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Abstract

Infectious pancreatic necrosis (IPN) is an important viral disease of salmonids. In the rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) an
etiological agent, a birnavirus causes a lethal disease in fry and fingerling. Survivors act as asymptomatic carriers at other life
stages, which may shed the etiologic agent, or transmit it vertically to their progeny. Diagnosis of IPN-diseased and detection
of infected trouts are important for controlling the spread of the virus. The IPN is worldwide distributed, being recently identi-
fied in Mexico. In the present paper the epizootiology, prevention and control of this disease are reviewed in an exhaustive and
systematical manner.
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Resumen

La necrosis pancreética infecciosa (NPI) constituye una enfermedad viral importante que afecta a los salmonidos. En la trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss) el agente etiolégico, un birnavirus, causa enfermedad letal en crias y alevines. Los peces que
sobreviven actan como portadores del virus en estadios de edad méas avanzados, éstos pueden diseminar el agente causal o
transmitirlo de manera vertical a su progenie. La identificacion de truchas con NPI o la deteccion viral en peces infectados es
importante para controlar la diseminacion del virus. Esta enfermedad, de distribucion mundial, ha sido identificada reciente-
mente en México. En el presente trabajo se revisa de manera exhaustiva y sistematica la informacién relacionada con la epizoo-
tiologia, prevencion y control de dicha enfermedad.
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Introduction

caused by a birnavirus affecting several wild and

commercial aquatic organisms.* Salmonid species
are the most affected, having an important impact in
the salmon and trout culture due to a high rate mor-
tality of fry and fingerling. IPN disease is listed in the
fish diseases of the International Health Code, World
Organization for Animal Health (OIE). For this
reason, any IPN outbreak has to be reported.?

The epizootiological knowledge of the IPN is rele-
vant for establishing preventive and control strategies
against both disease and causative agent.

I nfectious pancreatic necrosis (IPN) is a disease

Distribution

The IPN and the causative agent (IPNV) has been
reported in several countries: Australia,® Canada,*®
Chile,® Denmark, Scotland,™*? Spain,®* Finland,*
France,” England,’®* Italy,® Japan,* Norway*# and
Switzerland, among others. Based on these reports,
IPN is regarded as a worldwide distributed disease.*

In Mexico, IPNV was identified in 2001 from US-
imported rainbow trout fry.>>% In a recent study, the
IPNV was isolated from three rainbow trout breeding
farms located at Mexico State, Mexico,?” regarded as
the main producer of this fish species.

Etiology

The causative agent of IPN is a virus belonging to the
Birnaviridae family. Other members of this family
include infectious bursal disease (IBD) of chickens
and X virus of Drosophila melanogaster.?® This birnavi-
rus is single-shelled icosahedrons with characteristic
isometric hexagonal profiles and has a diameter of
about 60 nm.?** The genome consists of two segment
of double-stranded RNA. Genome segment A encod-
ing two structural proteins (VP2 y VP3) and a non-
structural protease, while segment B encoding for a
RNA polymerase.® VP2 protein induces the produc-
tion of specific-type neutralizing monoclonal antibod-
ies.® It is thought that VP2 contains all the epitopes
recognized by these antibodies.*

The serological classification scheme of Hill and
Way* recognizes nine different IPNV serovars into
the serogroup A. Seven of these serotypes have been
identified in IPNV rainbow trout isolates. Serogroup
B includes a single serotype represented by the TV-1
archetype isolated from brown trout (Salmo trutta) and
common carp (Cyprinuscarpio). Each serotype includes
a number of strains that differ in virulence.®®?¢ This
variation complicates the disease which is little under-
stood.*
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Introduccioén

enfermedad ocasionada por un birnavirus que

afecta a varios organismos acuéticos silvestres y
de cultivo.! Los salmonidos son principalmente afecta-
dos, por lo que esta enfermedad tiene un impacto con-
siderable en la salmoniculturay truticultura, debido a
una elevada mortalidad de crias y alevines. La NPI se
encuentra en la lista de enfermedades de peces de la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) en
su Codigo Sanitario Internacional para los Animales
Acuaéticos, por lo que debe ser notificada.?

