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Antecedentes generales

La Necrosis Pancreatica Infecciosa (IPN) es
una enfermedad que causa importantes
pérdidas econémicas en la acuicultura
mundial (Wolf y col., 1960). El IPN es una
enfermedad infecciosa de salménidos en
agua dulce y en post-smolts de salmon
Atlantico después de 6 a 10 semanas de
transferencia al mar (Roberts y Pearson
2005). En post-smolts, los brotes de IPN
son considerados una reactivacién de
una infeccion asintomatica mediada
por estrés (Bootland y col., 1991), por lo
que, el resultado final de la infeccion es
determinado por factores que dependen
del virus y del hospedero, los que son
afectados por el ambiente (Jarp y col,,
1996). En Chile, el virus de la Necrosis
Pancreatica Infecciosa (IPNv) fue aislado
por primera vez en 1983 desde un stock de
ovas de trucha arcoiris (McAllister y Reyes,
1984), posteriormente, caracterizado
como serotipo Al (VR299) (Espinoza vy
col.,, 1985). Segun el Servicio Nacional de
Pesca y Acuicultura (Sernapesca), IPN fue
la segunda enfermedad infecciosa mas
frecuente en la salmonicultura chilena
en 2014, representando un 32,7% de los
casos reportados por los laboratorios
de diagnéstico (376/1.150) (Sernapesca,
2014).

El salmon Atlantico sobreviviente a los
brotes de IPN podria generar portadores
asintomaticos que se  mantienen
persistentemente infectados, eliminando
virus al ambiente e infectando peces
sanos (Munro y col., 2006). El residuo 221
de la proteina VP2 parece ser el “hot spot”
para la mutacion adaptativa del genoma
de IPNv-Sp, afectando las caracteristicas
devirulenciay persistencia in vitro e in vivo
del virus (Santi y col., 2004; Song vy col.,
2005). Mutoloki y col. (2013) confirmaron
que la forma clinica y subclinica de la
infeccion por IPNv detectadas durante
la etapa de agua dulce y mar en salmon
Atlantico, son codificadas por T?7A%!
y PXT2L respectivamente. Ademas,
demostraron que las cepas virulentas
(T?Y’A*Y)  no logran establecer una
infeccion persistente de manera tan
eficiente como las cepas avirulentas
(P27722Y), Gadany col. (2013) demostraron
la reversion de la virulencia de IPNv
inducida por estrés en alevines de salmon
Atlantico persistentemente infectados.

El alto potencial de IPNv para generar
peces  persistentemente  infectados
determina que la presencia/ausencia del
virus, establecida mediante RT-qPCR, no
sea suficiente para un mejor control. Esto,
basicamente, porque persiste el desafio
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Figura 1. Grdfico de cajas para hsIPN y talla (S/G=pequerio; M=mediano; L=grande; XL= muy grande).
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Figura 2. Grdfico de cajas para hsIPN segtin cepa de salmén Atldntico (nacional o importada).

respecto del real valor biologico de los
resultados respecto de su asociacion
con presencia/ausencia de secuelas
tisulares, signos clinicos, mortalidad, etc.
Entonces, nos propusimos desarrollar
y validar indicadores histologicos
cuantitativos (histoscore, hs) predictores
del dafio tisular y mortalidad atribuible
a IPN (hsIPN) y de la condicién general

de los organos (hsCGO) en peces
aparentemente sanos, con la finalidad
de aplicarlos complementariamente con
otros indicadores en la optimizacién de
la gestién productiva. Especificamente,
buscamos determinar la correlacion
entre hsIPN y RT-gPCR IPNv, evaluar la
capacidad predictiva de hsIPN y RT-gPCR
respecto de mortalidad atribuible a IPN y
evaluar la capacidad predictiva de hsCGO
respecto de la mortalidad asociada con
peces desadaptados.

Metodologia

Grupos de peces: Se estudiaron dos
grupos de salmon Atlantico, Salmo salar,
unoimportado (SI-12) y otro nacional (SN-
13).Elgrupo SI-12 fue monitoreado a partir
de noviembre del 2013 en Piscicultura A;
luego, en enero del 2014 en la Piscicultura
By;finalmente,dos muestreos en el centro
de engorda C, en mayo y noviembre del
2014, respectivamente. El grupo SN-13 fue
monitoreado en octubre del 2013y enero
del 2014 en la Piscicultura A; luego en el
centro de lago D, en mayo del 2014; y en
el centro de engorda E en noviembre del
2014. Los muestreos fueron aleatorios
en la poblacion de peces sanos,
considerando siete peces por talla (XL, L

y M).

