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1. INTRODUCCION

Durante muchos afios la etiologia de la denominada "ascitis
infecciosa" de los ciprinidos fue muy controvertida hasta que FIJAN (7)
separo dos entidades, una de origen viral, la Viremia Primaveral de la
Carpa (VPC), aislando en un virus denominado Rhabdovirus carpio y una
enfermedad bagteriana denominada entrodermatitis de la carpa (6). |

Los virus de la familia Rhabdoviridae son ARN monocadena
negativo, monosegmentado tienen capside con 4 polipéptidos (vesiculovirus)
o 5 polipeptidos (lyssavirus) (8, 17). |

El virus que produce la VPC es un vesiculovirus. Con el microscopio
electronico la envoltura se observa con una caracteristica en forma de bala
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con algunas finas proyecciones en la superficie. Las particulas virales
miden aproximadamente 120 x 60 nanometros. La propiedades "in vitro" y
la estructura proteica de la capside fueron estudiadas detalladamente por
LEONOIR en 1973 y KINKELIN en 1974 (2, 9, 10).

La infeccion puede ocurrir a cualquier edad pero siempre en peces
previamente no infectados. La reinfeccion no ocurre y esto ha generado el
desarrollo de vacunas que inducen inmunidad permanente (20).

Los signos clinicos mas significativos de la VPC son petequias y las
- hemorragias cutaneas y branquiales, exoftalmos y ascitis.

Los hallazgos histopatologicos mas frecuentes son peritonitis
fibrinosa, con abundantes hemorragias viscerales y necrosis de la mucosa
intestinal. Frecuentemente se puede observar una infeccion secundaria por
aeromonas o pseudomonas. Este ultimo hecho fue la causa de la confusion
de esta enfermedad con una septicemia bacteriana (/2).

Nosotros estudiamos el primer brote de VPC registrada en Brasil en
Carassius auratus provenientes de lago Nabuco de San Pablo que
presentaban signos de VPC.

“El diagndstico se realizo por analisis de inmunoabsorcion unida a
enzimas (ELISA) en el suero, homogeneizado de higado y pronefros.

Analizamos los cambios citohematologicos e histologicos con
microscopia optica y electronica. Los resultados confirmaron el diagnostico
sospechado clinicamente. No se hallaron signos histopatologicos de
infeccion bacteriana, igualmente realizamos analisis de extractos tisulares
por medio del test de aglutinacion con perlas de latex que descarto la
sobreinfecciones por Aeromonas y Pseudomonas .

2. MATERIALES Y METODOS

Estudiamos 8 Carassius auratus adultos, provenientes de lago
Nabuco de San Pablo, Brasil, que registraron una mortalidad de 70%. Los
animales presentaban signos clinicos de VPC. Como controles negativos se
estudiaron el suero y tejido renal y hepatico de 8 C. auratus libres de
enfermedad pertenecientes a nuestro bioterio.

Los peces se anesteciaron con paraminobenzoato de etilo
(benzocaina) al 5%. La extraccion de sangre se realizo por puncion
cardiaca en condiciones de asepsia, sin anticoagulante y a baja temperatura.
Para el fraccionamiento sérico se dejo retraer el coagulo durante una hora a
4°C vy luego se centrifugo a 3000 rpm y se alicuoto en unidades de 100 pL a
-20°C para ser estudiado con la prueba de ELISA.

Se tomaron muestras de tejido, branquial, cutaneo, muscular,
hepatico, esplenico, peritoneal, intestinal pro y mesonefros. En condiciones
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de esterihdad, fragmentos de tejido hepatico y renal se homogenizaron en un
mortero de ceramica con PBS pH 7,2, el homogeneizado se centrifugo a

3.000 rpm en una centrifuga Sorbal refrigerada y el sobrenadantes se utilizo
para la prueba de ELISA.

2.1. Produccion de anticuerpos, purificacion de gamaglobulinas y
conjugacion enzimatica

Diez conejos fueron inmunizados con virus frescos purificados
durante una semana. Se tomaron muestras de sangre del pabellon auricular
durante el periodo de. Posteriormente se purifico y se conjugo la

gamaglobulina (anticuerpo anti- VPC) con fosfatasa alcalina mediante el
metodo descrito por WAY y DIXON (21).