El conocimiento de la epizootiologia de la NPI es
determinante para establecer las estrategias de pre-
vencion y control de esta enfermedad, asi como del
agente causal.

I a necrosis pancreética infecciosa (NPI) es una

Distribucion

La NPl y el virus causal (VNPI) han sido identificados
en varios paises: Australia,® Canada,*® Chile,® Dina-
marca,’® Escocia,**? Espafia,***® Finlandia,'® Francia,"
Inglaterra,®®*° Italia,?® Japon,* Noruega??2®y Suiza,?
entre otros. Con base en estos informes, la NP1 se con-
sidera enfermedad de distribucién mundial.*

En México se identifico el VNPI en 2001 a partir
de crias de trucha arco iris provenientes de Estados
Unidos de América.??® En un estudio reciente se rea-
liz6 el aislamiento del VNPI en tres granjas de repro-
duccion de trucha en el Estado de México, México,*
principal productor de esta especie en el pais.

Etiologia

El agente causal de la NPI es un virus de la familia
Birnaviridae. Otros miembros de esta familia inclu-
yen el virus de la infeccion de la bolsa de Fabricio en
los pollos y el virus X de Drosophila melanogaster.?® Este
birnavirus tiene forma icosaédrica, aproximadamente
de 60 nm de diametro.?** Contiene un genoma com-
puesto de dos segmentos de acido ribonucleico (ARN)
de doble hebra. El segmento A codifica para dos pro-
teinas estructurales (VP2 y VP3) y una proteasa no
estructural, mientras que el segmento B codifica para
una polimerasa de ARN.* La proteina VP2 estimula la
produccién de anticuerpos monoclonales neutralizan-
tes de tipo especifico,® se piensa que contiene todos
los epitopos reconocidos por estos anticuerpos.®

El esquema de clasificacion serologica de Hill y
Way** reconoce nueve serotipos diferentes del VNPI
en el serogrupo A. Siete de estos han sido identifica-
dos en aislamientos de trucha arco iris. El serogrupo
B incluye un solo serotipo, representado por el arque-
tipo TV-1, que fue aislado de trucha café (Salmo trutta)



Epizootiology
Natural and experimental hosts

Salmonids are the most susceptible species under
natural conditions.® The brook trout (Salvelinus fonti-
nalis)® is the most susceptible one to lethal effects of
IPNV, followed by rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)
and Atlantic salmon (Salmo salar).*® Also, IPNV has
been isolated from artic char (Salvelinus alpinus),*
brown trout (Salmo trutta) and lake trout (Salvelinus
namaycush).*3

The IPNV has been isolated from important
non-salmonid species in marine aquaculture: turbot
(Scophthalmus maximus),?*** sole (Solea senegalensis)*?
and Atlantic halibut (Hippoglossus hippoglossus).'®4
Also has been isolated from some fishes as pike (Esox
lucius),** goldfish (Carasius auratus), discus fish (Sym-
physodon discus) and bream (Abramis brama),* among
others. IPNV was experimentally inoculated and re-
isolated from zebra fish eggs (Brachydanio rerio).

Some IPNV cases have been reported in Ameri-
can and European eels (Anguilla anguilla). However,
the infection in Japanese eel (Anguilla japonica) has a
greater economic impact.*®

In summary, the IPNV has been identified in a
number of teleosts family fish: Anguillidae, Atherinidae,
Carangidae, Channidae, Cichlidae, Clupeidae, Cobitidae,
Cyprinidae, Gadidae, Esocidae, Percichthyidae, Percidae,
Pleuronectidae, Poeciliidae, Salmonidae, and Sciaenidae.

