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SUMMARY

The aim of this study was to assess the relationship between the clinical-pathologic process in rainbow trout fry (Oncorhynchus mykiss) infected
with infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) and the immunoglobulin M (IgM) levels in blood serum. Parameters were evaluated up to 45 days post
infection (dpi) in fish intraperitoneally inoculated (IP) with 1X10* TCDI of IPNV, with minimal essential medium (MEM) and in the control group.
Infected fish showed classical signs of infectious pancreatic necrosis (IPN) disease since day 19 pi, reaching 70% of accumulated mortality, and the
survivor fish showed emaciation and IgM blood serum levels which progressively increased up to its maximum peak at day 31 pi; the most significant
histopathological changes were the increase in melanomacrophage centers in the kidney, pancreatic necrosis and catarrhal enteritis. Viral isolation
was possible only in the infected fish starting at day 3 pi up to day 45 (P > 0.5). The results suggest that even though the fish infected with IPNV can
develop a humoral immune response characterized by the increase in IgM levels, this is insufficient to develop protection because while IgM levels are
increasing, so does the viral title accompanied by clinical signs and histopathological injuries that are typical of the disease.
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INTRODUCCION

El virus de 1a Necrosis Pancreatica Infecciosa (IPNV),
virus prototipo de la familia Birnaviridae, ocasiona una
enfermedad sistémica aguda altamente contagiosa, usual-
mente letal para salménidos jévenes menores a 1.500
grados/dia.

Los animales que sobreviven a brotes de enfermedad
o que se infectan de forma subclinica se convierten en
portadores, perpetuando el riesgo de infeccion (Wolf 1988,
Rodriguez y col 2001). En México, la presencia de IPNV
fue confirmada en crias de trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) importadas como ovas ojo desde Norteamérica,
creando una situacién de emergencia para la produccién
de trucha en el pais (Ortega y col 2002).

El cuadro clinico patolégico tipico de la enfermedad se
presenta en crias de primera alimentacidn, caracterizado
por mortalidad subita y elevada, natacion lenta y errética,
hiperpigmentacién cutdnea, severa distensién abdominal,
presencia de pseudofecas, exoftalmia y branquias palidas
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(McKnight y Roberts 1976, Wolf 1998). A la necropsia,
la cavidad celémica suele presentar ascitis, pancreas y
grasa abdominal presentan petequias multifocales, y en
general los érganos internos muestran coloracién palida
(Roberts y Pearson 2005, Smail y col 2006).

El desarrollo de una respuesta inmune especifica
contra IPNV a través de la produccién de anticuerpos
neutralizantes especificos de tipo IgM contra las proteinas
virales VP2 y VP3 ha sido demostrada en peces inmuni-
zados con virus inactivo y durante la infeccién con virus
activo (Jarp y col 1996). Imajoh y col (2005) observaron
nivel mdximo de anticuerpos neutralizantes a 21 dpi, en
aparente asociacion con la disminucién del titulo viral; sin
embargo, un titulo alto de anticuerpos no siempre garan-
tiza disminucién de la carga viral, y en peces que actian
como portadores se ha observado que el virus continda
replicdndose ante la incapacidad de los anticuerpos para
controlar la infeccién (Yamamoto 1975). Esta situacidén
aparentemente estd influida por factores como la edad de
los peces, temperatura, forma de presentacion y el tipo de
antigeno (Ogut 2004, Park y Reno 2005, Ortega y Enriquez
2007). No obstante, poco se conoce sobre la relacion exis-
tente entre la manifestacion clinico-patolégica y el nivel
de respuesta inmunitaria ocasionada por la infeccidn. Este
trabajo tiene por objetivo determinar el nivel de anticuerpos
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especificos (IgM) y describir el cuadro clinico y lesiones
histopatoldgicas desarrolladas por crias de trucha arco iris
sometidas a una infeccién experimental.

MATERIALES Y METODOS

Virus. Para el estudio se utiliz6 el virus obtenido en México
el afio 2000, tipificado como VR-299 (Ortega y col 2002);
el virus fue replicado a 15 °C en botella de 25 cm? con-
teniendo células CHSE-214 (Chinook salmon embryo)
propagadas en minimal essential Medium (MEM) suple-
mentado con 2% de suero fetal bovino (SFB), adicionado
con 10.000 UI/mL de penicilina G sédica y 100 pL de
sulfato de estreptomicina por mL (Gibco®, USA). Después
de expresar efecto citopético (CPE), la botella se congel6
y descongel6 en dos ocasiones, el contenido se cosechd y
centrifugd a 559 x g durante 10 min a 4 °C. El titulo viral
se determiné por el método de Reed y Muench (1938), y
finalmente se calculd la dosis infectiva en cultivo de tejido
a un titulo de 1x10* TCID4/mL.