2.2. Analisis de inmunoabsorbcion unido a enzimas (ELISA) en
suero y homogeneizados de higado y pronefros

Se utilizo un procedimiento standard para detectar antigenos del virus
de VPC. Cada well de la placa de ELISA fue cubierto con 200 puL de gama-
globulina (5 pg/mL en buffer carbonato- bicarbonato, pH 9.6) e incubada a
37°C durante 6 horas. Posteriormente se hicieron 3 lavados de 10 minutos
cada uno con PBS conteniendo 0,05% Tween 20 (PBST), de esta forma las
placas estuvieron listas para su uso. Los welles fueron lavados con PBST
(3 de 3 min). Posteriormente se agregaron 200 puL de gama- globulina
conjugada con fosfatasa alcalina e incubados durante 15 min a temperatura
ambiente. Luego los welles se lavaron con PBST (3 de 3 min) y se le agrego
300 uL de p- nitrofenil fosfato en 10 % de buffer dietanolamina, pH 9.8,
luego se mcubo a temperatura ambiente. La reaccion fue detenida a los 45
min por la adicion de 50 pL de 3M NaOH en cada well. La prueba fue

considerada antigeno positiva si a simple vista aparecia un color amarillo y
por fotometria si la absorbancia fue de 405 o mas nm.

2.3. Examen citohematologico

Se realizaron extendidos de sangre periférica e improntas de
pronefros que se fijaron en alcohol metilico y se colorearon con la técnica de
May- Grunwald Giemsa. Tanto en los extendidos de sangre periférico como

en las improntas se realizo un analisis morfometrico para elaborar curvas de
Prince- Jones descrita en una trabajo anterior (/6).
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En las muestras tisulares de pronefros se cuantificaron
melanomacrofagos por mm2 de tejido. Para este estudio se utilizo un
analizador de imagenes constituido por una camara de video montada sobre
un microscopio un digitalizador Frame, una computadora PC AT IBM
compatible y un Bioescan OPTIMAS 4.1 (Software, Bioescan, Edmonds,
WA) recientemente utilizado para analisis de celulas y tejidos (/9). Para un
analisis comparativo se estudiaron extendidos de sangre periférica e
improntas de pronefros de los 5 animales controles.

2.4. Microscopia optica

Se estudiaron tejido branquial, cutaneo, muscular, hepatico,
esplenico, intestinal pro y mesonefros. Las muestras tisulares se fijaron con
en liquido de Bouin durante 3 horas, luego se procesd6 en forma
convencional y se incluyo en paraplast.

Las secciones histologicas se tifieron con hematoxilina y eosina,
tricromico de Masson, reticulina de Gomori y PAS (/6).

2.5. Microscopia electronica

Fragmentos :ililimétricos de tejido renal y hepatico fueron fijados en
glutaraldehido al 2%, e incluidos en EPON 812; los cortes tisulares se
realizaron en un ultramicrétomo LKB y se tifieron con acetato de uranilo y

citrato de plomo, por ultimo se observaron en un microscopio electronico
Zeiss M109.

2.6. Test de aglutinacion con perlas de latex

Fragmentos de tejido hepatico y renal se analizaron con un kit de
aglutinacion por perlas de latex (Micrologix Sidney, British Columbia) para
diagndstico de Aeromona hidrofila y Pseudomona fluorescens. Estos kit
estan contituidos por:

1. Perlas de latex con anticuerpos pohclonales hecho en conejo contra
antigenos de superficie de Pseudomona fluorescens MT 26, Aeromona
hidrofila MT 802.

2. Antigenos para control positivo obtenido de antigenos totales de
las mencionadas bacterias con 0,01% de mertiolate.

3. Buffer extractor: Glicina y buffer salino con EDTA mas 0,01% de
mertiolate.

4. Placa para aglutinacion.
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2.7. Meétodo estadistico

Cuando fue necesarnio los resultados fueron comparados por ANOVA
y el test de contraste de Scheffé.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los signos clinicos fueron trastomos de la natacion, aumento de Ia
frecuencia respiratorio, ascitis, discreto exoftalmos y hemorragias cutaneas

(Fig. 1).

