en el articulo de P, .de Kinkelin y R. Scherrer citado, pero susti-
tuyendo la raza FHM por la raza EPC como mencionado en el ejemplo I. Se
pone de manifiesto un t{tulo de 2.10% UFP por milflitro de 1{quidos

Se afiade entonces al sobrenadan;:.e viral pP-propiolactona a la
concentracidn final de 1/6.000 en peso en la suspensidn viral. La mezcla
se mantiene a + 202C bajo agitacidn permanente. Despuds de 3 dfas de ac~
cion de la f-propiolactona, la inactivacidn es completa. 31 excedente de
agente inactivado se desiruye pc;r hidrélisis, sin ninguna otra interven-
cion, L

BEa 25 1 de preparacidn viral inactivada asi obtenida, so ex—
trae una muestra de 10 ml gque se utiliza para inocular 10 cajas de 78 @’
de cultivo celular de la raza EFC con, cada una, 1 ml de la muestra. Dosg~
puds de 8 dfas, comprobando la ausencia de efecto citopatdgeno, se opera
un paso a ciegas a .part.ir de cada caja. No se produce destruccién alguna
de' célula por la preparacién. El medio de prueba es el medio de Stoker a

un pH de 7,6, adicionado de 2 % de suero de embridn de vacuno, a la temps

w
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BJEMELO IV

cepa danesa Fi’ tanto en el ensayo de identificacidn por seronéutraliza*

EJIMPLO V

~15-

ratura de 142C,

Mientras se verifica as{ en una muestra la inocuidad de la -
preparacidn de virus inactivado, se afade a éstg, trds 1a adicidn de la
p-propiolactona, formol a la concentracién final de 1/2.000 (0,02 % de
formaldehido en la preparacifn obtenida). Sa deja actliar durante 3 d{as

y despuds el vacuno asi obtenido es congelado.

Se utiliza virus de SHV tipo I, producido a su ¢uarta pasada
sobre cultivo celular EEC, ' _
Se utiliza.mas b}écisaﬁéhte 'ia',caéza“b?-ff.lfta’l como deposita=

da bajo el nimero i-040 en el Instituto Pasteur, que es homéloga de la

eién como por sus propiedades.

Se prepara una vacuna anti-SHY operando como en el ejaaplo
I1I.

Los ensayos de identificacidn seroldgica son efectdados de ~
modo cl&sico. Los sueros son preparados por inmunizacidn del conejo con
el virus concentrado po:; Carbowvax administrado por inyecciones repetidas
de.103 UFP, en primer lugar por via intramuscular con adyuvante de Ireun
vy 2 semanas después por via intravenosa. Los virus de referencia son di-
luidos, filtrados a 0,45 micrones, titulados y despuds congelades en ni-
trégeno. Las cepas a identificar son tratadas asimiswo, a excepeién de 13

congelacién, La seroneutralizacidn es efectiada por la técnica de reduc-

clén del 50 % del nimero de las zonas (para la que se puede ha.cer referen
ecia al articulo de CASALS J, Methods of virology, Maramorosch et Koprows
ky, Academic Press, New York, 1..9.67, 3), comparando el titulo neutraliz
te de un suero por su virus homdlogo (virus de referencia) con el que -

tiene como virus a identificar.

Bl rhabdovirus 23-75 ha sido aislado en INRA de la trucha Faf
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rio (Browa Trout) y encontrado patdgeno tanto para la trucha Arc-en-ciel
(Rainbow Trout) como para la trucha Fario. La cepe ha sido depositada en
su quinta pasada en cultivo celular EFC en el Instituto Pasteur {n? i-039
ya citado). ‘