Peces. Crias de trucha arco iris de 500 unidades térmi-
cas acumuladas (UTA), 4,5 cm de longitud y 1,5 g de
peso obtenidas de una piscicultura libre de IPNV fueron
mantenidas en adaptacion en estanques de fibra de vidrio
de 200 L de agua en recirculacién con los siguientes
pardmetros fisicoquimicos: temperatura 17 °C, dureza
200 mg/L, alcalinidad 120 mg/L, oxigeno 8,0 ppm,
amonio 0,1 ppm, nitratos 0,01 ppm y pH 7,5. Previo al
experimento, se realizé un estudio sanitario para descartar
que los peces fuesen portadores de agentes infecciosos,
particularmente confirmar su condicion sanitaria de libres
de IPNV (OIE 2005).

Grupos experimentales. Los peces fueron distribuidos
en tres grupos de 300 individuos cada uno y luego de ser
anestesiados con 100 mg/L de p-aminobenzoate ([BZ-
20] Veterquimica®, Santiago de Chile), el grupo I (GI)
fue inoculado por via intraperitoneal (IP) con 0,2 mL de
solucién viral a concentracién de 1x10* TCDI,/mL. El
grupo II (GII) fue dnicamente inoculado con MEM con 2%
de SFB; mientras que el grupo III (GIII) no fue inoculado.
Los peces fueron sometidos a las mismas condiciones de
manejo, mantenidos en constante aireacién y alimentados
con dieta comercial en proporciéon de 1% de biomasa
(Pedregal® Toluca, México); los signos clinicos y morta-
lidad se registraron diariamente; el agua de los estanques
sufrié una tasa de recambio de 25% por semana.

Recuperacion de muestras. Alos 0, 3, 5,7, 10, 15,31y
45 dpi quince peces de cada grupo fueron sacrificados por
sobredosis de anestesia con 100 mg/L de p-aminobenzoate
(Veterquimica, Santiago de Chile). Luego de su decapitacion,
la sangre fue colectada en viales de 0,5 mL y centrifu-
gada a 358 x g a 4 °C durante 30 min; el suero obtenido
se congeld a -70 °C hasta su uso. Para el reaislamiento
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viral, aproximadamente 1 mL de pool de tejido renal,
esplénico y ciegos pildricos se deposité en tubo Falcon,
conteniendo 9 mL. de MEM con 2% de SFB (proporcién
1:9 peso/volumen). La muestra se macerd y centrifugé a
559xg por 15 min a 10 °C y el sobrenadante obtenido fue
conservado a 4 °C hasta su uso.

Aislamiento e identificacion de IPNV. Células CHSE-214
en MEM con 10% de SFB fueron sembradas en placas de
poliestireno de 24 pocillos (NunClon®) y al tener un 90%
de confluencia se inocularon con 100 UL del sobrenadante
diluido 1:10y 1:100. Después de permitir la adsorcién por
una hora a 15 °C, las células recibieron un mL de MEM
con 2% de SFB y se incubaron a 15 °C durante 7 dias;
las células que manifestaron efecto citopatico (CPE)
fueron sometidas a inmunofluorescencia indirecta (IFAT)
especifica para IPNV mediante el Kit [IPNV-FluoroTest
Indirecto (Bios Chile, Ingenieria Genética S.A. Chile). Para
el andlisis histopatolégico, peces decapitados se colocaron
en formol al 10% tamponado a pH 7,0 y posteriormente
se procesaron para tincién de hematoxilina y eosina
(H-E). Para evaluar las lesiones en rifién, higado, intesti-
no y pancreas se utilizé la escala: 0 = ausencia de lesion,
1 =lesién leve, 2 = lesion moderada y 3 = lesion severa.