Ayiniy diboh : AR L .

En la necropsia se hallo abundante liquido amarillento en la cavidad
abdominal. Se pudo observar palidez de todos las visceras abdominales y
material de aspecto fibrinoide en peritoneo. En las branquias se observaron
petequias aisladas.

3.1. Examen citohematologico

En la sangre periférica se observaron abundantes linfocitos, alguno
de ellos nmaduros, de la misma forma se hallaron células de la serie
eritroide Inmaduras (Fig. 2a).
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FIGURA 2a

Infiltrados inflamatorios en la submucosa constituidos por

linfocitos y macrofagos. H-E 100 x.
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En la impronta de pronefros y bazo se encontro una hiperplasia
linfoide con abundantes formas inmaduras (Fig. 2b) respondiendo con un
aumento del diametro medio de entrocitos circulantes, 21,5 £ 1,3 um, en
relacion a los ejemplares controles, 12,8 + 1,2 um (P < 0,05) (Fig. 4). De la
misma forma en las improntas de pronefros se pudo observar un aumento
del tamafio medio de células linfoides, 15,8 £ 0,9 um, en relacion a los
controles, 7,8 + 1,7 um (Fig. 5).

Los melanomacrofagos se hallaron aumentados, 36,7 + 1,3 pum por

mm’ de tejido, en relacion a los controles 12,8 + 1,7 pm por mm® (P <
0,05).

3.2. Deteccion de VPC con (ELISA)

Tanto en el suero como en el homogeneizado de pronefros e higado la
prueba de ELISA fue visualmente positiva, de todas formas se utilizo un
fotomemetro y los resultados no mostraron diferencias, ambos detectan
antigenos a una dilucién de 1: 5.080 (22). En los animales controles los
resultados fueron negativos.

3.3. Microscopia optica

Los lesiones histopatologicas se remitieron al la cavidad abdominal
donde se pudo observar densos infiltrados inflamatorios peritoneales y en la
submucosa de todo el tracto intestinal sin necrosis del epitelio (Fig. 2c¢).
Estos infiltrados eran predominantemente mononucleares con linfocitos y

macrofagos (Fig. 2d). No se observaron lesiones hepaticas, esplenicas ni en
pronefros.

3.4. Microscopia electronica

En el higado se observaron aislados linfocitos entre los células
hepaticas. Algunos hepatocitos contenian material electrodenso, en algunos
de estructura irregular dispuesto en forma lineal (Fig. 3a), y en otros
formando cuerpos redondos u ovales (Fig. 3b).

Con mayor aumento se pudo bservar que estas inclusiones tenian una
membrana simple y que presentaban forma de bala recordando a rabdovirus
(Fig. 3¢).

En el pronefros se observaron melanomacrofagos con abundante
melanina (Fig. 3d).
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FIGURA 3a: Ultraestrutura del higado com linfocitos (*) y particulas electrodensas
dispuestas en forma lineal 6.500 x. 3b: Ultraestructura del higado com |
ductos biliares (flecha gruesa) y particulas electrodensas redondeadas
(flecha delgada) 6.500 x.3c: Ultraestructura del higado, en algunos
hepatocitos se pudo observar que las particulas electrodensas
presentaban forma de bala recordando a rabdovirus (flecha) 60.000 x.

3d: Ultraestructura del pronefro donde se observan melanomacrofagos
com abundante melanina (flecha) 9.000 x. |
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3.5. Test de aglutinacion con perias de ldtex

Todos los tests de latex para la deteccion de antigenos de superficie
de Pseumona fluorescens y Aeromona hidrofila fueron negativos.

La VPC producida por la infeccion de un rabdovirus es una
enfermedad contagiosa y aguda de ciprinidos jovenes o adultos y que
aparece preferentemente en época primaveral cuando la temperatura pasa

% de Eritrocitos | I

100—-‘

DIAMETRO EN MICRONES

—e— Animales Controles -— - Animales Infectados |

FIGURA 4 — Curva de Prince—Jones: eritrocitos.
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FIGURA 5 — Curva de Prince-Jones: linfocitos. |

Es tipico el abdomen abultado por la ascitis, el exoftalmo con hemor-
ragias oculares, cutaneas y branquiales.