In vitro, el virus 23-75 se mmltiplica como el virus de Bgtved
de serotipo I {como 1a cepa 07-71). Sus propiedades han sido descritas en
De Kinkelin P. y Le Berre M. 1,977 por "Aislamiento de un rhabdovirus pa-;
tégeno de la trucha Fario (Salmo trutta)", C.R. Acad. Sci. Paris, 284, =
serie Dﬁ, }'0!-.104, y on De Kinkelin P., Baudony A.M., Le Berre i, 1.077 -
""Reaccidn 'iie la trucha Fario (Salme trutta L 1.786) y Arceen—ciel (Salmo
gairdnar; Richardson 1.836), para la infeccidn por un nueve rhabdovirus”,
C.R. Acad. Soi. Paris, 284, serie D, 401-404,

Una inoculacidn virulenta de esta cepa, deluida con multiplicj
dad de infeccidn de 10™2 UFP por célulu; se inocula a un cultivo de EPC
de 24 horas de edad. Aqui como en 108 otros ejemplos y la patente prineci-
pal la multiplicidad de infeccién se mide cou10 se ha descrito en las ana-
las de Recherches Véterinaires {INRA), 1.970, 1, p, 19, en cultivo sobre
células de la raza EPC, '

Daspuds de un espacio de tiecuwpo de absorcion de & horas a -
182C, so afiade un medio de cultivo: medio de Stoker suplementado por 2 %
de suero de embridn de vacuno. La incuvacidn se continua entonces a 142C,
durante 3 horas, tieﬁpo al cabo del cual la destruccién del conjunbo de =
células es normalmente total.

Después de la centrifugacion a 3.000 g durante 15 minutes,

ol aobrenadante'int‘eocioso se recoge, llevado a una tomperatura comprendi
da entre 189C y 229C y se adiciona de Jj ~propiolactona a una dilucién fi=
nal comprendida entre 1 es a 4.000 Y1esa 64000, .

Después de la agitacidn durante 2 a 3 horas, se deja la inace

tivacién que continue durante 2 dfas a la temperatura anterior.

Después de este plazo de tiempo, se extraen 2 ml por litro de
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se ‘efectdia por comparacién de lotes de pescados vacunados con testigos no

.fma suspensidn acuosa de virus que titula entre 10° y 105 UFP/ml, Los ani-~

-]l

la preparaci&h.que servirdn para un control de la inocuidad efectuado el
dfa siguiente de esta extraccidn, es decir después de 3 dfas de inactiva-
&i‘n.

Bl formol a la dilucién final comprendida entre 1 es a 1,000
7 1 os a 3.000 so afiade n la suspension inmediatamente después de que la
extracoidn para el control de inocuidad so haya efectdado.

Despuds de 24 horas de tratamiento por formol, la Freparacion
de vacuma se reparte por voldmenes de 100 ml y se congela a ~202C hasta
el resultado de las pruebas de inocuidad. A continuacién puede utilizarsel
Las pruebas de inocuidad conaisten en inocular frascos de 25
e de cultivo celular de EPC de 24 horas de edad a razén de 0,5 ml de -
preparacifn de vacuna por frasco, es decir 4 frascos por litro. La extrag
cién de vacuna utilizada no contiene formol, puesto que &ste destruiria
las c&lulas y harfa imposible la deteccidn de la preaenéin de virus viru-
lento, _ :
S{ 4l ocebo de una semana no ha aparec;ido ningin efecto citopatd-
geno (multiplicidad de infeccién inferior a 1 UFP por ml), se procede a
una nueva inoculacién a partis de los sobrenadantes de la inoculacidn an-
terior, y se verifica la ausencia de ef«_acto citopatdgeno en esta segunda
pasadae
BEIEMPLO VI
La vacuna preparada conforme al ejemplo IV es administrada a
alevines de 0,6g.por inyeccion intraperitonal despuds de anestesia,a dosis
individuales de 4.1()6 UF? de virus inactivado.

Después de T5 dfas, la prueba de la eficacia de la proteccién

acunados, durante un contacto prolongado de los pescados (3 horas) com -
' 4

Eale- son & bién colocados en Jaulas flotantes puestas en mismo receptdcu-
)

$ bién en acuarios instalados en serfe, estando los testigos aguas arrid
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bas Do este modo, una contaminacidn permanente por los testigos es ase-
gurada, permitiendo una sizulgcidn de las condicionos naturales. .