Deteccion de IgM. Placas de ELISA fondo plano de 96
pocillos (NunClon®) fueron cubiertas con 100 uL de una
solucién viral con 1X10*UPF en solucién amortiguadora
de carbonato y bicarbonato de sodio pH 9,6. La placa se
incub6 durante 12 h a 4 °C y se lavé con solucién amor-
tiguadora Trisma base, cloruro de sodio y Tween 20 pH
7,3; posteriormente, se bloquearon los sitios de unién
inespecificos mediante incubacién en una solucién de
albimina sérica bovina (Sigma) al 1% (p/v) por 2 h a
22 °C; la placa se lavé en tres ocasiones y finalmente se
adicionaron 100 uL de diluciones del suero y se incubd
por 12 h a 4 °C. Se retir6 el excedente y la placa se lavo
cinco veces antes de agregar en cada pozo 100 pL de
IgM antisalmén elaborada en ratén (Donada por la Dra.
Alexandra Adams del Institute of Aquaculture, University
of Stirling, Escocia), se incubd por 60 min a 22 °C, después
de lo cual el excedente se retiré y nuevamente la placa fue
lavada para finalmente adicionar el anticuerpo secundario
IgG antirratén marcado con peroxidasa a una dilucién de
1:10.000, incubandose nuevamente durante 60 min a 22 °C.
Después de cinco lavados, a cada pocillo se agregaron
100uL del cromégeno en una solucién amortiguadora
Trizma base (Sigma-Aldrich; México), cloruro de Sodio
(J.T. Baker, Estado de México, México), timerosal (Merck,
Naucalpan, Estado de México, México), tween 20 (Merck,
Naucalpan, Estado de México, México), albimina sérica
bovina al 1%, pH de 7,3, y se incub6 por 10 min a 22 °C.
La reaccién fue detenida por adicién de solucién de dcido
sulfhidrico (Merck, Naucalpan, Estado de México, México)
2My se efectud la lectura en lector de ELISA modelo 680
(Bio-Rad Laboratorios, California, USA) a 450 nm.



Andlisis de datos. Los valores de datos correspondientes
a los signos clinicos, mortalidad, lesiones histopatol6-
gicas y aislamiento viral fueron analizados por medio
de frecuencias presentadas en tablas y graficas. El nivel
de IgM (DO) se evalué a través de andlisis de varianza y
comparacién de medias utilizando el software estadistico
GraphPad Prism 5.

RESULTADOS
SIGNOS CLINICOS

La signologia clinica tipicamente asociada a la infec-
cién por IPNV tnicamente estuvo presente en peces del
grupo GI (figuras 1a-d), en los que el oscurecimiento de
piel se manifestd inicialmente en el 25% de la poblacién
alos 2 dpi, disminuyendo paulatinamente hasta los 9 dfas;
sin embargo, el oscurecimiento afecté al 100% entre 20 a
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Figura 1a. Porcentaje de crias de trucha arco iris (Oncor-
hynchus mykiss) que mostré cambio de coloracién durante la
infeccién con IPNV.

Percentage of rainbow trout fry (Oncorhynchus mykiss)
showing colour change when infected with IPNV.
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Figura 1c. Porcentaje de crias de trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) con presencia de falsas heces durante la infeccién con
IPNV.

Percentage of rainbow trout fry (Oncorhynchus mykiss)
showing pseudofaeces when infected with IPN'V.
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27 dpi, sélo observandose en 5% a 32 dpi. Por su parte, en
el GII el obscurecimiento sélo se manifesté en 5% de los
peces entre los dias 1 a 5; peces de GIII no manifestaron
cambio de color. El abultamiento abdominal en peces
infectados (GI) se inici6é a 5 dpi en el 10% de la pobla-
cién y luego de alcanzar un ligero incremento a los 6 dpi
se mantuvo en 5% hasta los 20 dpi en que notablemente
se incrementd hasta alcanzar el 50% entre 25 y 30 dpi.
La presencia de pseudofecas se detect6 en los peces in-
fectados a 6 dpi en el 10% de la poblacién, con gradual
incremento hasta alcanzar un pico maximo de 50% entre
los 25 a 29 dpi; por su parte, la descoordinaciéon comenzd
alos 19 dpi en el 5% de la poblacién, con punto maximo
de 50% a 25 dpi, siendo tnicamente evidente en el 3% de
la poblacién a 32 dpi.

