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Con el objetivo de establecer la coocurrencia entre la Piscirickettsiosis (SRS) con otras
enfermedades prevalentes en la acuicultura chilena se ejecutéd un estudio de base
epidemioldgica que considerd tres aspectos. Analisis de informacidn sanitaria y productiva
declarada por las empresas acuicolas entre 2011-2018; diagndstico anatomo-patoldgico de
campo y molecular de los agentes causales y enfermedades que producen P. salmonis
(SRS), R. salmoninarum (BKD), T. maritimum, T. dicentrarchi, IPNV y PRV; y un bioensayo de
desafio con P. salmonis a peces previamente infectados con PRV.

El andlisis de la informacion sanitaria y productiva se realizd en base a la seleccion de 121
centros con operacion permanente en el periodo. Se determind un alto nivel de
persistencia de los agentes infecciosos que pudiesen determinar los patrones temporales
de presentacion de mortalidades en los centros de cultivo. Ademas, se detectaron notorias
diferencias en las dinamicas de presentacion entre los diferentes barrios salmoneros,
donde posiblemente influyen factores ambientales, pero de forma diferenciada para cada
barrio o centro.

Respecto de la coinfeccion, la evaluacién clinica y molecular demostraron una alta
concomitancia, aunque sin asociacién predisponente para desencadenar los brotes. No se
identificaron centros afectados con un Unico agente. La mayor proporcién de los centros,
presentaron 3-4 agentes (considerando variantes genéticas de P. salmonis y PRV) en los
centros muestreados (61%) aunque clinicamente sdlo una patologia predominaba en la
coinfeccién, por lo que la forma de clasificacién y registro de mortalidades puede estar
subestimando la coocurrencia de la infeccidon o de la enfermedad.

Finalmente, el bioensayo mostré que las cargas virales iniciales de PRV fueron
disminuyendo en la medida que avanzaba el estudio, lo que coincidid con un mayor
porcentaje de peces positivos a la infeccion con P. salmonis, aunque sin manifestarse una
sinergia o mayor grado de severidad de las lesiones clinicas de SRS.
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With the objective of establishing the co-occurrence between Piscirickettsiosis (SRS) with
other prevalent diseases in Chilean aquaculture, an epidemiological based study
considering three aspects was done. Health information and productive analyses declared
by aquatic companies between 2011-2018; anatomo-pathological and molecular diagnosis
of the causal agents and the diseases that P. salmonis (SRS), R. salmoninarum (BKD), T.
maritimum, T. dicentrarchi, IPNV y PRV produce; and a challenge bioassay with P. salmonis
to previously infected fish with PRV.

The analysis of health and productive information was made based on the selection of 121
farms with permanent operation in the period. A high level of persistence of the infectious
agents was determined that could reveal temporal patterns in the presentation of
mortalities in culture centers. Also, notorious differences were detected in the dynamics of
presentation between the different salmon neighborhoods, where environmental factors
possibly influence differently for each center or neighborhood.

About the coinfection, the clinical and molecular evaluation showed a high concomitance
without predisposing association to trigger the outbreaks. Affected farms with a single
agent were not identify. The largest proportion of the farms presented 3-4 agents
(considering genetic variants of P. salmonis y PRV) in the sampled centers (61%) even
though only one pathology predominated clinically in the coinfection so the way of
classification and mortalities registry may be underestimating the co-ocurrence of the
infection or the dissease.

Finally, the bioassay showed that the initial viral loads of PRV were decreasing as the study
progressed, this coincided with a higher percentage of positive fish to the infection of P.
salmonis, although without manifesting a synergy or greater degree of severity of the
clinical lesions of SRS.
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llIl. RESUMEN EJECUTIVO

La presente investigacion se enfoca en el esclarecimiento de las relaciones que se producen
entre agentes infecciosos tanto bacterianos como virales, en forma de coinfecciones,
coocurrencias y comorbilidades, con especial énfasis en aquellas que involucran a
Piscirickettsia salmonis con otros agentes patdgenos de importancia durante la engorda de
salmones en fase marina tales como el Piscine Reovirus (PRV), Virus de la Necrosis
Pancreatica Infecciosa (IPNV), Renibacterium salmoninarum, Tenacibaculum dicentrarchi 'y
Tenacibaculum maritimum.

De esta forma se disefid un estudio de base epidemioldgica con el objetivo general de
Identificar patrones de coocurrencia y sucesiéon temporal de enfermedades infecciosas
prevalentes en salmoénidos en fase marina de cultivo con Piscirickettsiosis (SRS). El estudio
se abordd en base a tres componentes, correspondiendo el primero a un analisis
epidemioldgico para describir las coocurrencias infecciosas en centros marinos con
diagndstico de SRS prevalente, y caracterizar los patrones y sucesion temporal de
enfermedades infecciosas prevalentes en salmoénidos en fase marina. El andlisis
epidemioldgico se efectud a partir de la informacion registrada en la base de datos del
Servicio Nacional de Pesca (Sernapesca). La informacion fue ordenada y curada a fin de
obtener la descripcion epidemiolégica de las presentaciones de SRS en las diferentes
regiones salmoneras y barrios o asociaciones de concesiones (ACS) que las componen. La
descripcién y la construccidn de las curvas se efectud en base a la seleccién de 121 centros
representativos que operaron durante el periodo 2011-2018, a saber 68 de la Regidn de Los
Lagos, 49 de la Regidn de Aysén y cuatro de la Regidon de Magallanes.

Los resultados de este analisis mostraron que existe una robusta diferenciacién en las
dinamicas de presentacidon de enfermedades de los centros pertenecientes a las Regiones
de Los Lagos/Aysén versus lo que ocurre en la Region de Magallanes. En las Regiones de
Los Lagos y Aysén se presentan mortalidades por SRS con y sin Renibacteriosis (BKD); y con
y sin HSMI. Por su parte en la Regién de Magallanes |la mortalidad es por BKD, con y sin
HSMI; y sin SRS.

Se determind ademas que la dindmica de presentacion de SRS es propia de cada ACS,
donde si bien se observa claramente una estacionalidad de la mortalidad existirian factores
ambientales que desencadenarian los brotes, pero no de la misma forma en cada centro
constituyente del barrio. Asimismo, se evidencia un alto grado de endemismo persistente
de SRS evidenciado por el continuo registro de peces muertos por la enfermedad, sin
necesidad de constituir un brote bajo los parametros definidos por la norma y que de
alguna forma estaria pasando desapercibido por parte de productores y autoridad en
funcion de la implementaciéon de medidas oportunas de control que aminoren los efectos
de los brotes una vez que se desencadenan. En base al anadlisis de las curvas de mortalidad
se plantea a modo de recomendacién, explorar la utilizacién de cartas de control de
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procesos, o sus adaptaciones, como herramienta de gestidn sanitaria. Esta herramienta
permite trabajar de una forma mas individual a partir del establecimiento de limites
tedricos determinados por el historial sanitario y de diagndsticos del centro de cultivo,
pudiendo predecir brotes en la medida que las mortalidades por SRS vayan superando los
niveles esperados.

B ]

El segundo componente del estudio considerd la evaluacidn clinica, anatomo-patoldgica y
molecular para los diferentes agentes patégenos mencionados anteriormente, mediante
visitas a centros de cultivo y muestreos de peces clinicamente enfermos. Se elaboré un
registro de las lesiones detectadas externas e internas, y se aplicaron pruebas de RT-PCR
para el diagndstico molecular de las diferentes bacterias y virus. De esta forma se
analizaron muestras de 46 centros de cultivo que fueron diagnosticados para los agentes:
P. salmonis (genogrupos EM-90 like y LF-89 like), R. salmoninarum, T. dicentrarchi, T.
maritimum, IPNV y PRV, incluyendo sus variantes PRV-1, PRV-2 y PRV-3. Los resultados
mostraron plena consistencia con lo observado a partir del analisis epidemioldgico: una alta
infeccion con PRV (100% de los centros y 70% de los peces) y T. dicentrarchi (100% de los
centros y 72% de los peces). Un 78% de los centros presentaron mds de tres de los
patégenos evaluados con un 17% con mas de cinco.

En el aspecto clinico y andtomo patolégico se evidencid una predominancia de la
enfermedad de base (principalmente SRS), con pocos y sutiles elementos distintivos que
permitan diagnosticar una coocurrencia o comorbilidad con otro patdégeno. Lo mas
frecuente de observar correspondid a anormalidades branquiales coocurrentes que
pudiesen estar asociadas a la presentacién del complejo branquial (CGD), descrita en
Noruega y en Chile, pero con causas bastante diferenciadas. Esta situaciéon pudiera
determinar que de alguna forma la metodologia de registro de mortalidades que existe en
la actualidad pudiera estar subestimando la coinfeccidon/coocurrencia, dado que las
categorias se establecen como Unicas, sin posibilidad de hacer el registro como una doble
patologia.

El tercer componente incluido en el estudio correspondié a un bioensayo de desafio por
cohabitacion de peces infectados con PRV-1. El objetivo de este bioensayo fue determinar
la dindmica de la evolucién de la coinfeccidn a través del analisis de la presentacién de
mortalidades, carga bacteriana (P. salmonis) y viral (PRV), lesiones clinicas, anatomo-
patoldgicas e histopatoldgicas, y expresion de genes marcadores de respuesta inmune
innata y especifica (IFN-1, IL-1(, IL-8, IL-12 y proteina MX).

A partir del dia 10 post infeccién se inicid la mortalidad de los troyanos infectados
intraperitonealmente, y partir del dia 14 comenzd un muestreo semanal, considerando
toma de muestra de sangre, rindn anterior y bazo para los analisis moleculares y de
branquias, bazo, higado, corazén y rifidn para evaluacion histopatoldgica.
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Los resultados mostraron que las cargas virales de PRV fueron disminuyendo a medida que
avanzaron los muestreos del estudio. Asimismo, esta disminucién coincidid con un mayor
porcentaje de peces positivos a la infeccidon con P. salmonis. Por su parte, la expresién de
los genes marcadores de IFN-1 e IL-12 son concordantes con la presencia de PRV-1y P.
salmonis respectivamente y la expresién de los otros genes evaluados podria estar influida
por la coinfeccién y sin un aumento de la expresidon de citoquinas proinflamatorias en
forma pronunciada en ninguno de los grupos evaluados.

Finalmente, y en consistencia con los resultados del andlisis de la informacion
epidemioldgica y los resultados de campo, se observd que al menos durante el periodo del
estudio, no se observaron lesiones macroscopicas caracteristicas de SRS ni HSMI en forma
simultanea.
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IV. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas y no infecciosas son parte del ciclo de produccion vy
constituyen un punto critico a resolver para asegurar la sustentabilidad de los sistemas
productivos de salmones. Dentro de las causas infecciosas la principal en el pais es
causada por la bacteria Piscirickettsia salmonis, y se describen otras enfermedades
prevalentes que incluyen agentes virales (PRV, IPNv) y otros agentes bacterianos
(Renibacterium salmoninarum, Tenacibaculum sp.), ademds de sindromes de etiologia no
determinada. Existe evidencia de que los agentes infecciosos pueden interaccionar entre
si, dentro de un mismo hospedero, presentandose en forma simultdanea como
coinfecciones, o con diferentes agentes infecciosos prevalentes. Estas co-infecciones
podrian estar interfiriendo y complicando los sistemas de diagndstico y control de las
infecciones bacterianas y virales. Es por esto que esta propuesta de investigacion, apunta
al esclarecimiento de las relaciones que se producen entre agentes infecciosos tanto
bacterianos como virales, en forma de coinfecciones con especial énfasis en coinfecciones
gue involucran a P. salmonis.