Transmission, carriers and vectors

Infected fish can transmit the virus by both horizontal
and vertical transmission." These fish shed the virus
by urine and feces, contributing to the horizontal
transmission.”” In breeding fish, it has been demon-
strated that the IPNV is vertically transmitted by viral
adsorption to the surface of spermatozoids,*® or it can
be present in the follicular fluid, but not in the non-
fertilized eggs.*

Bebak et al.>® experimentally determined the IPNV
excretion patterns in rainbow trout fry. The time
between challenge and excreting, and challenge and
signs onset were evaluated. Also the authors estimated
the rate of susceptible-excreting fish into a population
from inoculated IPNV fry. It was demonstrated that
IPNV-infected rainbow trout fry shed the virus two
days post-inoculation, and the shedding is increased,
and approximately decreased after 12 days post-inocu-
lation. More than 75% of the rainbow trout population
was infected in less than a week from the beginning of
the viral shedding.

In rotifers (Brachionus plicatilis) it has been
observed birnavirus lesions associated with an IPNV-

y carpa comun (Cyprinus carpio). Cada serotipo esta
compuesto de numerosas cepas que difieren en la
virulencia.®*?¢ Esta variacion hace mas compleja la
enfermedad, que es poco entendida.*

Epizootiologia
Portadores naturales y experimentales

Los salménidos son peces principalmente susceptibles
de manera natural.! La trucha de fontana (Salvelinus
fontinalis)*® es la mas susceptible a los efectos letales
del VNPI, seguida por la trucha arco iris (Oncorhyn-
chus mykiss) y el salmon del Atlantico (Salmo salar).*
El VNPI también ha sido aislado a partir de la trucha
alpina (Salvelinus alpinus),*® trucha café (Salmo trutta)
y la trucha de lago (Salvelinus namaycush).*3®

El VNPI hasido aislado a partir de peces no salmo-
nidos importantes en la acuacultura marina, como:
rodaballos (Scophthalmus maximus),?* lenguados
(Solea senegalensis)*?y fletdn o halibut del Atlantico
(Hippoglossus hippoglossus).®*** También a partir de
otros peces como el lucio (Esox lucius),** pez dorado
(Carasius auratus), pez disco (Symphysodon discus)
y brema comdn (Abramis brama),*® entre otros. De
manera experimental, el VNPI fue inoculado y aislado
en las ovas del pez cebra (Brachydanio rerio).

Se han informado casos de NPI en la anguila ame-
ricana y europea (Anguilla anguilla). Sin embargo,
se considera que la infeccion en la anguila japonesa
(Anguilla japonica) es de mayor impacto econémico.*®

En resumen, el VNPI se ha identificado en nume-
rosas familias de peces teledsteos, como: Anguillidae,
Atherinidae, Carangidae, Channidae, Cichlidae, Clupeidae,
Cobitidae, Cyprinidae, Gadidae, Esocidae, Percichthyidae,
Percidae, Pleuronectidae, Poeciliidae, Salmonidae, Sciaeni-
dae.!

Transmision, portadores y vectores

Los peces infectados pueden transmitir el virus de
manera horizontal y vertical.* Estos peces eliminan el
virus por medio de la orinay heces, lo cual contribuye
a la transmision horizontal.*” En peces reproductores,
se ha demostrado que el VNPI se transmite de manera
vertical mediante la adsorcion viral a la superficie de
los espermatozoides,*® o puede estar presente en el
liquido folicular, pero no en el interior de las ovas alin
no fertilizadas. *

Bebak et al.*® determinaron experimentalmente los
patrones de excrecion del VNPI en crias de truchaarco
iris, asi como el tiempo entre la exposicion y la disemi-
nacién delvirus, y entre laexposiciony la presentacion
de signos. También estimaron la proporcién de peces
susceptibles infectados en una poblacion a partir de
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like virus. It is likely that invertebrate animals used
as living-food for seabream and turbot larvae, could
be involved in the viral transmission.®® Similarly, it
has been demonstrated that the freshwater crayfish
(Astacus astacus) retains the virus in tissues and hemo-
lymph, constantly shedding the virus to the water.
Halder and Ahne® suggest that these organisms are
infected by the consumption of IPNV-infected trouts.