En los primeros dos dpi en los tres grupos de peces se
observé una mortalidad baja que no present6 diferencias
entre grupos (P > 0,05). Sin embargo, los peces infectados
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Figura 1b. Porcentaje de crias de trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) con manifestacién de abultamiento abdominal durante
la infeccién con IPNV.

Percentage of rainbow trout fry (Oncorhynchus mykiss)
showing abdominal bulging when infected with IPNV.
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Figura 1d. Porcentaje de crias de trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) que mostraron incoordinacién durante la infeccién con
IPNV.

Percentage of rainbow trout fry (Oncorhynchus mykiss)
showing incoordination when infected with IPNV.
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Figura 2. Mortalidad de crias de trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) infectadas experimentalmente con IPNV.

Mortality of rainbow trout fry (Oncorhynchus mykiss) when
infected with IPNV.

con IPNV presentaron una mortalidad acumulada de 70%
con un pico maximo de 51,02% a los 25 dpi, mientras que
en GII la mortalidad fue de 20% y de 13,33% en peces
del grupo control (P < 0,01) (figura 2).

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE IPNV

IPNV no fue identificado en muestras obtenidas de peces
de los grupos GII y GIII; en cambio, en peces infectados
(GI) el aislamiento fue posible en todos los tiempos de
muestreo, a excepcion de muestras correspondientes a
0 dpi (datos no mostrados). Pese a que el titulo viral no fue
calculado, el virus se multiplicé en los peces inoculados;
las muestras obtenidas a 3 dpi expresaron CPE en células
a 7 dpi; por su parte, las muestras correspondientes a 5 y
7 dpi manifestaron CPE 5 dias después de su inoculacién
en linea celular. La manifestacién fue mas rdpida en las
muestras de peces obtenidas a los 10 dpi, donde el CPE
se presentd 3 dias después de su inoculacién, mientras
que en células inoculadas con las muestras obtenidas a
15 y 31 dpi el CPE ocurrié a 2 dias postinoculacién. Por
su parte, las muestras obtenidas a los 45 dpi produjeron
CPE hasta el dia 6 postinoculacién.

HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS

Durante el periodo experimental los 6rganos internos
de peces de los grupos GII y GIII no presentaron cambios
patoldgicos, situacion similar a muestras correspondientes
al dia 0 en peces de GI; sin embargo, a partir de 3 dpi
el nimero de centros de melanomacréfagos en rifién
de GI manifest6 un incremento gradual en muestreos
posteriores (figura 3a), mientras que la principal lesion
en higado fue necrosis multifocal leve a moderada. El
intestino anterior y ciegos pildricos presentaron severa
infiltracién de células mononucleares con engrosamiento
de vellosidades y enteritis catarral (figura 3b), de mayor
severidad a partir del dia 25 pi. En pancreas se observé
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ligera infiltracién de células mononucleares y alrededor
de los 15 dpi se presentd necrosis de pancreas exocrino,
con remanentes de estructura de sostén, tejido adiposo y
endocrino (figuras 3c y 3d).

NIVEL DE INMUNOGLOBULINA M (IgM)

Los peces del grupo GI presentaron un promedio de
0,132 densidad 6ptica (DO) de IgM al dia 3 pi, nivel que
se incrementd a 0,255 DO alos S dpi y disminuy6 a 0,176
a los 7 dpi; sin embargo, a partir de este tiempo el nivel
se incrementd en forma gradual, alcanzando un punto
maximo de 0,573 DO a 31 dpi con tendencia descendente
posterior. Por su parte, los grupos GII y GIII no mostraron
presencia de IgM en ningtin tiempo de la fase experimental
(figura 4), indicando desarrollo de una respuesta especifica
en los peces infectados.

DISCUSION

En peces la coloracién oscura de la piel es inducida por
hormonas estimuladoras de melandforos y generalmente
se considera un signo de estado de salud deficiente por
acompaiiarse de baja tasa de crecimiento y mortalidad,
sumado al incremento de cortisol en el suero sanguineo
como indicador de estrés (Ruane y Komen 2003). En el
presente estudio, el oscurecimiento descrito previamente
en peces infectados por IPNV (McKnight y Roberts 1976)
estuvo Unicamente presente en los grupos de peces inocu-
lados, siendo la primera manifestacion clinica de IPN en
peces de GI, en los que el estrés acumulado por la infeccién
indujo hasta un 100% de manifestacion en el periodo que
también mostré mayor mortalidad; mientras que en peces
de GII el proceso Unicamente se manifestd durante la
primera semana postinoculacién con MEM, relacionado
al estrés provocado por el manejo e inoculacién (Swanson
y col 1982), a diferencia del grupo GIII que Gnicamente
fue sometido a anestesia por inmersion.