Muestreo de organos y andlisis de
laboratorio: Muestras de ciegos piléricos
y pancreas (CPP), higado (H) y rifion (R)
medio de aprox. 1 cm? fueron colectadas
y dispuestas en tubos Falcon de 10 ml con
formalina buffer 10% (1:10). Luego, los
tejidos fueron procesados para analisis
histopatologico de rutina (H&E). El hsIPN
y hsCGO fueron obtenidos utilizando
algoritmos desarrollados por Laboratorio
Pathovet en el 2013. El hsIPN y hsCGO de
cada pez fue utilizado para calcular el
promedio del hsIPN (hsCGO) + Desviacion
Estandar (DE) en cada punto de muestreo,
talla, etc. Para el analisis RT-gPCR IPNv
se colectaron muestras de rildn y se
dispusieron en RNA Later para posterior
cuantificacion  relativa de  material
genético de IPNv, segln lo descrito por
Orpetveity col. (2010).

Anadlisis estadistico: Se realizo un analisis

descriptivo univariado de las variables
hsIPN y hsCGO respecto de su asociacion
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con la talla, estadio y cepa de los peces,
ademas de estimar larelacién entre hsIPN
y RT-gPCR-IPNv. Se realizd6 un analisis
multivariado para la variable hsIPN en
funcion de la talla y estadio de los peces
mediante un modelo lineal multi-nivel.
Se mantuvieron en el modelo solo las
variables con valores de p< 0,05. Para
evaluar la capacidad predictiva de hsIPN
y RT-gPCR IPNv respecto de mortalidad
atribuible a IPN y de hsCGO para predecir
mortalidad asociada a desadaptados, se
construyeron modelos logisticos. Todos
los analisis fueron realizados con los
programas estadisticos Stata version 13y
Rversion 3.0.1.

Resultados

Asociacion del hsIPN con RT-qPCR,
talla, estadio y cepa de los peces

La media de hsIPN en peces RT-gPCR
IPNv negativos fue de 0,099, mientras
que en peces RT-gPCR positivos, el hsIPN
promedié 0,304, lo que corresponde a un
ratio de 1:3. La media de hsIPN promedié
0,354 en los peces pequerios (S/G), 0,174
en peces medianos (M) y 0,090 en peces
grandes y muy grandes (L y XL) (Figura
1), determinando una asociacion entre el
hsIPN v la talla de los peces. Del mismo
modo, la media de hsIPN fue 0,281 en
alevines, 0,204 en peces de engorda y
0,038 en smolts (Figura 2). Este resultado
también determina la asociacion entre
hsIPN y el tipo de centro de cultivo.
Finalmente, los peces de cepa nacional
presentaron una media de hsIPN
igual a 0,217, levemente mayor que la
media de los peces de cepa importada
(0,175) (Figura 3) pero sin diferencias
estadisticamente significativas (p=0,420).

Los resultados del modelo de regresion
lineal para el analisis multivariado de
hsIPN, demostré una asociacién positiva
y significativa (p=0,001) entre hsIPN y RT-
gPCR IPNv. Asi, valores hsIPN en peces
RT-gPCR IPNv positivos fueron alrededor
de dos veces mas altos que en peces RT-
gPCR negativos. Del mismo modo, la talla
(p=0,001) y estadio (p<0,001) de los peces
presentaron un efecto significativo sobre
hsIPN, mientras que la cepa de origen no
presento efecto en hsIPN (p=0,991).
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Figura 3. Grdfico de cajas para hsIPN segtn el estadio de desarrollo.

Capacidad predictiva de hsIPN y RT-
qPCR para mortalidad atribuible a IPN

La variable mortalidad atribuible a
IPN fue dicotomizada en el punto de
corte 0, es decir, se conformé un grupo
sin  mortalidad IPN  (mortalidad=0;
etiqueta=0) y otro con mortalidad IPN
(mortalidad>0; etiqueta=1). Los grupos
de peces que presentaron mortalidad
atribuible a IPN mostraron un hsIPN
promedio mas alto que los grupos que no
presentaron mortalidad, lo que sugiere
una asociacion positiva entre ambas
variables.

Adicionalmente, el modelo multivariado
confirma una significativa asociacion
entre hsIPN y mortalidad atribuible a
IPN (p=0,002). En la practica, por cada
incremento de hsIPN en una unidad
(hsIPN=1), la probabilidad de presentar
mortalidad por IPN aumenta ocho veces.
La Figura 4 muestra el incremento de
la probabilidad (odds ratios, OR) de
presentar mortalidad atribuible a IPN
por cada unidad que aumenta hsIPN
(entre 0y 1). Por lo tanto, el hsIPN es un
buen predictor de mortalidad atribuible
a IPN y puede ser aplicado para evaluar
grupos de peces que seran sometidos a
alglin manejo de importancia econémica,
p.e., traslados de mar, vacunaciones,
selecciones, entre otros.