The following shellfish species are regarded as res-
ervoirs of the IPNV: mussels (Mytilus galloprovincialis),
oysters (Crassostrea gigas), periwinkles (Littorina litto-
rea), and wild fish as sand eels (Ammodytes sp), sprat
(Sprattus sprattus) and blue whiting (Micromesistius
poutasou), among others. IPNV has been also isolated
from moist fish pellets and marine sediments.*®

Wild piscivorous birds are regarded as vectors
of the IPNV, which can be isolated from feces sam-
ples.*

Signs

The IPN is a typical disease in early ages of salmonids,
causing up to 100% of mortality in fingerlings and
first-feeding fry.>* An experimental study reported a
mean cumulative mortality ranging from 84% to 92%
in challenged Atlantic salmon fry. The fish mortal-
ity started 7 days post-challenge and peaked at 10-12
days.”® Generally affected fish showed anorexia and
rotate about their long axis in a whirling motion with
lapses of ataxia. In these fish darkening occurs (hyper-
pigmentation). Mild to moderate exophthalmia and
abdominal distention are common. Also, gills are typ-
ically pale and hemorrhages are sometimes present in
ventral areas, including the ventral fins. Many emaci-
ated fish trail long, thin, whitish, castlike excretions
from the vent.*

Macroscopic and microscopic findings

According to necropsy findings, spleen, heart, liver
and kidneys of fry are abnormally pale and the diges-
tive tract is almost always devoid of food. Petechiae
are observed in some viscera. Sometimes, food resi-
due remains in the gut, the quantity is small and con-
fined to the far distal or rectal portion. Very often the
body cavity may contain ascitic fluid. The stomach
and anterior intestine contains a clear to milky cohe-
sive mucus, among other findings.®

Main lesions found at the histopathology study
include: focal coagulative necrosis in pancreas, kidney
and intestine. The pancreatic tissue showed degenera-
tive changes, including acinar cell areas, and zymogen
granules freeing. Nuclear pyknosis of different sizes
are observed. In many cases inflammatory cell infiltra-
tion is not evident. In fish that suffered the disease up
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los virus diseminados por los peces inoculados. Aqui
se demuestra que las crias de trucha infectadas elimi-
nan el virus dos dias después de la inoculacion, y que
la eliminacion se incrementa, y disminuye aproxima-
damente 12 dias después de la exposicion. Los peces
inoculados infectaron a los peces susceptibles dos
dias después y méas de 75% de la poblacién de truchas
fue infectada en menos de una semana a partir del
comienzo de la eliminacion viral.

En rotiferos (Brachionus plicatilis) se han obser-
vado lesiones virales asociadas con un birnavirus del
tipo VNPI. Es posible que estos invertebrados, que
se emplean como alimento vivo de larvas y estadios
jovenes de peces como rodaballos y la brema comun,
puedan estar implicados en la transmision del virus.>
De forma similar, se ha demostrado que el cangrejo
de rio (Astacus astacus) retiene el virus en tejidos y
hemolinfa, y lo elimina de forma constante en el agua.
Halder y Ahne® sugieren que estos organismos se
infectan con el VNPI a partir del consumo de truchas
infectadas.

Las siguientes especies de moluscos se consideran
reservorios del VNPI: mejillén azul (Mytilus galloprovin-
cialis), ostion japonés (Crassostrea gigas) y bigaros (Litto-
rina littorea), asi como los peces aguacioso (Ammodytes
sp), espadin (Sprattus sprattus) y bacaladilla (Microme-
sistius poutassou), entre otros. El virus también ha sido
aislado a partir de alimento comprimido himedo y
sedimento marino."