El abultamiento abdominal, una caracteristica comun
en casos clinicos de IPN que es atribuida a necrosis del
pancreas exocrino, intestino anterior e higado, dilatacién
de estdmago y ascitis (Roberts y Pearson 2005, Smail y
col 2006), sélo se manifestd en los peces infectados, en
mayor porcentaje a partir de los 20 dpi, coincidiendo con
la méxima manifestacién de otros signos clinicos de la
enfermedad y mayor mortalidad; no obstante, al inicio
de la infeccion el abultamiento también se present6 en
un bajo porcentaje de la poblacién como supuesto signo
agudo de la enfermedad (Roberts y Pearson 2005). Sin
embargo, esta tltima condicién también podria encontrar
relacién con lo referido por Swanson y col (1982), quienes
observaron que la dilatacién abdominal por el acumulo
de fluido proteico también puede ocurrir en peces que
unicamente han sido inoculados con MEM, lo cual podria
estar influido por la preparaciéon del medio utilizado.
Tomando en cuenta que en el estudio los peces de GII no
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Figura 3a. Izquierda, rifién de cria de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) infectada experimentalmente con el virus de la necrosis
pancredtica infecciosa de 31 dias postinfeccién. Se observa moderado aumento de células melanomacrofagicas (flecha). Derecha,
control. 400X.

Left, kidney of rainbow trout fry (Oncorhynchus mykiss) infected with IPNV. At 31 dpi an important number of melanomacrophage cells
are noticed (arrow). Right control.

Figura 3b. Izquierda, ciego pildrico de cria de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) infectada experimentalmente con el virus de la
necrosis pancredtica infecciosa a 15 dias postinfeccién. Se observa severa infiltracién de células mononucleares y necrosis de tejido
pancredtico aledafo. Derecha, control. 400X.

Left, pyloric ceacal of rainbow trout fry (Oncorhynchus mykiss) infected with IPNV. At 15 dpi a moderate caliciform cell hyperplasia is
observed (arrow) with mononuclear cell infiltration (asterisk). Right, control. 400X.

Figura 3c. Izquierda, pancreas de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) infectada experimentalmente con el virus de la necrosis
pancredtica infecciosa a 15 dias postinfeccion. Se observa severa destruccion de células pancreaticas e infiltracion de células mononu-
cleares tanto en pancreas como en ciego pilérico aledafio. Derecha, control. 400X.

Left, pancreas of rainbow trout fry (Oncorhynchus mykiss) infected with IPNV. At 15 dpi an important destruction of pancreatic tissue is
observed, besides mononuclear cells infiltration in pancreas and pyloric cecal is observed too. Right, control. 400X.

31



LF VEGAY COL

Figura 3d. Pancreas de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)
infectada experimentalmente con el virus de la necrosis pancredtica
infecciosa a 15 dias postinfeccién. Se observa severa necrosis del
tejido pancredtico y adiposo distribuido entre ciegos pildricos.

Pancreas of rainbow trout fry (Oncorhynchus mykiss) in-
fected with IPNV. At 45 dpi a severe pancreatic and adipose necrosis is
observed between pyloric cecals.
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Figura 4. Nivel promedio de inmunoglobulina M (IgM) en crias
de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) infectadas con IPNV.

IgM average level in rainbow trout fry (Oncorhynchus
mykiss) when infected with IPN'V.

manifestaron abultamiento abdominal, su ocurrencia en
los peces infectados indicarfa efecto viral.

La presencia de pseudofecas, inicamente evidente
en el grupo GI, es atribuida directamente a la enteritis
catarral aguda derivada de necrosis y desprendimiento
del epitelio intestinal, provocados por la replicacién de
IPNV en células epiteliales (Roberts y Pearson 2005,
Smail y col 2006). Al respecto, McKnight y Roberts (1976)
mencionan que peces que sufren descamacién de mucosa
intestinal severa mueren mas rapido que los que padecen
un proceso patolégico menos grave al que pueden sobre-
vivir durante periodos mds largos; basado en lo anterior,
la enteritis catarral podria ser la principal causa de muerte
en los peces infectados. Por otra parte, la descoordinacién
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natatoria o natacion errdtica, que es una manifestacion tardia
del cuadro clinico de IPN, asociada a dafios del sistema
nervioso central (Frantsi y Savan 1971) fue evidente justo
antes de la muerte de los peces infectados.