En la necropsia se destaca el exudado sero- hemorragico presente en
la cavidad peritoneal. En el tracto intestinal se puede encontrar un contenido
amarillento y mucoso. Pueden encontrarse hemorragias petequiales en cora-
zOn, vejiga natatorna, intestino y musculo (4).

El virus se transmite por contacto a través del agua o por la ovas.
Algunos parasitos como el Argulus folliaceus pueden transmitir la enferme-
dad cuando han absorbido sangre de peces que estan en la etapa aguda con
viremua (/4).

La VPC se ha registrado en paises de Asia, Africa, y en Europa (/).
No conocemos registros de esta enfermedad en paises de Sudamenca y es
este el primer caso registrado en Brasil. En peces provenientes de lago Na-
buco de San Pablo.

En cuanto al método diagnostico el analisis de immunoabsorbcion
unido a enzimas (ELISA) para detectar antigenos virales y/o anticuerpos ¢n
suero, tejidos o cultivos celulares es considerado en la actualidad altamente
confiable (3, 13, 21). En este caso la sensibilidad fue maxima ya que se
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detecto la presencia de antigenos en una dilucion de 1/5080. La positividad
fue observada directamente por el cambio de color en los welles con
antigeno virales no existiendo diferencia con el uso del fotometro.

Las modificaciones citohematologicas como la presencia de
elementos celulares inmaduros de la serie eritroide en sangre periférica
y en las improntas de pronefros responden a los fendmenos
hemorragicos que ocurren en esta enfermedad ya que no se observaron
lesiones en organos hematopoyéticos.

La presencia de linfocitos inmaduros, y no de granulocitos, es
consecuencia de la viremia y de la infeccion tisular viral. Especialmente los
Iinfocito, que son las células blancas circulantes mas abundantes, se
encuentran relacionados a infecciones virales agudas o bacteriana cronica
como la micobacteriosis (5, /5). El aumento de melanomacrofagos por
milimetro cuadrado de tejido renal se debe al estimulo inmunoldgico
ocasionado por la presencia del virus (11, 15).

Los hallazgos histopatologicos se remitieron al abdomen con
abundantes mnfiltrados inflamatorios en los que predominaron definidas
como una pertonitis y enteritis subaguda. Los hallazgos ultraestructurales,
st bien no fueron patognomonicos demostraron en pronefros incremente de
la melanina en los melanomacrofagos y en el higado algunos linfocitos e
mclusiones de aspecto viral que bien puede corresponder a un rabdovirus.

En regiones con abundantes explotaciones de ciprinidos la VPC
puede generar serias perdidas economicas. Como profilaxis ademas de
las medidas generales de higiene epizodtica es de suma importancia la
vacunacion especifica y en el caso de brotes de enfermedad el

diagnosticos precoz con técnicas confiables como las utilizadas en este
trabajo.

4. RESUMO

Uma investigacao sobre mortandade de Carassius auratus revelou
um virus identificado pela analise de imunoabsor¢do ligada a enzimas
(ELISA) em soro ¢ em homogeneizado de figado e pronefro, caracterizado
como o virus de viremia primaveril da carpa (VPC). Estudaram-se as
alteracoes histologicas e citoematologicas desta enfermidade. A VPC é uma
enfermudade que afeta a exportagdo de ciprinideos na Europa e este é o
primetro caso identificado positivamente em Sio Paulo, Brasil.
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5. SUMMARY

(IDENTIFICATION OF SPRING VIRAEMIA IN CARP Carassius
auratus IN SAO PAULQ, BRAZIL)

An mvestigation on the mortality of Carassius auratus reveals a

virus which was 1dentified serologically and in liver and kidney
homogenates by the enzime-linked immunosorbent assay (ELISA) as being

the

spring viraemia of carp (SVC) wvirus. Histological and

cytohematological changes of the disease were studied. SVC is a serious
disease occurring in European carp farms and this is its first positive
identification in Brazil.
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