Las aves silvestres piscivoras son consideradas vec-
tores del virus, el cual puede ser aislado a partir de
heces.>

Signos

La NPI es una enfermedad tipica en edades jovenes
de salmdnidos, que puede causar hasta 100% de mor-
talidad en alevines y crias de primera alimentacién.>
En un estudio experimental reciente se informé de
mortalidad de 84% a 92% en crias de salmon, la cual
comenzo al séptimo dia posterior a la inoculacion y
alcanzé el pico maximo entre los dias 10 y 12.%° Gene-
ralmente los peces afectados muestran anorexia y
nadan de forma irregular (nado en sacacorchos con
lapsos de ataxia). Estos peces cambian a un color
oscuro (hiperpigmentacién) y presentan exoftalmia
moderada y distension abdominal. También se obser-
van paélidas las branquias y hemorragias en la zona
ventral, incluidas las aletas. Los peces se observan del-
gados y con “heces colgantes” de color blanquecino.®®

Hallazgos macroscopicos y microscopicos

De acuerdo con los principales hallazgos en la necrop-
sia en crias, bazo, corazon, higado y rifiones se obser-



to two years before the histology study, hypertrophy of
Langerhans’ islets with abundant fibrosis were found.*’
In cases of pancreatic lesions, also acute enteritis fea-
tured by necrosis and sloughing of the epithelium
are observed. In the intestinal lumen, catarrhal whit-
ish exudate is associated with the disease. Inclusion
bodies are not observed in affected cells.> In many
cases, the renal tissue has small focal degenerative
changes. In fish that were infected during early ages,
abundant rounding up of epithelial cells with karyor-
hectic nuclei was found. This finding suggest that they
can be viral replication sites in carrier fish; however, it
has not been confimed.*®

Diagnosis

The procedure for IPN diagnosis, recommended by
the OIE,* is based on the isolation of IPNV in sus-
ceptible cell lines (Figure 1), and further identifica-
tion by serological techniques by immunofluorescent
test,> neutralization test®® and ELISA.5®? Diagnosis
of clinical outbreaks is based on histology and immu-
nological evidence of the IPNV in infected tissues.
These cases are confirmed by the IPNV isolation and
immunological identification of the virus.*® Due to
insufficient knowledge of the serological responses of
fish to IPNV infection, the detection of fish antibodies
to IPNV has not been accepted by the OIE (2003) as
routine tests.>

Detection of IPNV in cell lines is consistent and
simple, particularly in cell lines from homologous spe-
cies. It is due to: 1) the virus is present in high level
titers in the tissues; 2) viral isolation could be posi-
tive from non-diseased fish; 3) viral isolation could be
positive from any viral phase; 4) two to three weeks
are required for isolation and identification of the
agent, which is not a critical issue for presentation
of a epizootic outbreak, and 5) high sensitivity and
easy observable cytopathic effect. Cell lines used for
the IPNV isolation include: RTG-2 (rainbow trout
gonad), CHSE-214 (chinook salmon embryo) and BF-
2 (bluegill fry).564

Currently, some methods have been developed
for detecting IPNV by reverse transcriptase-polymer-
ase chain reaction (RT-PCR) technique.®*"* However,
sensitivity of this technique has not been greater than
the cell culture. Hence, viral isolation and serological
confirmation of the virus are regarded as the choice
procedures for the IPNV identification.

Prevention and control
Current preventive methods are based on the onset

of control and hygiene practices during rearing of
salmonids, avoiding introduction or importation

van palidos, y la mayoria de las veces no se encuentra
alimento en el tracto digestivo. Se observan hemorra-
gias petequiales en visceras. En algunas ocasiones, se
encuentra alimento en pequefias cantidades, confi-
nadoenlapartedistaly rectodel intestino. Esfrecuente
observar liquido ascitico en la cavidad abdominal. En
estdbmago e intestino anterior se puede observar un
moco lechoso cohesivo, entre otros hallazgos.®®