Objetivo general

Identificar patrones de coocurrencia y sucesiéon temporal de enfermedades infecciosas
prevalentes en salmoénidos en fase marina de cultivo con Piscirickettsiosis.

Objetivos especificos

1. Describir epidemioldgicamente las coocurrencias infecciosas en centros marinos con
diagndstico de Piscirickettsiosis prevalente en salmdnidos de cultivo.

2. Caracterizar patrones y sucesidén temporal de enfermedades infecciosas prevalentes en
salmonidos en fase marina de cultivo con Piscirickettsiosis.

3. Analizar molecular y clinicamente la coocurrencia y/o comorbilidades infecciosas (BKD,
IPN, PRV/HSMI) asociadas a Piscirickettsiosis en salmdnidos en fase marina de cultivo.

4. Evaluar el efecto de la infeccion previa con PRV en la respuesta a la infeccion con P.
salmonis en cohabitacion.
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V. ACTIVIDADES

A continuacién, se presentan los detalles de actividades segun las etapas definidas en el
plan de trabajo y los resultados comprometidos.

ETAPA 1. SELECCION DE CENTROS

Corresponde a la seleccion de centros para ejecutar el analisis epidemioldgico y los
muestreos en terreno a partir del analisis de reportes histdricos de mortalidad en centros
marinos activos productores de salmoénidos. En la Tabla 1 se presenta el estado de avance
de las actividades correspondientes a la etapa.

Tabla 1. Estado de avance de la etapa 1, seleccidén de centros para el estudio en base al
riesgo de SRS.

Estado actual del

Etapa Actividad
resultado
Seleccidn de centros | Solicitud de bases de Finalizada
para el estudio en datos de causas de
base al riesgo de mortalidad (PSGM) a
asealriesgo e SERNAPESCA de 6 afios.
Piscirickettsiosis Validacién de la base de | Finalizada
datos

Seleccion de 100 centros | Finalizada
con informacioén del
ciclo productivo y
reportes de brotes de
Piscirickettsiosis y co-
ocurrencia de otras
enfermedades
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Tabla 2. Estado de avance de la etapa 2, identificacidon de patrones de sucesion temporal
de enfermedades prevalentes.

Estado actual del

Etapa Actividad
resultado

Identificacion de Construccion de curvas de Finalizada
patrones y sucesion | mertalidad por

Piscirickettsiosis por centro,
temporal de : .

por ciclo productivo, por
enfermedades especie y regién
prevalentes Identificacién y Finalizada

cuantificacién de
mortalidades asociadas a
centros con Piscirickettsiosis
Construccidn de curvas de Finalizada
mortalidad por
Piscirickettsiosis asociadas
temporalmente a IPN, BKD,
PRV y Tenacibaculum y
otras, por centro, por ciclo
productivo, por especie y
region

Identificacidn de patronesy | Flnalizada
establecimiento de sucesion
temporal de curvas de
mortalidad por
Piscirickettsiosis y co-
ocurrencia con IPN, BKD y
PRV.

Los resultados de las etapas antes indicadas y obtenidos hasta la fecha son los siguientes:

Resultado 1: Descripcion epidemioldgica de centros con diagndstico de Piscirickettsiosis

Los centros marinos analizados se agruparon por barrios por especies tanto S. salar, con S.
coho y Trucha arcoiris. Para el analisis se tomd un periodo de permanencia o actividad de
los centros de 6 a 8 afios correspondiente al periodo 2011-2018.
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En la Regidon de Los Lagos se estudiaron 68 centros agrupados en trece barrios o
asociacion de concesiones (ACS), en Aysén 49 centros de 14 barrios y en Magallanes
cuatro centros pertenecientes a cuatro barrios.

Tabla 3.-Distribucidon por regién de los centros marinos del estudio agrupados por barrios,
periodo 2011-2018.

Region Centros Barrios

n° % n° %
Los Lagos 68 56,2 13 41,9
Aysén 49 40,5 14 45,2
Magallanes 4 3,3 4 12,9
Total 121 100 31 100

Con respecto a las especies producidas por lo centros del estudio, conforme se indica en la
Tabla 4 predomina el S. salar seguida de S. coho y Trucha arcoiris.

Tabla 4.-Distribucion por regién de los centros marinos del estudio segln especie
producida, periodo 2011-2018.

S.

Region S. salar coho T. arcoiris Total
n° % n° % n° %

Los Lagos 44,0 64,7 13,0 19,1 11,0 16,2 68,0

Aysén 41,0 83,7 3,0 6,1 5,0 10,2 49,0

Magallanes 4,0 100,0 0,0 0,0 4,0

Total 89,0 16,0 15,0 121,0

Distribucion geografica de los centros del estudio y las especies producidas se presentan
en lafigural (A, ByC).
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Figura 1A.- Mapa de los centros del estudio en la Regién de Los Lagos, periodo 2011-2018.
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Figura 1B.- Mapa de los centros del estudio en la Regidn de Aysén, periodo 2011-2018.
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Figura 1.- Mapa de los centros del estudio en la Regién de Magallanes, periodo 2011-2018.
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Se determind a través de un andlisis estadistico descriptivo multivariado (Andlisis de
correspondencias simples), la mortalidad asociada a las principales enfermedades que
afectan a los peces de los centros seleccionados en el ano 2017. El resultado del andlisis
indica que se observan dos grandes grupos, que se seifialan en la figura 2:

- Primer grupo formado por centros de las regiones de Los Lagos y Aysén en donde se
presentan centros con mortalidades asociadas a SRS, con y sin BKD y con y sin HSMI.

- Segundo grupo formado por centros de la regién de Magallanes con mortalidades
asociadas a BKD con y sin HSMI y sin SRS.
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Figura 2. Analisis de correspondencias simples segin mortalidades asociadas a
enfermedades segun region, afio 2017. Chi p>0,05

Este andlisis nos indica que desde el punto de vista estadistico, existen similitudes en la
presentacion de enfermedades entre las regiones de Los Lagos y Aysén, en cambio
habria diferencias con la region de Magallanes, situacion que se ha corroborado
empiricamente a partir de la observacion de profesionales del sector. Por otro lado, da
cuenta que los centros presentan diferencias en la presentacién de las patologias
generando subgrupos dentro de las regiones por ejemplo SRS, con y sin BKD y con vy sin
HSMI y que en Magallanes sean grupos de centros asociados a brotes de BKD con o sin
HSMI sin SRS.
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Resultado 2: Caracterizacion de patrones y establecimiento de la sucesion temporal de
enfermedades infecciosas prevalentes en salmonidos en fase marina de cultivo con
Piscirickettsiosis.

Para el estudio de los patrones de presentacion de mortalidades asociadas a
enfermedades endémicas del sistema productivo marino de salmdnidos en Chile, nos
basaremos el modelo SIR. Este modelo explica que los mecanismos de transmisidon de
muchas enfermedades infecciosas se fundamentan en el contacto entre un individuo sano
y otro infectado.

n R
Contagio Infectado Recuperacién Recuperado

S
~
S
~

~

Sa

Figura 3. Modelo de transmision de enfermedades infecciosas SIR.

De acuerdo con dicho modelo, la poblacion se divide en 3 grupos o compartimentos
diferentes: SUSCEPTIBLES-INFECTADOS-RECUPERADOS/MUERTOS. En el modelo SIR, los
individuos susceptibles pueden contagiarse y pasar del estado S (susceptible) al |
(infectado). A su vez, los infectados se recuperan y pasan del estado | (infectado) al estado
R (recuperado). La relacion entre las tasas de transicion de un estado a otro es lo que
determina la evolucién de una epidemia o brote, es decir, tenemos un ritmo de entrada
de individuos al estado | (infectado) y otro de salida. Si el nUmero de individuos infectados
a cada instante es mayor que el numero de individuos que se recuperan de la enfermedad
0 mueren, entonces la epidemia o brote evoluciona mas rapido en el tiempo. Si por el
contrario, el nimero de individuos recuperados es mayor que el numero de infectados, el
ritmo de la epidemia comienza a descender. En base a este modelo se fundamenta este
estudio.

Se debe recordar que desde el punto de vista epidemioldgico un brote epidémico es
definido como un ndmero des usual o no esperados de casos. En acuicultura se establece
gue a partir de un cierto porcentaje se define como brote, en donde, dé ademas de incluir
el criterio de un nimero no esperado de casos se agrega el impacto productivo.
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A.-ldentificacion y caracterizacion de patrones y establecimiento de la sucesion
temporal de Piscirickettsiosis.

B ]

A.1.- A nivel de Centros.

Se analizaron centros con mortalidades por SRS con distintos niveles de mortalidad a
través de las semanas epidemiolégicas donde se identificaron 3 curvas de mortalidad:
1.-Curvas con alta mortalidad, definidas como brote epidémico.

2.-Curvas con baja mortalidad, pero con forma de brote.

3.-Curvas con mortalidades persistentes en el tiempo.

Con respecto de la frecuencia de las curvas observadas, la curvas con baja mortalidad, con
forma de brote fue la mas frecuente, seguida de Curvas con mortalidades persistentes en
el tiempo y en menor frecuencia fueron los Curvas con brotes epidémicos. En algunos
casos se presenta mas de un patron de los descritos. Con los centros estudiados no se
observé que exista diferencia por especie o region.

1.-Curvas con alta mortalidad, definidas como brote epidémico.

Si bien la definicion de alta mortalidad es un término relativo y depende del contexto y
nivel de endemismo y de la letalidad de la enfermedad. Si consideramos de acuerdo a lo
establecido por la autoridad SERNAPESCA como brote de alta mortalidad (centro CAD)
aquellos centros que presentaron curvas de mortalidad mayor al 0,35%.

1.1.-Caso 1

Esta curva de un brote SRS se produjo en los inicios del afio 2018. En el grafico 1 podemos
observar la curva del brote, que empezd en la semana 2 del afio 2018, mes de enero,
produciendo un aumento relativo de las mortalidades de peces hasta la semana 6 y un
aumento brusco la semana 7 de 3963 a 18425 y llegando a su maximo de 25004 de peces
muertos, en la semana 8. Posterior al maximo de mortalidades se registr6 una
disminucion progresiva de éstas hasta la semana 14, pero persisten mortalidades
asociadas. El brote presentd una duracion total de 14 semanas. Al analizar la curva en
términos de porcentaje de mortalidad se observa una forma similar (Grafico 1, Ay B).
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Grafico 1. Curva de mortalidad por SRS (nimero y porcentaje), en centro productor de
trucha arcoiris de region de Los Lagos en el aiio 2018. A: mortalidad en cifras absolutas; B:

porcentaje de mortalidad.
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Al estudiar las formas de las curvas de mortalidades segun las especies salmdnidas (Figura

4) podemos observar que la forma de las curvas es similar en las tres especies. Los brotes

PARA LAC

de altas mortalidades pueden presentar diferentes magnitudes como se observa en las

graficas del anexo 2, pero como se indica, manteniendo la forma de las curvas.
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Figura 4. Formas de las curvas de alta mortalidad (nimero) de peces segun especie de
salmonideos.
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1.1.-Caso 2 en un contexto de barrio y ciclos productivos.

El segundo centro estudiado es productor de T. arcoiris y en este analisis agregaremos el
contexto de barrio. En este barrio se analizaron doce centros que producen S. salar,
Trucha arcoiris y S. coho. En el periodo de aproximadamente ocho afios se destacan pocos
brotes, especificamente tres con semanas sobre los diez mil peces muertos, situacién que
se presenta en los afios 2013 con dos centros y uno en el afio 2018 y brotes de menor
magnitud en otros afios.
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Grafico 2. Curva de mortalidad por SRS en centros de un barrio de la region de Los Lagos,
periodo 2011-2018 (Caso 2).