Los signos clinicos descritos en este trabajo presentan
relacién con la mortalidad obtenida en los peces infectados;
sin embargo, la mortalidad ante casos de infeccién natural
y experimental con IPNV es muy variable, pudiendo ser
desde una infeccién subclinica hasta cuadros de 90% de
mortalidad (Wolf 1988, Ortega y Enriquez 2007). En el
presente estudio, los signos clinicos propios de IPNV y
su confirmacién por aislamiento viral indican que 70%
de la mortalidad observada en GI correspondié a efectos
directos del virus inoculado; resultados similares han sido
descritos por Frantsi y Savan (1971), en truchas de arroyo
(Salvelinus fontinalis), y por Jorgensen y col (2003) en
smolts de salmén del Atlantico (Salmo salar) infectados
con IPNV serotipo Sp (10° TCIDy), donde la mortalidad
se inici6 a 7 dpi alcanzando un 75% a los 33 dpi. En el
presente trabajo, usando un inéculo de 10* TCID,,, se
obtuvo maxima mortalidad alrededor de los 25 dpi asociada
a titulo alto de virus replicante, ya que células inoculadas
con estas muestras mostraron CPE a 2 dpi; en este sentido,
ademads de la dosis infectiva y las cepas utilizadas, las
diferencias reportadas pueden estar asociadas a factores
como el estado de inmunidad de los peces y condiciones
ambientales (Ortega y Enriquez 2007).

Los melanomacréfagos son células pigmentarias
presentes en tejido hematopoyético de bazo, rifién y
areas periportales del higado que contienen inclusiones
de melanina, hemosiderina y lipofucsina, capaces de in-
gerir agentes microbianos o desechos metabdlicos (Press
y Evensen 1999); su proliferacion acompafiada de restos
de desechos celulares es evidente en peces infectados con
IPNV (Swanson y col 1982), por lo que en el presente
estudio su incremento progresivo en rifién de peces ino-
culados podria relacionarse a la infeccién viral (Lerner y
Thomas 2002) y estrés prolongado. Asimismo, las lesiones
pancredticas caracteristicas de la enfermedad se iniciaron
a partir de los 3 dpi con moderada disociacién de acinos
pancredticos; sin embargo, durante el periodo de mayor
mortalidad también se observaron lesiones pancredticas
mds graves y extensas, manifestando vacuolizacién y
necrosis difusa de pdncreas exocrino. Datos similares
se han descrito previamente por Swanson y col (1982)
en truchas de arroyo inoculadas o en brotes naturales de
IPN en la misma especie.

IPNV pudo ser aislado e identificado unicamente de
organos de peces del grupo GI a partir de los 3 dpi, donde
el CPE fue manifiesto a los 7 dpi en linea celular asociado
a poca carga viral; en cambio, las muestras obtenidas de
peces de entre 5 y 31 dpi presentaron multiplicaciéon mds
rdpida en la linea celular, siendo nuevamente mas lenta en
organos de peces de 45 dpi, donde el CPE se manifesto6 a
los 6 dpi. Estos resultados concuerdan con lo informado



por Swanson y col (1982) en trucha de arroyo, que entre 5
y 25 dpi presentaron mayor concentracion viral en ciegos
pildricos y tejido renal. Considerando que el ciclo de re-
plicacién de IPNV se cumple en aproximadamente 20 h,
es poco probable que el aislamiento realizado a los 3 dpi
corresponda al virus inoculado, mientras que el CPE tardio
obtenido a los 45 dpi podria deberse a una disminucién
del titulo viral en los 6rganos de los peces para entrar al
estado de portador (Imajoh y col 2005).