Las lesiones principales halladas en el estudio
histopatolégico incluyen focos de necrosis coagulativa
en pancreas, rifion e intestino. El tejido pancreatico se
ve degenerado, incluso en las areas acinares, con libe-
racion de los granulos de zimogeno. Los nucleos de
las células acinares se observan picnoéticos y de tama-
fios variables. En muchos casos no se aprecia infiltra-
cién de células inflamatorias. En peces que sufrieron
la enfermedad hasta dos afios antes del estudio his-
tolégico, el tejido de los islotes se encontré hipertré-
fico y con abundante tejido fibroso.”” En los casos
de lesiones pancreaticas, se observa enteritis aguda,
caracterizada por necrosis y desepitelizaciéon. En el
lumen intestinal, se halla exudado catarral blanque-
cino, frecuentemente asociado con esta enfermedad.
No se observan cuerpos de inclusion en las células
afectadas.> En muchos casos, el tejido renal contiene
focos pequefios con cambios degenerativos. En peces
adultos que sufrieron infeccién a edad temprana, en
intestino se encontré abundantes células epiteliales
con nucleos cariorrécticos. Este hallazgo sugiere que
pueden ser sitios de replicacién viral en los portado-
res, pero esto no se ha confirmado.*®

Diagndstico

El procedimiento para la identificacion de la NPI,
recomendado por la OIE,* se basa en el aislamiento
del VNPI en cultivo celular (Figura 1), seguido por
la identificacion inmunolégica de los aislamientos
mediante pruebas de inmunofluorescencia,® sero-
neutralizacion® y ELISA.%*%2 E| diagndstico de casos
clinicos generalmente se basa en la histologia y en
la evidencia inmunoldgica del VNPI en los tejidos
infectados. Estos casos se confirman mediante el ais-
lamiento e identificacién inmunoldgica del virus por
medio de dichas pruebas.®® Las pruebas seroldgicas de
identificacion de anticuerpos contra el VNPI en peces
infectados no han sido reconocidas ain por la OIE
(2003), debido al insuficiente conocimiento de la res-
puesta inmune humoral de los peces a este virus.>

La deteccion del VNPI en lineas celulares es consis-
tente y simple, principalmente en lineas procedentes
de especies homologas. Esto se debe a que 1) el virus
esta presente en titulos elevados en los tejidos; 2) el
aislamiento se puede realizar a partir de animales no
enfermos; 3) no hay fase en la que el virus no pueda
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Figura 1: Microfotografias de la linea celular CHSE-214. A. Cultivo celular con 90% de confluencia, sin inoculacion viral, mostrando la mor-
fologia celular normal. B. Efecto citopéatico provocado por el VNPI en la linea celular CHSE-214, dos dias posteriores a la inoculacion. Se obser-
van células redondeadas a) y pérdida de la monocapa celular b). Barra = 100 um.

Figure 1: Microphotographs of CHSE-214 cell culture. A. Uninfected control at approximately 90% confluence showing normal cellular mor-
phology. B. Cytopathic effect induced by IPNV in the CHSE-214 cell culture at two days post-inoculation. Rounded cells a) and monolayer loss

are observed b). Bar = 100 um.