Al evaluar la evolucion del centro que en promedio presento una poblacion de 955.416
peces, podemos ver en los graficos 3, 4 y 5 un incremento sistematico de las mortalidades
a partir de la semana 2 produciéndose un aumento alarmante en la semana 9 con 6.327
para saltar a 24.245 en la semana 10 y llegando a la maxima mortalidad en la semana 11.
El brote comienza a disminuir hasta la semana 13 y se reportan un nuevo reporte en la
semana numero 26.
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Grafico 3. Curva de mortalidad por SRS (nimero y porcentaje), en centro productor de
Trucha arcoiris de regidn de Los Lagos en el afio 2018. A: mortalidad en cifras absolutas; B:
porcentaje de mortalidad.
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Al analizar en detalle podemos ver que el aumento es significativo, con una alta
correlacién y por otro lado se observa un aumento de las mortalidades directamente
proporcional con el tiempo en semanas (R* 91%) una vez llegado al max. mortalidades se
produce una relacién inversamente proporcional, lo que indicaria una efectividad de las
medidas aplicadas para controlar el brote como son la aplicacién de antibidticos y

eliminacion de mortalidades o que éste sea auto limitante.
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Grafico 4. Curva de mortalidad por SRS y regresién prebrote, en centro productor de
Trucha arcoiris de regién de Los Lagos en el afio 2018 (caso 2).

En este punto surge la posibilidad de considerar herramientas que pudieran utilizarse para
predecir brotes en un centro, como son los graficos de control de procesos. Al realizar el
analisis a través de un grafico de control de proceso se puede observar que a si a partir de
un limite tedrico establecido se supera lo esperado, se da inicio al brote considerando un

numero inusual de casos por mortalidades por SRS.

De esta forma, un centro de cultivo que esta diagnosticando diariamente mortalidades
por SRS, es capaz de determinar el nivel que acepta por dia, dado que ha estudiado y
registrado su evolucion en cada semana epidemioldgica. Asi, al momento de utilizar una
herramienta de control estadistico de procesos, puede detectar si se produce una “racha”
0 aumento progresivo de mortalidades, teniendo la posibilidad de advertir que se esta en

una potencial condicidén de fuera de control y que pudiera desencadenar una situacion de
brote epidémico. Esta herramienta no es susceptible de aplicar para cualquier
enfermedad, no obstante, esta recomendacion se hace al momento de observar y analizar
los distintos comportamientos del nimero de peces muertos asociados a SRS en el
presente estudio, concluyéndose que su implementacién es perfectamente factible como

herramienta de gestidn para el control de esta patologia.
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En este contexto, es imprescindible la profundizacién en la utilizacion de esta
herramienta, existiendo la necesidad de evaluar comportamientos de modo de buscar la
carta que mejor logre predecir los brotes. Por ejemplo, tomando un centro de referencia
de alta mortalidad con 983.342 peces se pudiera realizar el analisis a través de un grafico
de control de proceso por unidades individuales con 3 desviaciones estandar (30). De esta
forma si se observa que a partir del limite tedrico establecido de 4.823 peces (definido
como limite central critico de la carta) se supera lo esperado, se da inicio a la condicidn de
brote considerando un nimero inusual de casos por mortalidades por SRS (Ver anexo 4).

Diagrama de control para unidades individuales de mortalidades asociadas a SRS
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Grafico 5. Curva de mortalidad por SRS, representada por un Diagrama de control para
unidades individuales en brote epidémico Caso 2.

Otro ejemplo es a partir del analisis de las curvas con un bajo nimero de mortalidad y
trabajar con el limite medio y el limite superior, que son mas bajos que en condicién de
brote, pero ambos analisis permitirian explorar alternativas de limites que posteriormente
serian son validados empiricamente (Gréfico 6).
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Grafico 6. Curva de mortalidad por SRS, representada por un Diagrama de control para
unidades individuales en brote de baja mortalidad.

Como se puede observar a través del anadlisis de los comportamientos del ciclo y de los
ciclos productivos en condiciones de los patrones de curvas que generan los centros con o
sin brote epidémico, se podria determinar el valor limite ya sea asociado a un centro o al
barrio.

Cartas de control de proceso

Para el uso metodoldgico de las cartas debe de trabajar con variables con distribucion
normal, lo que debe ser tenido en consideracién al analizar los brotes. Para ello se debe
de establecer, al momento de elaborar las curvas de mortalidad, la capacidad diagndstica
de mortalidades por centro, asi como también los efectos de las medidas aplicadas para el
control del brote, lo que generaria un corte abrupto de la curva que puede deberse entre
otras, a las siguientes situaciones.

1.-Buen resultado de terapia antibidtica
2.-Eliminacién de la jaula con el brote o cosecha
3.-Un brote auto-limitado

No obstante, se puede realizar una adaptacion a esta metodologia a través de la
normalizacion de las variables o utilizar cartas para variables sin normalidad. Es por ello
gue surge la necesidad de seguir estudiando, para lo cual se debe incorporar un grupo de
centros de cultivo que presente informacion histérica en detalle y con una alta
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sensibilidad diagndstica en términos de la capacidad cierta de detectar a los verdaderos
enfermos y considerando ademas los siguientes aspectos:

-Estudio de las distribuciones y opciones de normalizacién.

-Determinar a través del estudio histdrico (ciclos productivos con y sin programa de
control) de los brotes y establecer sus comportamientos.

-Determinar qué tipos de cartas de control de procesos predicen mejor un brote.
-Validacidn de la informacién a partir de datos empiricos.

A este analisis se debe de agregar aspectos asociados a manejos sanitarios como el uso de
vacunas, tratamientos antibioticos, ademas de los barrios o macrozonas. Cabe senalar
también que existen software especializados en el analisis de cartas de control como por
ejemplo Statgraphics©, lo que también debiese ser considerado para la implementacién
de esta herramienta.
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Grafico 7. Mortalidades por SRS (nimero y porcentaje) en centros aledafios al centro en
brote por SRS (Caso 2), afio 2018.
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Con respecto de las mortalidades en los otros centros del barrio, podemos observar que
presentan reportes de mortalidad asociadas a SRS, en practicamente en todos los centros,
por lo que nos indica el nivel de endemismo de la bacteria se mantiene durante todo el
periodo. Si observamos lo que ocurre con los reportes en otros centros durante el brote,
no se observa un aumento significativo como se podria esperar (Grafico 7).

2.-Curvas con baja mortalidad, con forma de brote.

En este caso (Grafico 8) se observan dos centros que presentan mortalidades persistentes
uno productor de S. salar y el otro de S. coho. En este caso su presentacion se asemeja a
una curva de brote pero en baja escala, donde se observa un aumento progresivo hasta
llegar a un maximo nimero de mortalidades para posteriormente disminuir. En el caso de
centro de S. salar repite este patrén en el tiempo en cambio el centro S. coho no repite el
patron. Se observa que las mortalidades son fluctuantes y en forma agrupada sin llegar a
un alto numero que se trasforme en un brote epidémico ya que se autolimita. Esta
presentacion se podria asociar a la accion de las vacunas, pero requiere de mayor
informacidn para realizar esta asociacion.
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Grafico 8. Curva de baja mortalidad por SRS y con forma de brote, regidén de Los Lagos en
el afio 2018 (Caso 3).

3.-Curvas con mortalidades persistentes en el tiempo.

En el analisis de las curvas se identificd una presentacién de mortalidades causadas por
SRS en forma persistente mds de 26 semanas y con un bajo nimero de peces muertos,
como se muestra en el Grafico 9. Se debe de destacar que en estos centros se mantienen
como fuente de infeccidn de la P. salmonis a otros peces y posiblemente a otros centros
del mismo barrio.
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Grafico 9. Curva de baja mortalidad por SRS y persistente, region de Los Lagos en el afio
2018 (Caso 3).

A.2.-Patrones de mortalidades por SRS en centros a nivel de barrios.

Al analizar las curvas de mortalidades por centros agrupados en barrios y en ciclos
productivos, se observé que en general y si bien existen ciertos patrones asociados a los
ciclos de produccion y estaciones del afio, a nivel de centros se pudieron observar
diferentes tipos de patrones en la presentaciéon temporal de las mortalidades de peces
asociadas como causa a SRS. Esta evidencia indica que no hay un patrén especifico de
presentacion de la enfermedad por lo que la aplicacion de un estudio estadistico
inferencial como regresiones, series de tiempo entre otras metodologias para tratar de
modelar un patrén especifico no se justifica.

Como podemos observar en la figura 5 y anexo 3, cada barrio presenta su propia
dinamica de presentacion de centros con mortalidades asociadas, en donde hay ciclos
que un centro presenta un brote y en otro ciclo productivo lo hace otro centro. Este
comportamiento se evidencid en centros de las tres regiones; Los Lagos, Aysén y
Magallanes.

Al comparar entre ciclos productivos se observa en general una disminucién del nimero
de centros que presentan brotes con altas mortalidades (brotes epidémicos) y se debe de
destacar que entre el afno 2016 y 2017 en practicamente todos los centros hubo una
disminucion de mortalidades. Esta situacion en algunos casos podria deberse al Bloom de
algas. Por otro lado, se observod que el aumento de las mortalidades fue de tipo estacional
a temperaturas mas altas del agua.

En las ASC se observaron centros que presentan mortalidades asociadas a SRS en forma
persistente en el tiempo, por lo que los peces actuarian como reservorio de la
enfermedad. A partir de la experiencia de campo y publicaciones realizadas por el equipo
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de trabajo! es posible hipotetizar que el presentar brotes epidémicos podria estar
asociado a los genogrupos de la P. salmonis, como seria del genogrupo EM-90 con brotes
agudos y disminuciones abruptas como respuesta al control del brote, debido a que esta
variante posee mayor susceptibilidad a los antibidticos, ademas de la susceptibilidad de la
especie asi como de las medidas de manejo asociadas al tipo de vacuna, tipo y dosis de
antibiético y momento de su aplicacién. En el caso del barrio estudiado en Magallanes se
determind que existe una circulacion de la bacteria en el sistema, aunque no se asocia a
brotes epidémicos de la enfermedad.
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Figura 5. Serie de curvas de mortalidades asociadas a SRS por centros, en barrios de la
region de Los Lagos, 2011-2018.
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Con respectos de la frecuencia de las curvas observadas, la Curvas con baja mortalidad,
con forma de brote fue la mas frecuente, seguida de Curvas con mortalidades persistentes
en el tiempo con un 70% y en menor frecuencia fueron los Curvas con brotes epidémicos
con un 30%. En algunos casos se presenta mdas de un patrén de los descritos. Con los
centros estudiados no se observd que exista diferencia por especie o regién.

A.3.- Patrones y establecimiento de la sucesion temporal de enfermedades infecciosas
prevalentes (BKD, IPN y HSMI) en salmoénidos en fase marina de cultivo con
Piscirickettsiosis.

De los centros seleccionados en el estudio, se observaron mortalidades asociadas a las
cuatro enfermedades mas prevalentes que son; SRS, IPN, BKD y HSMI, de esta ultima
enfermedad se presentan reportes solo en el ailo 2017. En cuanto a centros afectados en
importancia por enfermedad el mas importante fue por SRS, seguido por BKD y en menor
medida IPN. En el afio 2017, los diagndsticos por HSMI superaron a los diagndsticos de
IPN.
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Grafico 10.- Frecuencia anual de centros marinos que reportaron mortalidades por
distintos agentes patogenos, periodo 2011-2018.

En los centros con reportes de SRS, se establecid que entre un 30% a un 50% estaban
asociado en ese aifio a mortalidades por otros agentes (grafico 11).
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Grafico 11.- Diagndsticos de mortalidades por SRS y coocurrencias de patégenos (IPN, BKD
y HSMI) en centros marinos, periodo 2011-2018.