Se comprueba una mortalidad del 10 % unicamente entre los -
pescados vacunados, contra un 60 % ea los testigol..

1 otra experiencia, la misma vacuna es administrada a alevi=
nos de 0,3 g que se sumergén 2 iminutos en una solucidn acuosa de NaCl al
5,35 % ¥ daspuds, se mwantienen durante 3 horas en un bafio a 102C que con-
tiene 1.06 UFP/nl de virus inactivado. Un refuerzo se efectia en las mis-
mas condiciones a los 40 dfas. A los 75 dias, el control de la eficacia -
de proteccidn se efectda camo anteriormente. La mortalidad es del 14 % en
los pescados vacusados, contra el 62 % en los testigos.
EJFMPLO VI

En medio indemne de SHV se administra la vacuna del ejemplo =
Iv (preparqda a partir de la cepa 6’}-71 operando la operacion como en el
ejemplo III) a 30,000 alevinos de 0,6 g por inmersidn 2 minutos en una se
lucién de Nall a razén de 53 g/1 y después 1,5 horas en un bafio vucunant:,
a razén de 10° UFP/ml de virus inactivado. La cantidad de baifio es de 2,5
1 para un 1 kz de pescado., Se mantiene all{ constantemente una difusidn
de oxigeno. La temperatwra es de 1020, Z1 pH es de 7,4 inicialmente y deg
ciende hasta 6,9 al final del tratamicnto.

Les pescados son dejados un mes en medio indemne, sometidos
a un refuerzo de vacumacidn y después dejados de nuevo dos meses en medio
indeme.

Despuds de este espacio de timapo, Se colocan en piscicultivo
en medio contaminado por SHV. La mortalidad determinada dos meses despuss
es del 5 % en los pescados vacunados,contra el 68 % de muertos en los tes
tigos no vacunados.
BJEMPLO VIII

Se utiliza para vacunar truchas, una vacuna mixta de virus SHY

cepa 07-71 y de virus 23-75 constituida por una wezcla en partes iguales
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EJRMEPLO IX

e

de las vacunas preparadas conforme a los ejemplos IV y V, dilufda a una
concentracidn que corresponde a un titulo de 2.10% UFP/ml de cada cepas

La vacuna es administrada por dosis individuales de 0,1 ml en
inyecciones intraperitonilea a alevinos de 0,6 g con refuerze 3 semanas =
despuds de la primera dosis. Despuds de 76 dfas los pescados son coloc.adoL
en medio contaminado ya sea por virus SHV de serotipo I (cepa 07=T1) Fys
4 bién por virus 23-75 (medio infectado a razén de 10° UFP/ml), al mismo
tiempo que testigos no vacunados,

. Los muertos por SHV se reparten de la siguiente manera, un mds
despuds de-la infoceibn (iOQ‘dias despuds de 1a primerarvacunaciﬁnlz
Infeccidn por SHV I “

V Testizos s 18 nuertos de 30 pescados;

Vacimados ¢ 3 muertos de 28 pescados;
Infeccidén por virus 23:
Testigos : 37 muertos.dé 44 pescadoss

. Vacunados i f‘.-1gertos de 23 pescados,

Estos resulta’&"bé denuestran la eficacia de la vacuna mixta =

para inmunizar las truchas contra loa dos virus de la asociacidn.

Este ejemplo se refiere al emplé’lo de unag vaocwra preparada con
forme al ejemplo IV anterior.
Lotes de 80 truchitas cada uno de 8 g de peso de tratan como
sigue, despuds de 3 dias de edad.
Lote 1 : Testizo = choque osmdtico por immersidn en wn haiio a 53 g/l de
Wl cloruro de sodio durante 2 minutos. Temperatura del agua: 11,520
oH : 7,1,
Lote 2 ¥y 3 : Anestesia de los pescgdos por adicién a su agua del produc-
%o de la firma Sandoz, designado comercialmente MS 222 a la do-
sis de 0,2 g para 4 litros de agua. Administracién de la vacuna

por via intraperitonal a la dosis individual de 0,1 ml equivalen
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" ta infeccién. Cualquior mortalidad sospechada antes de la infeccion es ¢

T

te a 1 a 2.10' UFP de virus inactivado. Inmersién de los gni

males tratados en agua fresca a temperatura de 11,5%C; pi; -

7,1.