IPNV o sus productos pueden inducir la produccién
de anticuerpos especificos de tipo IgM; sin embargo, el
nivel de la respuesta es variable y su participacion en el
control de la infeccidn también es incierta al ser procesos
influidos por la temperatura del agua, forma de presentacién
del antigeno o tipo de vacuna (Ortega y Enriquez 2007).
Imajoh y col (2005) reportan que después de la infeccién
la presencia de anticuerpos especificos contra IPNV
puede detectarse a los 6 dpi, mientras que en otros casos
aparecen después de 12 semanas pi (Frost y Ness 1997).
En el presente estudio tinicamente los peces inoculados
con IPNV desarrollaron una repuesta humoral especifica,
maxima a los 31 dpi; el resultado muestra relacién con
observaciones de Imajoh y col (2005) en truchas arco iris
que generaron maximo nivel de anticuerpos neutralizantes
a21 dpi y descenso paulatino hasta 90 dpi. Sin embargo, en
este estudio, el incremento de IgM se registrd en forma mas
temprana a lo reportado por otros autores, lo cual podria
estar asociado a activacion de algunas células productoras
de anticuerpos para inducir una pronta respuesta humoral
(Frost y Ness 1997); en este sentido Lockhart y col (2004)
evidenciaron que los peces mds susceptibles a infeccién
viral desarrollan una respuesta de defensa mds répida
que los animales menos susceptibles. Asimismo, es poco
probable que la respuesta se deba a previa estimulacién
para generar anticuerpos contra el virus, ya que previo al
estudio los peces fueron analizados para descartarlos como
portadores, y ademds la misma respuesta también habria
sido manifiesta en los grupos GII y GIII.

Los resultados obtenidos indican que junto con la
replicacién de IPNV y la manifestacion de signos clinicos
propios de la infeccién, también se presentd un incremento
del nivel de IgM como desarrollo de una respuesta inmune
especifica, aparentemente incapaz de ejercer un estado de
proteccién. Al respecto, Ogut (2004) reporté coexistencia
de alto titulo viral y de anticuerpos, como aparentemente
ha ocurrido en el presente estudio; sin embargo, no se
informé la respuesta clinico-patoldgica en los animales
infectados; en este sentido, quedan por determinarse los
mecanismos por los cuales el virus puede coexistir con
los anticuerpos y con el sistema inmune en general para
permitir o impedir el desarrollo del cuadro clinico asociado
a la infeccién (Ortega y Enriquez 2007), o si bien esto
ultimo es una condicién influida por las caracteristicas
del agente.

IPNV, IgM, VIRUS, RESPUESTA INMUNE

Considerando que la respuesta inmune inespecifica
actia como la primera barrera de proteccién contra la
infeccidn viral poco influida por la temperatura, los
resultados encaminan también a proponer estudios para
determinar la relacién existente entre el nivel de anticuer-
pos y la expresion de moléculas de actividad antiviral
inespecifica inducida por interferén tipo I (IFN-I) y con
el desarrollo de la infeccion inducida por cepas de IPNV
de caracteristicas distintas.

RESUMEN

Se realiz6 un estudio para obtener informacion acerca de la relacion
existente entre el cuadro clinico-patoldgico desarrollado en crias de
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) infectadas con el virus de la
necrosis pancredtica infecciosa (IPNV) y el nivel de inmunoglobulina
M (IgM) en suero sanguineo. Los pardmetros fueron determinados hasta
45 dias postinfeccion (dpi) en peces inoculados por via intraperitoneal
(IP) con 1X10* TCDI de IPNV o tinicamente inoculados con Medio
Minimo Esencial (MEM) y en un grupo control no inoculado. Los peces
infectados presentaron los signos caracteristicos de necrosis pancredtica
(IPN) a partir de 19 dpi, alcanzando una mortalidad acumulada de 70%,
con evidente emaciacion de animales sobrevivientes; asimismo, el
nivel de IgM en suero sanguineo se incrementé progresivamente hasta
alcanzar su punto maximo a 31 dpi; los hallazgos histopatolégicos mas
significativos fueron: incremento de centros de melanomacréfagos en
rifién, necrosis pancredtica y enteritis catarral. El aislamiento viral fue
posible unicamente en peces infectados a partir del dia 3 y hasta los
45 dpi (P > 0,5). Los resultados observados sugieren que aunque los
animales infectados con IPNV pueden desarrollar una respuesta inmune
humoral caracterizada por incremento de IgM, ésta es insuficiente para
desarrollar proteccion, ya que al mismo tiempo que se incrementa el nivel
de IgM, también aumenta el titulo viral, acompaiiado de signos clinicos
y lesiones histopatoldgicas tipicas de la enfermedad.
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