Al analizar un centro con SRS, se pudo observar que en forma concomitante estaba
presente mads de un agente patdgeno (BKD e IPN), por lo que es importante de considerar
que durante el diagndstico de una patologia se puede enmascarar las lesiones por otro
agente o se dé mas importancia al agente que causa mayor nimero de mortalidades
(grafico 12 Ay B).
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Grafico 12.- Diagndsticos de mortalidades por SRS y coocurrencias de patégenos (IPN,
BKD) en centros marinos, periodo 2017.
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En el siguiente ejemplo se puede observar que dentro de una misma semana se detectan
mortalidades causadas por dos enfermedades como son BKD y SRS.
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Grafico 13.- Diagndsticos de mortalidades por SRS y las coocurrencias de BKD en un centro
marino, periodo 2017.

En cuanto a la presentacion de las mortalidades en el tiempo en varios ciclos productivos,
como se observa en el grafico 14 no se observd en los centros del estudio una secuencia
de presentacion de mortalidades asociadas a SRS y BKD, por lo que su apariciéon puede
estar asociadas a factores propios de los centros.

Finalmente, cabe sefialar que si bien originalmente se considerd la construccidn de curvas
de mortalidad asociadas a Tenacibaculosis (T. dicentrarchi y/o T. maritimum), esto no fue
posible de realizar, dado que la base de datos utilizada para la construccién de las curvas
no incluia a estos agentes en el registro de categorizacién de la mortalidades.
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Centro D

advierte una secuencia de presentacion, por lo que ambas enfermedades obedecen a
patrones independientes, posiblemente asociadas al respectivo centro de cultivo.

Grafico 14. Presentacion en el tiempo de BKD y SRS en cuatro centros de cultivo. No se
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ETAPA 3. ESTUDIO MOLECULAR, CLINICO E HISTOPATOLOGICO DE CAMPO

Estado actual del

Etapa Actividad resultado

Estudio molecular, Obtenciéon de muestras | Finalizada
clinico e de peces moribundos y
histopatoldgico de mortalidades en

las co-morbilidades | centros activos con

de Piscirickettsiosis | diagndstico de

con enfermedades mortalidades por SRS.
prevalentes Anadlisis clinico de peces | Finalizada
moribundos y
mortalidades en
centros activos con
diagnéstico de
mortalidades por SRS y
con lesiones de otras
infecciones co-
ocurrentes.

Realizacion de Finalizada
diagndsticos de RT-PCR
Realizacidn de andlisis Finalizada
histopatoldgicos
Analisis estadistico y Finalizada
epidemioldgico de los
resultados.

Resultado 1. Se obtuvieron muestras de 23 centros de cultivo seleccionados por su historia
sanitario, que fueron visitados analizandose clinicamente la mortalidad total del dia
presente en cada centro. Para completar el nimero minimo de centros a incluir en el
estudio, se revisod el banco de contramuestras de centros seleccionados, pero no operativos
dentro del periodo que se ejecutd el estudio. De esta forma se incluyeron 23 centros mas,
totalizando 46 centros en el estudio.
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Resultado 2. A partir de esa evaluacion clinica se seleccionaron peces que cumplieran con
la manifestacién andtomo-patoldgica consistente primariamente con SRS, y en segundo
lugar, para completar el tamafio muestreal con alguna otra enfermedad de las
incorporadas en el estudio. De estos peces se obtuvieron muestras para analisis
moleculares y analisis histopatoldgico y se construyé un set fotografico de las lesiones
macroscopicas mas relevantes.

Piel: Las lesiones tegumentarias, son las primeras en evidenciar el curso clinico de SRS.
Pueden observarse en las tres especies, la presentacién de Ulceras cutaneas, a menudo
contaminadas con Tenacibaculum spp. u otras bacterias ambientales.

Figura 6. Ulceras cutdneas. A: Salmén del Atlantico; B: Salmén coho; C: Trucha arcoiris.
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Higado: La

lesiones anatomo-patoldgicas mds frecuentes de observar en higado,
corresponden a diversos grados de tumefaccidén y congestidon con o sin hemorragias. Estas
lesiones normalmente se atribuyen a SRS. Esta enfermedad fue la predominante en cuanto
patologia de base para presentaciones coocurrencias (Figura 7).

=

Figura 7. Lesiones hepaticas mas frecuentemente detectadas. Las cuatro fotografias
muestran tumefaccidn, congestién y hemorragia. F: nodulaciones hpaticas de tonalidad
blanquecina, asociadas a BKD.
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Bazo: El bazo suele verse reactivo para el caso de infecciones bacterianas, por lo que
normalmente para el caso de SRS como enfermedad predominante y tal como se observa
en la Figura 8, se presenta con diversos grados de tumefaccién. Cabe sefalar que para el
caso una coocurrencia de BKD, es posible observar nodulaciones blanquecinas semejantes
a las que se encuentran en rifndn. Por otra parte, para el caso de afecciones tegumentarias,
presumiblemente por Tenacibaculum spp., el aspecto del bazo puede tornar mas globoso,
aunque no en todos los casos ocurre esta situacién.

Figura 8. Lesiones esplenlcas detectadas Las fotografias muestran dlversos grados de
tumefaccion y congestién. Cy D muestran presencia de pequefias granulaciones asociadas
a cuadros severos de BKD. E y F muestran tumefaccién esplénica de morfologia globosa que
puede observarse ocasionalmente en coocurrencia de SRS y Tenacibaculosis.
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Corazon: Como se muestra en la Figura 9 xisten lesiones cardiacas asociadas a HSMI, no
obstante estas son inespecificas y puedn también presentarse en SRS, por lo que el
diagnéstico clinico debe necesariamente asociarse al diagndéstico histopatolégico vy
molecular. El hallazgo mas frecuentemente detectado en corazdn correspondiod a palidez y
presencia de codgulos. Estos signos bien puede corresponder a cambios post mortem. Una
lesion mas de base pudiese corresponder a la presencia de focos congestivo e
hidropericardio que podria evidenciar algun grado de reaccién inflamatoria (miocarditis),
no obstante como se indico, la apreciacidn clinica es insuficiente en ese sentido.

Figura 9. Hallazgos anatomo-patoldgicos detectados. A-C: palidez cardiaca (posible cambio
post mortem); Ay C: vasos sanguineos pletdricos; D: congestidn e hidropericardio
presumiblemente asociados a algun grado de miocarditis.
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Resultado 3. Andlisis la relacion causal de las co-ocurrencias y/o co-morbilidades
infecciosas (BKD, IPN, PRV/HSMI) asociadas a diagndstico de Piscirickettsiosis en
salmdnidos en fase marina de cultivo.

Para establecer las coocurrencias o comorbilidades, se realizaron diagndsticos moleculares
de SRS, BKD, PRV, Tenacibaculum asociados al diagndstico clinico, histopatoldgico y la
gradiente de enfermedad de SRS, BKD, PRV/HSMI y Tenacibaculum spp. En el estudio
participaron 46 centros, con produccion de S. salar (85%), seguido de S. coho (13%) y
Trucha arcoiris (2%).

T. arcoiris

\"

Grafico 15. Distribucidn por especie de los centros incorporados al estudio.

Como resultado del estudio se determind una alta coinfeccién en los centros que
participaron en la investigacion. Como se observa en la Tabla 5, un 78,3 de los centros se
diagnosticaron tres o mds agentes patégenos y en ocho de ellos hasta cinco agentes. Esta
evidencia nos indica una alta carga de agentes patogenos que circulan en los centros del
estudio.
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Tabla 5.- Frecuencia de agentes patdgenos identificados en 46 centros marinos, afio 2018.

n° agentes n°® centros %
2 agentes

SRS90+TD 1

BKD+TD 1

PRV1+TD 6

SRS89+TD 2

Total centros 10 21,7
3 agentes

IPN+PRV1+TD 2

SRS90+PRV1+TD 10

BKD+PRV1+TD 4

SRS89+BKD+TD 2

Total centros 18 39,1
4 agentes

SRS90+SRS89+PRV1+TD 3

SRS90+BKD+PRV1+TD 3

SRS90+IPN+PRV1+TD 1

SRS89+PRV1+TD+TM 2

IPN+PRV1+TD+TM 1

Total centros 10 21,7
5 agentes

SRS90+SRS89+BKD+PRV1+TD 2

SRS89+BKD+PRV1+TD+TM 3

SRS89+IPN+PRV1+TD+TM 2

SRS90+IPN+PRV1+TD+TM 1

Total centros 8 17,4

Total 46 100

En la regién de Aysén se determind una mayor carga de patégenos por centro que la
region de Los Lagos, presentando unas 6,5 veces mas posibilidades de detectar 4 o mas
agentes patogenos.

38



“ﬁj‘ PROGRAMA

PARA LA GESTION SANITARIA EN LA

“ ACUICULTURA

Tabla 6.- Frecuencia de agentes patdgenos identificados en 46 centros marinos por region,

afio 2018.
Agentes Los Lagos % Aysén %
SRS90-89-BKD-PRV1-TD 2
SRS90-89-PRV1-TD-TM 1
SRS90-IPN-PRV1-TD-TM 1
SRS98-BKD-PRV1-TD-TM 2
SRS98-IPN-PRV1-TD-TM 2
Total 2 8,0 6 28,6
SRS90-89-PRV1-TD 3
SRS90-BKD-PRV1-TD 3
SRS90-IPN-PRV1-TD 1
SRS98-PRV1-TD-TM 2
IPN-PRV1-TD-TM 1
Total 3 12,0 7 33,3
BKD-PRV1-TD 3 1
IPN-PRV1-TD 1 1
SRS90-PRV1-TD 8 3
SRS98-BKD-TD 2
Total 14 56,0 5 23,8
PRV1-TD 3 3
SRS89-TD 2
BKD-TD 1
Total 6 24,0 3 14,3
Total General 25 100 21 100

OR=6,5 (1,7-24,2) p<0,05
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Asimismo, al evidenciar el nivel de desarrollo de los peces muestreados y por especie:

S. salar

Agentes <1,6 kg 1,7-3,2kg 3,3-5kg >5 kg Total %
SRS EM-90 (A) 0 2 19 25 46/232 19,83
SRS LF-89 (B) 0 5 4 2 11/232 4,74
BKD 4 0 3 12 19/232 8,19
IPN 1 4 0 0 5/232 2,16
PRV1 36 24 69 34 163/232 70,26
PRV2 0 0 0 0 0/232 0,00
PRV3 0 0 0 0 0/232 0,00
T. dicentrarchi 35 28 48 57 168/232 72,41
T. maritimum 1 0 5 0 6/232 2,59
Sin deteccién 3 5 7 15/232 6,47

80 63 153 137

N° agentes

identificados 4 5 5 5

S. coho

Agentes <1,3 kg 1,3-2,6 kg >2,7 kg Total

SRS LF-89 (B) 0 0 3 3/24

BKD 0 11 5 16/24

T. dicentrarchi 0 12 12 24/24

N° agentes 0 2 3

identificados

Trucha Arcoiris

Agentes <1,3 kg Total %

SRS LF-89 (B) 6 6/12 50

T. dicentrarchi 12 12/12 100

N° agentes
identificados 2

40



o ‘ﬂ?- PROGRAMA

* PARALA GESTION SANITARIA EN LA

- ACUICULTURA

Resultado 4. Para histopatologia se analizaron 115 peces incluyendo cinco tejidos cada
uno, totalizando 575 tejidos para caracterizar histopatolégicamente las condiciones clinicas
presentadas durante el periodo que durd el estudio. No se evidencié un patrén comun de
lesiones coocurrentes que permitiese orientar un diagndstico de comorbilidad, sino que
mas bien se observd el predominio de una patologia basal.