Lote ¢4 Administracién de la vacuna por inmersiém de los pescados du-
rante una hora 30 minutos en un bafio de 1.200 ml de aguas adi-
cionada de la vacuns a una dosis equivalente a 3 a 6.105 UFP
de virus inactivado por mililitro de agua. Temperatura del ba
flo que pasa de 102C a 82C y pi que pasa de 7,1 a 7,8 entre el
comienzo y el final de la e:periénoin. -

Lote 5: Choque osmético por inmersidnm en un bafio a 53 g/1 de cloruroe
de sodio durante 2 minutos. Después administracion de la va~-
cuna en las mismas condiciones que para el lote 4« Los peacs
dos se sumergen en 5 veces su peso de agua.

Después de un espacio de tiempo de 2 semanas, los diferentes
lotes son sametidos de nuevo cada uno al mismo tratamiento,dque constitu-~
ye para los lotes 2 a § un refuerzo de vacumacidn. e

Veinte dfas después, los diferentes lotes son sometidos a ung
prucba de resistencia, que consiste en una inmersion durante 3 horas en
un bafio que contiene virus virulento de la cepa 07-71 a la dosis de 105
ﬁFTVhl. Los testigos del loté 1 se colocan en el circuito de agua que alﬂ
manta en paralelo los bafios de los lotes 2 a 5, lo que garantiza que los
pescados vacunados se expongan al menos tantq camo los testigos a los -
riesgos de contaminacidne

La mortalidad en cada lote se determina antes y despnés de ?j

Jeto de un diagndstico viroldgico. La causa de las muertes después de la
infeccion experimental es verificada confirmando la presencia del virus =
en los organos de 10s pescados.

Los resultados confirman la eficacia de la vacunacidn: el gral

do de mortalidad en los pescados vacunados, un més después de la infeccidn

e
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es siempre inferior al menos en el 30 % al grado de mortalidad observado
en log testigose _ ‘

Naturalmente la invencidn no se limita en modo alguno a las o
condiciones particulares que han sido descritas dentro del marco de los -
ejemplos particulares de-realizacidn.

Descrita suficientemente la naturaleza del invento, as{ camo
la manera de realizarlo en la prdctica, debe hacerse constar que las dia-
posiyionas anteriormente indicadas son susoceptibles de modificaéiones de

detalle en cuanto mo alteren su principio fundamental,
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REIVINDIGACIONES

1.= Procedimiento de preparacién de un medicamento preventiv(
de la septicemia hemorragica viral de la trucha,caracterizado porque se
hace sufrir a virus SHY en cultivo celular de pescado, un tratamiento de
inactivacidn hasta la inactivacidn completa del virusy por contacto™con "
P =propiolactona. |

- 24~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, caracterizado -
porque el virus de partida es producido en cultive celular de la rgza EF(
a un t{tulo comprendido entre 10% ¥ 10° UFP/al.

8.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1 § 2, caracterizad
porque se scmete la preparacion inactivada a un tratamiento complementa-—
rio por formol a una concentracién final inferior 4 0,05 %de formaldehidd
en la preparacion.

' 4,~ Procedimiento segin la reivindicacién 3, caracterizado —
porque se extrae una muestra de la‘.pre'paracién inactivada por [ -propio-
lactona ¥y se verifica su inocuidad en un cultivo celular de células de -
pescado por al menos dos pasadas.