Del mismo modo, el anélisis univariado
demostré una asociacion entre los
resultados RT-gPCR IPNv y la mortalidad
atribuible a IPN, puesto que el 50% de
los peces RT-gPCR positivos presento
mortalidad por IPN y sélo el 10,8% de los
peces negativos presentd mortalidad por
IP. Estos resultados fueron confirmados
por el modelo multivariado, el cual
demostré que la positividad RT-gPCR
IPNv se asocia significativamente con la
mortalidad atribuible a IPN (p<0,001). Sin
embargo, los peces RT-gPCR positivos
presentaron una probabilidad 5,5 veces
(OR= 5,5) mayor de presentar mortalidad
por IPN que los peces negativos. Esta
probabilidad es menor que la observada
parahsIPN (OR=8), porlo que el histoscore
mostrarfa un mejor valor predictivo de
la mortalidad atribuible a IPN que la
deteccion del patégeno mediante RT-
gPCR.

Capacidad predictiva
de hsCGO para peces
desadaptados

La variable de mortalidad asociada a
peces desadaptados fue dicotomizada
para utilizar regresion logistica y el
punto de corte fue 0,005% (etiqueta
0:  mortalidad<0,005;  etiqueta  1:
mortalidad>0,005). El analisis univariado
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Figura 4. Odds ratio indican la probabilidad del grupo de peces de presentar mortalidad atribuible a IPN por
cada unidad (0,1) de incremento de hsIPN (0,1 a 1). Si hsIPN= 0,1 los peces tienen una probabilidad 23% mayor
de presentar mortalidad IPN en comparacion con peces hsIPN=0. Si hsIPN= 1, la probabilidad aumenta a ocho

demostré que los peces con mayor
mortalidad asociada con desadaptados
(> 0,005%), presentaron hsCGO mas
altos que los peces con baja mortalidad
asociada con desadaptados (<0,005%).
La comparacion de medias indica que
los peces con baja mortalidad por
desadaptados presentaron un hsCGO
promedio de 0,383, mientras que peces
con alta mortalidad presentaron un
hsCGO promedio de 0,675.

El analisis multivarado confirmo la
asociacion positiva y significativa entre
hsCGO y la mortalidad por desadaptados
>0,005%. El modelo indica que por
cada incremento de una unidad de
hsCGO (hsCGO=1), la probabilidad de
presentar mortalidad por desadaptados
>0,005% aumenta en 2,5 veces (Figura
5). Si hsCGO= 2 6 hsCGO= 3, entonces la
probabilidad de presentar mortalidad por
desadaptados >0,005% serfa 6,5 y 16,5
veces mas alta que peces con hsCGO= 0,
respectivamente o

Conclusiones

Bajo las condiciones de campo
consideradas en el presente estudio, se
puede concluir que:

veces (~ 800%).

1.El hsIPN se asocia positiva vy
significativamente con el RT-gPCR IPNv.

2.El hsIPN se asocia significativamente
con la talla, estadio y tipo de centro
de cultivo, pero no con la cepa de los
peces.

3.El hsIPN se asocia significativamente
con la mortalidad atribuible a IPN.
Asi, peces hsIPN= 1 presentan una
probabilidad ocho veces mayor de
presentar mortalidad atribuible a IPN
que peces hsIPN=0.

4.El hsCGO se asocia significativamente
con la mortalidad por desadaptados
>0,005%. Asi, peces hsCGO= 1 presentan
una probabilidad 2,5 veces mayor de
presentar mortalidad por desadaptados
que peces hsCGO=0.

5.Cada empresa puede definir el hsIPN
y hsCGO que determine el umbral de
riesgo productivamente aceptable para
cada uno de sus grupos de peces.

6.El valor predictivo de hsIPN y hsCGO
en todas las fases de cultivo, permiten
proyectar parcialmente el rendimiento
productivo de los peces y apoyar la
toma de decisiones productivas, tales
como, graduaciones,  vacunacion,
traslados, eliminaciones, etc.

7.EL hsIPN y hsCGO podrian ser aplicados
como indicadores complementarios de
calidad de smolt.
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Figura 5. Odds ratio indican la probabilidad del grupo de peces para presentar mortalidad por
desadaptados >0,005% por cada unidad (0,1) de incremento del hsCGO (0,1 a 3). Si hsIPN=1, los peces tienen
255% mas de probabilidad de presentar mortalidad por desadaptados >0,005% en comparacion con peces
hsCGO=0. Si hsIPN= 2, la probabilidad aumenta a 6,5 veces (~650%).

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
010203040506070809101112131415161,7181920212223242526 27282930