Branquias: en branquias los hallazgos mas frecuentes corresponden a cuadros
proliferativos del epitelio branquial consistentes con la expresion del complejo branquial
(CGD), de naturaleza crénica y cuadros mas agudos que se expresan con anormalidades
vasculares (congestidn, aneurismas, hemorragias), proliferacion de células mucosas y/o
células inflamatorias, con alta incidencia de factores ambientales, como por ejemplo
organismos asociados al plancton.

Figura 10. Lesiones branquiales relevantes. A: hiperplasia del epitelio branquial (asociada a
CGD); B: trombo en laminilla secundaria (lesidn vascular inespecifica); C: hiperplasia
epitelial con congestidn leve (asociada a CGD). D: Proliferacién de células mucosas con
infiltrado mononuclear (reaccién aguda inespecifica).
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Higado: las lesiones hepaticas fueron las mas frecuentemente pesquisadas. La mayor parte
asociadas a cuadros clinicos de SRS, sin presentar caracteristicas de alguna condicién de
coocurrencia. Destacan diversos grados de estaeatosis, presumiblemente asociados a
dietas, necrosis y fibrosis como secuelas de procesos inflamatorios producto de SRS.

Figura 11. A: degeneracion vacuolar macrovesicular (esteatosis) B: Fibrosis hepatica
perivascular; C: foco de necrosis con infiltrado mononuclear en el parénquima (granuloma);
D: atrofia severa de hepatocitos con focos de congestidon y hemorragia; E: fibrosis e
infiltrado mononuclear alrededor de conductos biliares; F: foco de necrosis coninfiltrado
mononuclear y hemorragia.
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Rifidn: las lesiones renales siguen el mismo patréon de inespecificidad de los otros tejidos
evaluados. En la practica clinica suelen encontrarse una patologia de base a nivel renal
(fundamentalmente diversos grados de nefritis intersticial y/o glomerulonefritis) que no
compromete necesariamente la funcionalidad del 6rgano, ya que este normalmente es
capaz de compensar el daiio que pudiese presentar. Dado que el rifién de los peces posee
diversas funciones (hematopoyéticas, inmunoldgicas, excretoras y endocrinas) es habitual
encontrar en cortes histolégicos la presencia de centros melanomacréfagos. Estas
estructuras funcionan en forma andloga a lo que podria efectuar el sistema linfatico de los
vertebrados superiores, es decir son zonas donde se lleva a cabo fagocitosis de elementos
potencialmente daiinos para el individuo (ya sea de naturaleza biolégica patolégica como
bacterias o virus, u otros productos inertes.

Figura 12. A: granuloma renal (BKD); B: necrosis tubular renal y presencia de células
melanomacrofagicas; C: lomerulonefritis con exudacidn proteica; D: nefritis intersticial
mononuclear con presencia de células melanomacrofagicas.
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Corazon y musculo esquelético: el tejido muscular, tanto cardiaco como esquelético es la
eleccion para el diagnostico histopatolégico de HSMI. Como se ha mencionado, no
corresponde a una signologia patognomodnica, sino que son lesiones que pueden
presentarse en otras enfermedades, como SRS. En consecuencia, las lesiones
histopatoldgicas cardiacas, fundamentalmente del tipo inflamatorio cardiaco (miocarditis) y
necrosis, tanto en musculo esquelético como corazdon, pueden dar una orientacion
diagndstica, no obstante, el diagndstico definitivo debe complementarse con pruebas
moleculares. Durante el estudio se identificaron lesiones cardiacas y musculares
coocurrentes en individuos positivos a P. salmonis y PRV, no obstante no fue posible
atribuir el dafo tisular a uno o al otro patégeno, predominando el diagnéstico por una de
las condiciones, principalmente SRS.

Figura 13. A: Epicarditis mononuclear; B: granuloma cardiaco; C: granulomas en capa
esponjosa con infiltrado mononuclear (HSMI); D: musculo esquelético: necrosis de miositos
con infiltrado mononuclear (HSMI).
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ETAPA 4. INFECCION EXPERIMENTAL CON P. salmonis EN COHABITACION

B ]

Metodologia infeccidn experimental

Esta infeccién experimental se realizd con dos grupos de peces clinicamente sanos
provenientes de dos pisciculturas localizadas en las regiones de Los Lagos y de la Araucania.
Los dos grupos de peces presentaban pesos promedio de 50 y 70 gramos al ingresar a
Salmon Clinical Trials (SCT), respectivamente. Una muestra de 16 peces tomada al azar de
cada lote, fue sometida a eutanasia y posterior necropsia para chequear el estatus de
drganos internos y tomar muestras de sangre y rifidn anterior para diagndstico molecular
de patdgenos prevalentes. Los resultados del examen macroscépico post-mortem indicaron
ausencia de lesiones en los érganos internos y en las cavidades. Los resultados de los
analisis moleculares sélo indicaron la presencia de PRV-1 en la totalidad de las muestras de
sangre de los peces evaluados. Los valores de Ct promediaron valores cercanos a 20. Este
hallazgo es indicativo de la alta prevalencia de la infeccion con PRV-1 en salmén del
Atlantico en pisciculturas de diferentes regiones del pais.

La informacion previa generada por el Laboratorio de Biotecnologia y Patologia Acudtica
apuntaba a frecuencias de infeccidon cercanas al 60% durante los afios 2014 y 2015. Al
parecer la prevalencia ha ido en aumento durante los ultimos anos, datos de campo
obtenidos por ADL en este estudio, sugieren frecuencias sobre el 75-80% en muestras
individuales y 100% de las pisciculturas con al menos 1 diagndstico positivo a la presencia
de PRV. Se decidié entonces continuar el bioensayo para evaluar la patogénesis y la
respuesta inmune de peces infectados previamente con PRV-1 y expuestos a un desafio por
co-habitacion con peces troyanos infectados con PRV-1 e inoculados intra-peritonealmente
con P. salmonis.

Se realizd la infeccidon intraperitoneal (IP) con P. salmonis en un grupo de 84 peces Salmo
salar 100g de peso en promedio, previamente infectados con PRV-1 para generar una
presion de infeccion de 35%. La dosis de infeccién correspondié a 5,2 x 10° UFC de P.
salmonis contenidas en 100 pL de solucién buffer fosfato pH 7,2.

Tres grupos de 28 peces previamente marcados e inyectados IP, fueron alojados en co-
habitacion con tres grupos de 52 peces infectados naturalmente con PRV-1 en tres
estanques conectados hidraulicamente y en recirculacién, a una densidad de 12kg/m3,
mantenidos a una temperatura promedio del agua de 122C y una salinidad del 13%o.. Desde
el inicio del desafio, los peces fueron monitoreados dos veces al dia.

A partir del dia 10 post-inyeccidn (IP), comenzd la mortalidad de los peces troyanos. El dia
14 post-desafio y coincidiendo con la maxima mortalidad de los peces troyanos, se
comenzd el muestreo semanal de los peces cohabitantes. El procedimiento consistié en la
sedacién profunda de los peces con benzocaina 20%, luego se extrajo la muestra de sangre
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y se procedid a la denervacién de los peces para continuar con la toma de muestra de los
tejidos: branquias, bazo, higado, corazdn vy rifidn anterior en formalina tamponada al 10%
para analisis histoldgico y de rifidn anterior y bazo para las determinaciones de respuesta
inmune y carga bacteriana. Durante el muestreo en los diferentes tiempos post-desafio, los
peces cohabitantes no presentaron lesiones macroscépicas concordantes con SRS.

Resultado 1: Valores de Ct de individuos infectados con PRV

Las muestras de sangre obtenidas fueron sometidas a la extraccidon de ARN total, para esto
50 pL de sangre fueron mezcladas con micro-esferas de ceramica y el reactivo Trizol
(Invitrogen). Posterior a la adicion de cloroformo la fase acuosa obtenida fue acoplada al kit
de deteccién E.Z.N.A. RNA extraccion kit (Omega-biotek) de acuerdo con las indicaciones
del fabricante. EI ARN total obtenido fue posteriormente amplificado a través de RT-qPCR
con partidores y sonda especificos para el gen L1 de PRV usando quimica TagMan (Life
Technologies) en un equipo QuantStudio 3 (Applied Biosystems).

Los valores de Ct obtenidos en el RT-gPCR fueron utilizados como reflejo de la carga viral.
La distribucién de los valores de Ct en los diferentes tiempos post-desafio fue evaluada a
través de la prueba de Shapiro-Wilk. Como resultado, se encontré que los valores de Ct
poseian una distribucion normal, por lo que se procedié con andlisis de varianza para
evaluar las diferencias entre los diferentes tiempos post desafio con P.salmonis.

Anali=is de la varianza

Variable N R* Rf Aj CV
Ct PRV 120 0,56 0,55 12,79

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CH F p-valor

Modelo, 1109,74 2 554,87 74,53 <0,0001

dpe 1109,74 2 554,87 74,53 <0,0001

Error 871,10 117 7,45

Total 1580,84 119

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,44840
Error: 7,4453 gl: 117}

dpc Media=z n E.E.

14,00 17,78 40 0,43 &

21,00 21,00 40 0,43 B

30,00 25,20 40 0,43 C

Medizs zon una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,.05)

los 14 dias post desafio, los valores de Ct se presentaron muy homogéneos vy
relativamente bajos indicando una alta carga viral. Esta situaciéon va cambiando a lo largo
del tiempo aumentando la variabilidad y los valores de Ct. Se observa entonces una
disminucion significativa de las cargas virales a lo largo del tiempo en el ensayo de co-
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infeccidn con P. salmonis evidenciada por un aumento en los valores de Ct de PRV (p <
0,05).

A continuacién, se muestra la Figura 14 con la evolucién de los valores de Ct para PRV
obtenidos durante el bio-ensayo de co-infeccién con P. salmonis

30,24 4
26751
[ |
-
E 23250
G T
.
18,76 2
H
18,28
14 21 30

Dins post infaccidn

Figura 14. Variacion de los valores de Ct de PRV en salmdn del Atlantico naturalmente
infectados durante el ensayo de co-infeccidén con P. salmonis.

Los resultados que se muestran en la Figura 14, sugieren que las cargas virales de PRV-1 en
smolts de salmén del Atlantico, durante la co-infeccidn con P. salmonis, disminuyen a
medida que aumenta el tiempo post-exposicion a la bacteria. Esto podria sugerir un efecto
de desplazamiento del agente viral por el bacteriano, o que el agente bacteriano esta
perturbando el curso de la infeccidn viral, evidenciado por una mayor variabilidad en las
cargas virales a medida que aumenta la proporcion de peces infectados con la bacteria.

Resultado 2: Cargas bacterianas de P. salmonis

Muestras de rifidon anterior obtenidas desde los peces cohabitantes a diferentes tiempos
post-desafio fueron sometidas a la extraccién de ADN total utilizando el kit E.Z.N.A Tissue
DNA kit (Omega Bio-tek) siguiendo las indicaciones del fabricante. EI ADN eluido fue
analizado con partidores y sonda especificos para el gen 16S de P. salmonis con quimica
Agpath-ID (Agilent Technologies) en un equipo AriaMx (Agilent Technologies). Los valores
de Ct obtenidos en la deteccién molecular fueron utilizados como reflejo de la presencia o
ausencia de cargas bacterianas de P. salmonis en los peces cohabitantes a partir del dia 14
hasta el dia 30 post-desafio.
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El dia 14 post-desafio una proporcion de 17,5% de s. Atlantico presenté cargas bacterianas,
esta proporcion se mantuvo hasta el dia 21 post-desafio, pero aumenté a 40% al dia 30
post-desafio (Figura 15).
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Figura 15. Porcentaje de cargas bacterianas de P.salmonis en salmones del Atlantico co-
habitantes a diferentes tiempos post-desafio con peces troyanos infectados con P.salmonis.