5.~ Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 4,

caracterizado porque se parte de virus de Egtved producido en cultivo ce-

lular de pescado de la raza EPC, en un medio nutritivo a base de medio dg

Stoker tamponado tris a un pH del érden de 7,4 a 7,6 ¥ a una bvemperatura

. comprendida enire 10 y 202C, se recoge ol sobrenadante viral a un titulo

del érden de 3.107 a 5.10° UFP/ml, y se trata por contacto por J-propio-
lactona a una concentracién comprendida entre 1/1.000 y 1/10.000 del pe-
8o de la suspensién viral, a una temperatura comprendida entre 15y 252C )
durante un espacio de tiempo suficiente para asegurar l.a inactivacidén =
conpleta del wvirus.

8.~ Procedimiento segfin las reivindicaciones 3 & 4, caracte-

rizado porque una preparacidn viral constituida par el sobrenadante l:fqu_j

)

do de un cultivo de virus SHV en cultivo celular de pescado, de titulo =
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"|. te, seguida de un refuerzo despuds de un espacio de tiempo del érden de

© —28=

comprendido entre 107 Yy 109 UFF/ul, y preferentemente entre 0,5 y 5.108
UFP/nl, se trata por contacto con f~propiolactoma, a una concentracidn -

comprendida entre 0,01 y 0,1 %, y preferentemente entre 0,01 y 0,04 % del

peso de la suspensién viral, a una temperatura preferentemente comprendi-+

da entre-15 y 25°C, durante un espacio de tiempo comprendido entre 10 ho-
ras y 5 dias, porque se verifica la unocuidad de la preparacidn inactivg
da en ma mmestra que se inocula a un cultivo celular, con al menos dos
pagadas, y después se scmete la preparacidn inactivada a un tratamiento
compl ementario por formol, a una concentracién final comprendida entre -
0,01 y 0,03 % de formaldehido en la preparacidn, durante un espacio de -
tiempo del érden de 10 horas a 3 dfas, pudiendo a continuacion congelar-
se la vacuna as{ obtenidae

7 o= Procedimiento segin la reivindicacidn 6, caracterizado -

porque se utiliza virus cultivado en células de la raza EEC, tal como de-

positada en el Instituto Pasteur sl 10 de Enero de 1.978 bajo el numero

8.~ Procedimiento segin la reivindicacién 6 & 7, caraeteri-
zado porque el virus es virus de Egtved de serotipo I & II,

9.~ Procedimiento segin las reivindicaciones 8 4 7, caracte-
rizado porque el virus se elige enire una cepa 07=71 tal como depositada
el 10 de Enero de 1.978 en el Instituto Pasteur, bajo el n® i-040, y uma
cepa de virus 23-75 tal como la que ha sido depositada el 10 de Enero de
1.978 en el Instituto Pasteur bajo el n? i-042,

- 10.- Procedimiento segin las reivindicaciones anteriores, ca-

racterizado porque cuando se trata de immunizar truchas contra SHV, se go

meten truchitas de peso. comprendido entre 0,1 y 10 g a una primera vacu=

nacién por administracidn de virus inactivado obtenido como anteriormen-

1.a 6 semanas, y preferentemente del orden de 2 a 4 seuanas.

11.~ Procedimiento segin la reivindicacién 10, caracterizado
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porque ol tratamiento se efectua por inmersién de lof pescados en un bafid
acuoso del medicemento en concentracién equivalente a 1.03 a 107 UFP/ml
de virus inactivado durante un espacio de tiempo de al menos 50 minutos,
ventajosamente del orden de 1,5 a 24 horas, a una temperatura preferente
mente comprondida entre 8 y 12%C,

12.~ Procedimionto segin la reivindicacidn 10 & 11, caracte-
rizado porgque se administra a las truchas una mezcla de al menos dos va-
cunas, obtenidas a partir de cepas de serotipos Sliferentos, en particular

de virus de Egtved de serotipos I y de virus 23-75.

13.= Procedimiento ds preparacién de wm medicamento preventir

L)

vo de la septicem{a hemorrdgica viral de la trucha; tal y como queda Sus
tancialmente descrito en la presente Memoria. k‘ !
‘Bata Memoria consta de 24 hojas escritas a m&duina por una =

sola cara.

uad.rid, 8 F '
~ 8 FEB. 197:
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