Esta dindmica de las cargas bacterianas muestra una clara diferencia de lo que ocurre con
la infeccion con PRV-1, a pesar de que la proporcion de peces infectados con PRV-1 se
mantiene en 100%, los valores de Ct van aumentando con el tiempo, reflejando una
disminucion en las cargas virales. Las cargas bacterianas se van presentando en una mayor
proporcién de los peces cohabitantes a medida que aumenta el tiempo post exposicion a P.
salmonis y las cargas virales van disminuyendo, aunque no desaparecen.

Resultado 3: Respuesta inmune

Muestras de rifidon anterior obtenidas desde los peces cohabitantes a diferentes tiempos
post-desafio fueron sometidas para extraccién de ARN total; para esto, 30 mg de tejido
fueron mezcladas con microesferas de ceramica y 500 uL del reactivo Trizol (Invitrogen).
Posterior a la adicion de 100 uL cloroformo, homogenizacién y centrifugacion, la fase
acuosa obtenida fue acoplada al kit de deteccién E.Z.N.A. RNA kit de extraccion (Omega-
biotek) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. EI ARN eluido fue sometido a
transcripcion reversa con AffinityScript cDNA Synthesis kit (Agilent Technologies) en un
equipo termociclador Veriti (Applied Biosciences). A partir del cDNA generado se procedid
a la amplificacién por gPCR de genes inmunes con partidores especificos y quimica Brilliant
Il SYBR MM (Agilent Technologies) en un equipo QuantStudio 3 (Applied Biosystems). Los
resultados de la expresion génica fueron normalizados con el factor de elongacion vy
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analizados a través del método de 2%, En la tabla 6 se indican los partidores utilizados en
este ensayo.

B ]

Tabla 6. Partidores utilizados en este ensayo para evaluar la expresion de genes inmunes en
salmon del Atlantico infectados con PRV-1y desafiados por cohabitacién con P. salmonis.

Determinacion Partidor (5'-3') Referencia

IEN-| Fwd: ACTGAAACGCTACTTCAAGAAGTTGA McBeath et al., 2006

Rev: GCAGATGACGTTTTGTCTCTTTCCT

L8 Fwd: GGCCCTCCTGACCATTACT Xu etal., 2012

Rev: ATGAGTCTACCAATTCGTCTGC

Mx Fwd: GGTGATAGGGGACCAGAGT Roszg, 2017

Rev: CTCCTCACGGTCTTGGTAGC

EIF 10 Fwd: TGCCCCTCCAGGATGTCTAC Lovoll etal., 2011

Rev: CACGGCCCACAGGTACTG

IL-1b Fwd: GCTGGAGAGTGCTGTGGAAGAACATATAG Pooley etal., 2013

Rev: CCTGGAGCATCATGGCGTG

IL-12 Fwd: GAGCCAAGTCTTATGGCTGC Valenzuela et al., 2017

Rev: GTTCAAACTCCAACCCTCCA

Al examinar los datos de la respuesta inmune con la prueba de Shapiro-Wilk se evidencio
gue éstos no se distribuyen normalmente, por lo tanto, se eligid la prueba de Kruskal-Wallis
para continuar con el analisis de las veces de cambio de la expresion de transcriptos de
genes inmunes a lo largo de los diferentes tiempos post-desafio.

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)

promINF1 119 12,32 12,79 0,79 <0,0001
promIL1E 119 0,39 0,21 0,84 <0,0001
promILE 119 12,48 14,52 0,71 <0,0001
promIL12 119 0,05 0,14 0,38 <0, 0001
promMz 119 2,73 3,79 0,65 <0, 0001

R.4.3.1. Interferdn tipo |

La expresidon de IFN-I es un reflejo de la actividad antiviral y generalmente se presenta
aumentada en casos de infeccidn viral. Concordante con lo mencionado en la literatura,
durante este ensayo, la expresion de IFN-1 va disminuyendo en los peces cohabitantes a
medida que aumenta el tiempo de exposicién a la bacteria por parte de los peces troyanos
(Figura 16). La prueba de Kruskal Wallis indica que esta disminucién es significativa en los
tiempos evaluados.
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Frucebha de Eruskal Wallis

Variable dpc N Media=s D.E. Medianazs H P
promINF1 14 40 22,32 14,83 21,27 83,47 <0,0001
promINF1 21 3% 12,88 7,62 11,77

promINF1 30 40 1,77 1,18 1,40

Trat. Ranks

30 20,50 &
21 71,69 B
14 88,10 C

Medias con urma letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,.05)

63,06

47,294

31,531

INF1

21,27

15,76

"7

1,40
0,00 T T i
14 21 30

Dias post desafio

Figura 16. Niveles de expresidon de IFN-1 en salmones del Atlantico cohabitantes infectados
con PRV-1, a diferentes tiempos post-desafio con peces troyanos infectados con
P.salmonis.

R.4.3.2. Interleuquina 1B (IL-1£)

La interleuquina 1B posee funciones pro-inflamatorias y generalmente aumenta su
expresion frente a la presencia de patdgenos de naturaleza bacteriana. En este caso, no se
aprecian diferencias substanciales en la expresién de esta citoquina (Figura 17).

50



e T

PARA LA GESTION SANITARIA EN LA

ACUICULTURA

Prueba de Eruskal Wallis

Variable dpc N Medias D.E. Medianas H =
promIL1E 14 40 0,47 0,21 0,38 12,26 0,0022
promIL1B 21 395 0,32 0,12 0,30

promILl1B 30 40 0,38 0,26 0,34

Trat. Ranks

21 49,74 &
30 54,70 A
14 75,30 =

Medizs con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

0,98
0,74+
[sa]
5 049-
038
. 0,34
030 -]
0,25
0,00
14 21 30

Dias post desafio
Figura 17. Niveles de expresion de IL-1 en salmones del Atlantico infectados con PRV-1

cohabitantes a diferentes tiempos post-desafio con peces troyanos infectados con
P.salmonis.

R.4.3.3. Interleuquina 8 (IL-8)

La interleuquina 8 se considera una quimioquina que aumenta fundamentalmente frente a
estimulos de tipo bacterianos. En este caso, la expresidon de IL-8 disminuye entre el dia 14 y
el dia 30 post-desafio. Esta disminucion podria estar relacionada con el efecto de la co-
infeccidn del agente viral y el bacteriano (Figura 18).
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Frucbha de Eruskal Wallis

Variable dpc H Medias D.E. Medianmas H E
promILEZ 14 40 15,10 11,28 12,43 37,58 <0,0001
promILZ 21 35 18,19 19,94 7,8

promIlL8 30 40 4,28 3,77 2,74

Trat. Ranks

30 32,80 L
21 72,41 B
14 75,10 B

Medizs con una letrs comun no son significativamente diferentes (p » 0,05)

6853
51,39
8 342

17,13

1243

789
1 I lzu
0,00 T :

14 21 30
Dias post infeccién

Figura 18. Niveles de expresion de IL-8 en salmones del Atlantico infectados con PRV-1
cohabitantes a diferentes tiempos post-desafio con peces troyanos infectados con P.
salmonis.

R.4.3.4. Interleuquina 12 (IL-12)

Interleuquina 12 es una citoquina pro-inflamatoria que aumenta en peces, en érganos
como rindn anterior, frente a infecciones principalmente bacterianas para gatillar
respuestas inmunes de tipo Thl. En este caso, la expresidon de esta citoquina no se
encuentra aumentada en los dias 14 y 21 post-desafio y presenta un aumento leve, pero
significativo al dia 30 concordando con el mayor porcentaje de peces cohabitantes que
presentan cargas bacterianas de P. salmonis (Figura 19).
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PFrueba de Eruskal Wallis

Variable dpc N Medias D.E. Medianazs H E
promILl2 14 40 0,00 0,00 0,00 15,75 <0,0001
promIL12 21 39 0,00 0,00 0,00

promILl12 30 40 0,15 0,22 0,04

Trat. Ranks

21 50,00 &
14 50,00 A
30 79,75 B

Medizs con una letrs comin no son significzstivamente diferentes (p > 0,.08)

0,09

IL12
o
k=]
(53]

B B
14 21 30
Dias post infeccion

Figura 19. Niveles de expresion de IL-12 en salmones del Atlantico infectados con PRV-1
cohabitantes a diferentes tiempos post-desafio con peces troyanos infectados con P.
salmonis.

R.4.3.5. Mx

Las proteinas Mx son sintetizadas después de la liberacidon de interferén 1 frente a algunas
infecciones virales. En la célula impiden el ensamble de las capsides virales. En el caso de
esta co-infeccién experimental, la expresion del gen mx-1 aumenta en los peces
cohabitantes sélo entre el dia 21 y el dia 30 post-desafio (Figura 20). Esta respuesta es
inesperada, ya que los peces se encuentran infectados con el virus PRV-1, pero las cargas
virales van disminuyendo con el tiempo.
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Prueba de EKruskal Wallis

Variable dpc H Medias D.E. Medianas H 4
promiMx 14 40 1,10 0,98 0,71 65,61 «<0,0001
promiix 21 39 0,72 0,45 0,54

promiix 30 40 6,33 4,70 5,65

Trat. Ranks

21 37,85 &
14 45,90 &
30 a5, 70 =

Medizs con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,.05)

16,34+

12,25

8,17+

Mx

4,084

ST

14 21 30
Dias post desafio
Figura 20. Niveles de expresion de Mx en salmones del Atlantico infectados con PRV-1
cohabitantes a diferentes tiempos post-desafio con peces troyanos infectados con

P.salmonis.

0,00

En conclusidn, en este estudio se observan aumentos de genes inmunes relacionados con
la infeccion viral, como el caso de IFN-1 y relacionados con la infeccion bacteriana como IL-
12. Sin embargo, hay genes que mantienen su expresién como el caso de IL-1B y IL-8 y que
no reflejan un efecto bacteriano o viral especifico; pero, que podrian estar reflejando un
estado de balance entre la modulacién que generan cada uno de los patégenos en la
respuesta inmune de los hospederos.
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Resultado 4: Histopatologia

Para el bioensayo fueron analizadas 650 muestras de diferentes tejidos, segin evaluacion
clinica y andtomo-patolégica, correspondientes a muestreos de aproximadamente 40 peces
cada uno, a partir del dia 14 al dia 30 post desafio intraperitoneal de los troyanos.

14 dias post desafio

A los 14 dias post desafio la mayoria de las muestras evaluadas no presentaron lesiones o
presentaron lesiones de tipo leve.

En la evaluacion del tejido cardiaco, un 27% (11 de 40 peces) de los cohabitantes no
presentaron lesiones. Del total de animales muestreados en este tiempo, las lesiones
cardiacas leves que se observaron fueron epicarditis mononuclear leve (47%) y congestion
cardiaca leve (15%). Ninguna de estas lesiones se relaciona directamente con la infeccién
con PRV o con P. salmonis.

En la evaluacién del tejido hepdtico las lesiones mads frecuentemente encontradas fueron
congestion (47%) Atrofia (42%) y dilatacion de vasos hepaticos (40%) todas ellas de tipo
leve.

Un 50% de las muestras de rindn evaluadas no presentaron lesiones, mientras entre las

restantes, los principales hallazgos fueron congestién (27%), degeneracidon glomerular
(20%) y glomerulonefritis (15%). Todas ellas de caracter leve.
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Figura 220. Rifidn. Degeneracidn glomerular leve (flecha negra). HE, 40x.

Del total de muestras de bazo evaluadas, un 17,5% no presentd lesiones. Del resto, un 62%
presentd congestidn leve y un 45% presentd deplecion linfoide leve.

Finalmente, del total de muestras de branquias un 40% no presentd lesiones y el resto de
las muestras presentaron mas frecuentemente hiperplasia de células epiteliales de las
laminillas secundarias (25%), congestion leve (25%) y acortamiento y fusién de dpex de
laminillas secundarias (17%).

Dia 21 post desafio

Durante este muestreo se observé un aumento en la severidad de las lesiones con respecto
al dia 14 post desafio, esto tanto en rindn como en higado, corazén, bazo y branquias. Sin
embargo, las proporciones de individuos con lesiones disminuyeron en algunos tejidos con
excepcidon de rifion donde el 100% de las muestras presentaron lesiones. El 60% de
muestras no presentaron lesiones cardiacas, 56% no presenté lesiones en higado, 20% no
presentd lesiones en bazo y 56 no presenté lesiones en branquias.

Con respecto a corazén, se observé con mayor frecuencia epicarditis mononuclear focal
leve (33%) y en menor proporcidn aparece miositis mononuclear leve (5%).
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Figura 23. Corazon. Foco infiltrado inflamatorio mononuclear en capa esponjosa (flechas
negras). HE, 40x.

/

Figura 24. Corazon. Infiltrado inflamatorio mixto en epicardio (flechas negras) acompanado
de células melanomacrofagicas (flechas blancas). HE, 40x

En higado a los 21 dias post desafio se observa infiltracién inflamatoria mononuclear
perivascular (38%), necrosis (12%) y hemorragias (5%).
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Figura 25. Higado. Infiltrado inflamatorio mononuclear (circulo negro). HE, 40x.

A nivel renal, el 100% de las muestras de los peces cohabitantes presentd nefritis
intersticial moderada en conjunto con hiperplasia de células melanomacrofagicas también
moderada.

Las lesiones de bazo corresponden principalmente a congestion en grado moderado y
severo en una proporcidon de 36 y 15%, respectivamente. Ademas, se observé hiperplasia
de pulpa blanca en 15% de las muestras e hiperplasia de células melanomacrofdgicas en
5%.

Finalmente, las lesiones branquiales correspondieron a infiltracion inflamatoria
mononuclear leve y telangectasia (74 y 5% del total de muestras evaluadas,
respectivamente)

Dia 30 post desafio

A los 30 dias post desafio, disminuyé la proporcién de peces con lesiones histopatolégicas.
De igual forma, la severidad las lesiones se aminord. Del total de peces evaluados, un 95%
no presentd lesiones cardiacas, un 37,5% no presenté lesiones en bazo, un 47,5% no
presentd lesiones hepaticas, un 90% no presentd lesiones renales y un 85% no presento
lesiones en branquias. Esta situacidon es comparable a lo encontrado el dia 14 post desafio.
Las principales lesiones encontradas correspondieron a congestién leve a nivel cardiaco,
atrofia leve y congestidn leve en bazo, dilatacidn de vasos hepdaticos y congestién hepatica
leve, congestion renal leve y congestidn branquial leve.

Como conclusién se puede mencionar que durante la infeccion experimental con P.
salmonis en un grupo de peces positivos a PRV, se presentaron lesiones histopatoldgicas
leves a moderadas en diferentes érganos evaluados (higado, bazo, rifién, corazén y
branquias). Un pequefio grupo de lesiones, principalmente provenientes de peces del dia
21 post desafio, fueron compatibles con fases iniciales de SRS y HSMI (15% y 5%,
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respectivamente). Sin embargo, estas lesiones no fueron detectadas al dia 30 post desafio.
La evaluacidon de muestras en los dias 14, 21 y 30 post desafio, sugieren que la infeccion
previa con PRV-1 no tiene un efecto negativo en la infeccién experimental con P. salmonis.
La coinfeccién, por lo tanto, de PRV-1 con P. salmonis, no tiene un efecto sinérgico para
ninguno de los dos patégenos durante un periodo de tiempo de 30 dias posterior a la
infeccion intraperitoneal de peces troyanos con P. salmonis.

Como proyeccion de este trabajo queda la evaluacidn de tiempos de infeccién superiores,
como por ejemplo hasta 16 semanas post desafio. De forma de seguir la infecciéon hasta su
desaparicion en la poblacion cohabitante infectada.

Otro desafio importante para una nueva investigacion que involucre a PRV debiera ser la
obtencion de poblaciones de Salmdén del Atlantico negativas a la infeccion con PRV. Esto
permitiria esclarecer en forma definitiva el papel de PRV en las coinfecciones con P.
salmonis ya sea como un agente neutral o como un agente protector de la severidad de las
infecciones con P. salmonis.
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VI. COMENTARIOS

Los resultados de la primera etapa del estudio confirman y robustecen de una forma
objetiva, a través del analisis epidemioldgico, los patrones y tendencias de presentacion de
SRS vy las otras enfermedades en las diferentes zonas salmoneras, que eran muchas veces
presumidos de una forma observacional o empirica. La demostracién estadistica de esta
situacidn, y que evidencia por ejemplo las notables diferencias de presentacion de
enfermedades en la zona birregional Los Lagos-Aysén en comparacién con la Region de
Magallanes indicarian la necesidad de implementacion de herramientas de gestion
sanitaria y normativas diferenciadas en cada Regidn. Esta situacién puede ser observable
incluso a nivel de barrio dentro de una regién o macrorregion, por lo que se requeririan
estudios que pudiesen profundizar en este sentido, de modo de establecer metodologias
de andlisis, control y/o monitoreo que permitan llevar a la gestidn sanitaria a un dptimo
local y no lo que pudiese estar sucediendo actualmente donde las medidas de control
pueden ser excelentes para un barrio o Regidon, pero absolutamente insuficientes para otra
zona.

Tradicionalmente la industria acuicola ha llevado los controles productivos y sanitarios a
partir de la construccion y seguimiento de curvas porcentuales o tasas, fundamentalmente
mortalidad, ya sea general o segun causa segun establece la normativa. No obstante, para
este estudio, la utilizacion de cifras absolutas de los brotes nos permite dimensionar el
numero de peces muertos sin incorporar el efecto del tamafio del centro o jaula (nimero
de peces). En la tabla 7 se presentan las mortalidades de tres centros, con jaulas de
distinto tamafio. Los centros con jaulas con un menor nimero de peces requieren un
menor numero de peces muertos para obtener el 0,35% semanal por jaula, en cambio un
centro con jaulas de mayor tamafio requiere un nimero de peces mayor para lograr el
mismo porcentaje, en el ejemplo podemos observar que nimero de peces por jaula y
semana, para el centro a) 152, en b) 190 y en c) 298. Es por esto que se decidio realizar el
analisis y clasificacién de los brotes en cifras absolutas, de modo de evidenciar el aporte
permanente y sostenido que puede hacer un centro a la mantencién de la enfermedad en
el barrio y que por la forma de monitoreo tradicional de la mortalidad en términos de
porcentaje pasa inadvertido ya que no gatilla las alertas requeridas.

Si este anadlisis lo llevamos a centros de mayor tamaiio, la infeccidén estaria mas diseminada
que en centros de menor tamafo, al momento de usar un porcentaje de mortalidad.
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Tabla 7. Comparacién de las mortalidades absolutas y relativas de tres centros con
mortalidades asociadas a SRS, en la regién de Los Lagos, afio 2018.

a)

JAULA 109 2018-10 P018-11 P018-12 P2018-13 P2018-14 P2018-15

SRS S 26 51 161 582 4.414 152
N° INDV 43939 43.700 [43.596 #43.445 43233 [42.580 43.445

% mortalidad |0,02 0,06 0,12 0,37 1,35 10,37 0,35
por SRS

b)

JAULA 110 2018-17 [2018-18 [2018-19 2018-20 [2018-21 [2018-22

SRS 59 189 288 350 144 185 190

N° INDV 55.936 [55.808 [55.591 [55.206 [54.662 [54.449 [54.449

% mortalidad |0,105 0,339 0,518 0,634 0,263 0,340 0,35
por SRS

c)

JAULA 102 2018-16 [2018-17 [2018-18 [2018-19 [2018-20 [2018-21 [2018-22
SRS 31 379 289 298 212 73 56

N° INDV 86.331 86.214 85.818 85.515 [85.189 84.917 |84.745
% mortalidad

por SRS 0,09 0,44 0,34 0,35 0,25 0,085 0,07

Para efecto de un proceso infeccioso se requiere evidenciar la circulacién de los patégenos
y fuentes de infeccién. Cuando aparecen peces muertos, su magnitud se asocia a la tasa de
letalidad o sea de los individuos enfermos (infectados) cuantos mueren, lo que es en
términos de la evolucion de la enfermedad “punta del iceberg” y el nimero de peces
infectados es mucho mayor. Como se observa en la figura n° 1 cuando aparece un pez
muerto hay un mayor nimero de peces infectados ya sea en etapa subclinica o clinica.

. Pez infeccioso

. Pez susceptible

@ Pezmuerto

Figura 24. Esquema de diseminacién de una enfermedad.
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De esta forma y conforme a los resultados obtenidos, las recomendaciones pudieran
orientarse ya hacia la profundizacién de investigaciones relacionadas por ejemplo con el
comportamiento de la enfermedad mas alla del registro de mortalidades, sino que también
en el estudio la morbilidad y tasas de contacto en la poblacidn global “no muerta” que
normalmente no es abordada en términos productivos.

Asimismo, considerando el analisis de los resultados de las curvas y la variabilidad de las
mortalidades, se refuerza la propuesta de dar una mirada individual por centro. La validez
de los resultados utilizando el analisis individual es mas robusto que el querer generalizar,
planteando en este caso una extrapolacion la técnica, y no un resultado. Al modelar y
trabajar con estadistica poblacional, se pierden posibilidades de detectar en el proceso de
gestion para el control de la enfermedad, los distintos desempenos por centros. Por tanto,
se propone el uso de cartas de control de proceso como herramienta en la industria, ya que
entregaria informacién desde el contexto individual y no grupal, por lo que podria ser una
metodologia a considerar pensando en ser utilizada o adaptada al estudio de los brotes.
Estudios para la construccién de los limites a utilizar en las cartas de control de procesos
debiesen implementarse, incorporando elementos de amplia temporalidad, capacidad vy
eficacia diagnostica, y también la utilizacion de software licenciado que permita la
presentacion y comparacién con las realidades de otros paises salmoneros.

Por otra parte, coinfeccidén clinica se presentd bastante difusa y poco concluyente. Lo
fundamentalmente detectado se relaciona con el predominio de una patologia de base,
fundamentalmente SRS, aunque se observd algo de BKD, sobre la cual se identifican signos
caracteristicos y signos inespecificos, tanto a nivel macroscépico como microscépico. Si
bien se registré un alto nivel de coinfeccién, detectada a nivel molecular, en los centros de
cultivo muestreados, a la luz del andlisis de las curvas de presentacidn de las coocurrencias,
no existe evidencia de alguna asociacion potenciadora o predisponente entre los diferentes
agentes. Si se observd en el bioensayo que las cargas virales iniciales de PRV iban
disminuyendo en la medida que avanzaba la infeccidn con P. salmonis, a la luz del analisis
de lesiones es posible concluir que al menos dentro del periodo del estudio, no existe un
efecto sinérgico de la infeccién en ninguno de los dos patégenos. Por tanto, serian
necesarios estudios mas extensos que permitan evaluar por ejemplo la situacién hasta la
finalizacidn de la presencia del agente en los peces desafiados, sin dejar fuera la evaluacion
en peces sin infeccidn previa de PRV.
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Los resultados de la presente investigacion han mostrado lo siguiente:

1. Los barrios, ACS o compartimentos epidemioldgicos muestran dinamicas de presentacidn
de mortalidades y/o brotes por SRS en forma diferenciada. Vale decir, los factores que
determinan una alta o baja presentacion de mortalidades por SRS, o presentacidn/no
presentacion de brotes, son propios de cada barrio y del ambiente o centros que lo
componen.

2. Los niveles de mortalidad registrada por SRS demuestran la persistencia de un
endemismo del agente a lo largo del tiempo. Esta situacion puede subvalorarse en cuanto a
su contribucién en la mantencién de la enfermedad o en el desencadenamiento de los
brotes, en la medida que esta mortalidad persistente no supere los valores referenciales
definidos por la normativa vigente o bien por las politicas del manejo de salud de las
empresas que componen el barrio.

3. El patrén de presentacion de enfermedades coocurrentes evaluadas a partir del registro
de mortalidades, se manifiesta de forma diferente en las regiones salmoneras. La Regién de
Los Lagos y Aysén se manifiestan de forma semejante, con una predominancia de SRS que
se presenta con y sin BKD, y SRS con y sin HSMI. Por su parte la Region de Magallanes
presenta predominancia de mortalidades por BKD con y sin HSMI; y BKD sin SRS.

4. En la coocurrencia de patdgenos y/o enfermedades, evaluada por el analisis
epidemioldgico de la informacién de mortalidades y por los muestreos de campo, se
observo la existencia de una concomitancia, pero no una predisposicion. Es decir, IPN, BKD,
HSMI/PRV no serian predisponentes a SRS.

5. La evaluacion clinica y los muestreos de campo mostraron que en los peces enfermos
existe una predominancia de lesiones atribuibles a la enfermedad de base, principalmente
SRS. La presentacién de coinfeccién o comorbilidad pasaria mas desapercibida para una
evaluacidon clinica de una persona con poca experiencia o capacitaciéon. El cuadro
concurrente mas detectado fue SRS con lesiones branquiales propias del complejo
branquial (GCD) descrito en Chile y en Noruega, aunque sin una etiologia de base comun,
ya que las lesiones branquiales en Chile son mas bien del tipo proliferativo, generadas por
condiciones medioambientales que permiten la persistencia de organismos marinos
asociados al plancton.

6. Derivado de lo anterior es posible inferir que la coinfeccion/comorbilidad/coocurrencia
podria estar subestimada por el sistema de clasificacion de mortalidades,
fundamentalemnete por dos motivos. El primerio se refiere a un denominado efecto
“matadero”, donde ante la presencia de una alta mortalidad generada por una enfermedad
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en particular y de mayor prevalencia que las demas, la clasificacion de mortalidades se
registra en base a esa Unica enfermedad sin considerar otras que eventualmente pudiese
estar presentandose en ese momento, particularmente cuando ademas la signologia clinica
es inespecifica. El otro motivo es que el actual sistema de clasificacion y registro de
mortalidades asigna una categoria Unica a cada pez muerto, sin considerar una eventual
coocurrencia. Los registros de empresas tampoco utilizan una doble clasificacién ya que eso
generaria una sobrestimacion de peces muertos que incidiria en la mortalidad total.

7. Los resultados del bioensayo mostraron que las cargas virales de PRV fueron
disminuyendo a medida que avanzaron los muestreos del estudio. Asimismo, esta
disminucion coincidié con un mayor porcentaje de peces positivos a la infeccion con P.
salmonis. Existen varias hipotesis que pueden formularse en para explicar este hallazgo,
pero que debiesen ser abordadas en estudios posteriores, particularmente en cuanto a la
biologia de la infeccidon con PRV que aun es bastante desconocida.

8. La expresion de los genes marcadores de IFN-1 e IL-12 son concordantes con la presencia
de PRV-1 vy P. salmonis respectivamente y la expresion de los otros genes evaluados podria
estar influida por la coinfeccion y sin un aumento de la expresion de citoquinas
proinflamatorias en forma pronunciada en ninguno de los grupos evaluados.

9. La signologia clinica y lesiones histopatoldgicas registradas en el bioensayo no definen
con claridad la manifestacién de una patologia de base ni el potenciamiento de uno u otro
agente. Es posible que la severidad de las lesiones se incremente con el tiempo, por lo que
se sugiere considerar esta variable en préximos bioensayos de esta naturaleza, mas
extendidos en el tiempo.

L
AN /
€ Yo U

t

ALVARO SANDOVAL ESPINOZA
Director del Proyecto

Puerto Montt, 26 de diciembre de 2018.
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ANEXO 1 FICHAS DE COINFECCION/COOCURRENCIA

Las condiciones con componentes clinicos reconocibles y diferenciables pesquisadas en el tiempo que duré el
estudio correspondieron a la coinfeccidon/coocurrencia de: P.salmonis/PRV; P. salmonis/T. dicentrarchi;
SRS/CGD (Complejo branquial); y BKD/CGD.

SALMON DEL ATLANTICO (Salmo salar)
1. Aspectos lesionales identificados coocurrencia SRS/PRV en salmén del Atlantico.

Individuos con manifestacion clinica de SRS
coocurrente con infeccién de PRV presentaron
signologia externa predominantemente atribuida
a SRS enmascarando otro tipo de signologia.

De la misma forma en la evaluacién interna los
signos, existe un amplio predominio de lesiones
atribuibles a la septicemia generada por SRS, sin
necesariamente identificarse hallazgos propios
de HSMI.

Histopatoldgicamente las lesiones también
pueden presentar un componente inespecifico,
particularmente si se trata de un cuadro de SRS
generado pro genogrupo de P. salmonis EM-90
like.

En este caso se presentd una miocarditis
mononuclear leve en capa compacta vy
esponjosa.
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2. Aspectos lesionales identificados coocurrencia SRS/ Tenacibaculum dicentrarchi.

Individuos con manifestacion clinica de SRS
coocurrente con infecciéon de Tenacibaculum
dicentrarchi, existe también un predominio de
lesiones atribuibles a SRS, particularmente a
nivel de piel, con compromiso de aletas,
observandose principalmente aletas raidas.

Las lesiones ulcerativas pueden comprometer la
boca y la zona opercular. Se recomienda para el
diagnostico realizar aislamiento del agente desde
lesiones de estas zonas en medio agar marino.

Internamente destaca la congestion de érganos
internos y la esplenomegalia.

Ocasionalmente pueden presentarse cavernas
musculares asociadas al SRS. Si bien es la matriz
de eleccion para el aislamiento de P. salmonis,
no se recomienda utilizarla para el caso de
coocurrencia con Tenacibaculum si es que posee
fistulaciones al exterior, ya que puede ser
contaminada  secundariamente por otras
bacterias ambientales.
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3. Aspectos lesionales identificados coocurrencia BKD/Complejo Branquial (CGD).

La presentacion de BKD puede estar
ocasionalmente asociada a la presentacidn
secundaria de CGD, la que a su vez puede estar
subdiagnosticada si es que no se cuenta con la
experiencia suficiente para ser reconocida.

Para el caso de enfermedades primarias como
BKD, es posible observar la patologia tipica
asociada al cuadro: baja de la condicién corporal,
ascitis, renomegalia.

Si bien no es patognomodnico ocasionalmente
pueden observarse nodulaciones o granulomas
en rifion y otros o6rganos, como en esta
fotografia donde pueden observarse en bazo.

Si bien existe una multicausalidad descrita en la
presentacion de CGD, en Chile debiese
clasificarse como tal los cuadros que presenten
fundamentalmente hiperplasia del epitelio
branquial.

Como su nombre lo indica la causalidad es
multiple no obstante a nivel nacional las causas
mas frecuentes corresponden a efectos
ambientales con proliferacion de microalgas,
amebas y otros microorganismos del plancton.

67




. % PROGRAMA

PARA LA GESTION SANITARIA EN LA

ACUICULTURA

SALMON COHO (Oncorhynchus kisutch)
1. Aspectos lesionales identificados coocurrencia SRS/Tenacibaculum dicentrarchi en
salmon coho.

Los de esta especie que son afectados, cursan
con lesiones externas predominantemente
asociadas a SRS. Al igual que para salmén del
Atlantico T. dicentrarchi actia como agente
oportunista a nivel de tegumento.

Aletas dorsales, pectorales y pélvicas se
presentan habitualmente raidas.

Se recomienda realizar cultivos bacterioldgicos
en agar marino de estas lesiones para
aislamiento diagndstico del agente.

Aletas con hemorragias en la base también es
recomendable para la obtencion de muestras
para cultivo bacterioldgico diagndstico.

Internamente se pueden observar lesiones
tipicas de SRS: nodulaciones hepaticas,
congestion de la vejiga gaseosa, cavernas
musculares y encefalitis. Para el caso de la
coocurrencia con T. dicentrachi puede
observarse también tumefaccion esplénica,
adoptando una forma mas globosa.
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TRUCHA ARCOIRIS (Oncorhynchus mykiss)
1. Aspectos lesionales identificados coocurrencia SRS/Tenacibaculum dicentrarchi en trucha
arcoiris.

La trucha presenta un patrén de lesiones externas en
la coocurrencia SRS/T. dicentrarchi, muy semejante a
lo que ocurre con salmén del Atlantico y salmén
coho, donde T. dicentrarchi actia como patégeno
oportunista incrementando la severidad de las
lesiones, particularmente en aletas.

Los peces frecuentemente presentan en la
coinfeccién severa lesiones a nivel de boca y
opérculo. Se sugiere utilizar estas zonas como matriz
para cultivo y aislamiento diagndstico del agente.

Presencia de aleta caudal raida es uno de los signos
mas frecuentes de observar en la coocurrencia SRS/T.
dicentrarchi.

Las lesiones internas se presentan en diferente grado
de severidad, segln sea la respuesta individual del
pez. Si bien no es determinante, frecuentemente se
puede observar tumefaccion esplénica con
morfologia globosa.
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ANEXO 2

Curvas de mortalidades por SRS segln especie, barrio y Region. Las graficas muestran que
si bien existen diferencias significativas en la magnitud de las curvas de mortalidad, las

formas se mantienen independientemente de la especie.
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ANEXO 3
PATRONES DE MORTALIDADES POR SRS EN BARRIOS Y CENTROS

A continuacién, se presentan los patrones de mortalidad por SRS segln centro y barrio en cada
regidon. Las graficas muestran la evidencia de que no existe un patrén “regional” comun de
presentacién de mortalidades por SRS, sino que cada barrio responde a sus propias caracteristicas
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REGION DE MAGALLANES

La region de Magallanes al estar compuesta por un menor nimero de barrios y centros de cultivo
se resumié como una grafica Unica. No obstante, el patron de presentacién debiese operar de
manera analoga a las otras regiones, por lo que el criterio de implementacién de herramientas

de gestidn considerando la individualidad de sus barrios también debiese ser considerada.
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ANEXO 4
PATRONES DE MORTALIDADES POR SRS EN BARRIOS Y CENTROS DE LA REGION DE LOS
LAGOS

Ejemplo de definicién de limites en un grafico de control de procesos, considerando limites
tedricos definidos por un centro de tamano 955.416 peces y con jaulas de aprox. 63.000 peces en
promedio, con una mortalidad semanal de 3.343 ejemplares corresponderian al 0,35%. En caso de
tener el 50 de las jaulas (7 de 15) con el 0,35% de mortalidad, el nimero limite de peces 1.560.

Curva de alta mortalidad brote epidémico

Curva con baja mortalidad con forma de brote :
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