of fertilized eggs or fish from IPNV-infected breed-
ing trouts.” Also, the use of fish-free freshwater (for
example, spring water), particularly IPNV-carrier fish,
reduces the risk of infection. However, in Mexican
trout farms, this condition is not always possible. As
mentioned above, Salgado-Miranda®” carried out the
IPNV isolation from three rainbow trout breeding
farms located at Mexico State. Obtained results indi-
cated a possible horizontal transmission throughout
the water supply from a farm where a previous IPN
outbreak in fry was recorded. In these cases, treat-
ment of supplied water could decrease the risk of an
IPN outbreak and other infectious agents. Liltved et
al.™ experimentally exposed live cultures of Aerom-
onas salmonicida subsp. salmonicida, Vibrio anguillarum,
V. salmonicida, Yersinia ruckeri and IPNV to ozone or
ultraviolet (UV) irradiation at 9°-12°C. The four bac-
teria tested were inactivated by 99.99% (4 log reduc-
tions in viable count) within 180 seconds at residual
ozone concentrations of 0.15-0.20 mg/L. The IPNV
was inactivated within 60 seconds at residual ozone
concentrations of 0.10 a 0.20 mg/L. Similarly, the four
bacteria tested were inactivated by 99.9% (5 log reduc-
tions in viable count) at a UV dose of 2.7 m Ws/cm?
at room temperature. IPNV was much more resistant
to UV irradiation than the bacteria. An average UV
dose of 122 m Ws/cm? was required for 99.9% (3 log)
reduction in virus titer. However, it has to be consid-
ered that ozone low residual levels (0.010 a 0.20 mg/
L) have also caused mortalities in trout recirculating
systems.” A concentration of 40 ppm available chlo-
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ser aislado; 4) el tiempo requerido para el aislamiento
e identificacion del agente es de dos a tres semanas, lo
cual no es critico para la presentaciéon de una epizoo-
tia, y 5) alta sensibilidad y efecto citopatico facilmente
observable. Las lineas celulares empleadas para el
aislamiento del VNPI incluyen la RTG-2 (rainbow trout
gonad), CHSE-214 (chinook salmon embryo) y BF-2 (blue-
gill fry).5384

Actualmente se han desarrollado varios métodos
de deteccion por medio de la técnica de transcripcion
reversa-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR,
por sus siglas en inglés: reverse transcriptase-polymerase
chain reaction).®*"2 Sin embargo, la sensibilidad de esta
técnica no ha sido mayor a la del cultivo celular, por lo
que el aislamiento del virus y la confirmacion serol6-
gica son los procesos de eleccion para la identificacion
del VNPI.

Prevencion y control

Los métodos de prevencion actualmente se basan en
la instrumentacion de politicas de control y en prac-
ticas de higiene en la crianza de los salmoénidos, para
evitar la introduccion o importacion de ovas fertili-
zadas o peces provenientes de lotes de reproductores
portadores de VNPI.”® Asimismo, el uso y suministro
de agua libre de peces (por ejemplo, manantial), par-
ticularmente de posibles portadores del virus, reduce
el riesgo de infeccién. Sin embargo, bajo las condicio-
nes de la truticultura en México, esta condicion no
es posible. Como ya se menciond, Salgado-Miranda?®



rine was required to experimentally inactivate 10"
TCIDso of IPNV/mI in 30 minutes.”® Similarly, a con-
centration of 35 ppm of active iodine was required to
completely inactivate 105 TCIDso of IPNV/mI in the
same time.”® Other study, where several disinfectants
were tested, 25 ppm of iodine was required to inac-
tivate IPNV, infectious haematopoyetic necrosis virus
(IHNV) and viral haemorrhagic septicemia (VHS).”’
It is important to highlight that IHNV and VHS are
exotic infectious agents in Mexico.

For controlling IPN in breeding farms, infected
fish and its offspring (eggs, fingerling and fry) have to
be sacrificed. IPNV transmission by fertilized eggs can
occur in spite of iodine treatment.”® Propagation of
IPNV-free stocks monitored by viral isolation during
several years, has been a good strategy for the control
of IPN in breeding farms.”

In areas where IPN is enzootic, it is recommended,
during an outbreak, to decrease the density of the
affected population, reducing the impact on the total
mortality. A study showed that interaction between
fish density and number of infected fish, affected sig-
nificantly the mortality parameter.®® However, there
are some disagreements about it.®

Up to date, highly effective IPNV-inactivated vac-
cines do not exist.?% Treatment with formalin or
R-propiolactone for use in vaccines, completely inacti-
vated IPNV, but caused a slight reduction in antigenic-
ity up to 50%.5%4 An active vaccine containing an IPNV
non-pathogenic strain, normal trout serum-sensitive,
did not confer protection in experimental challenged
fish.®> In Norway, both inactivated and recombinant
vaccines are widely used.®® The recombinant vaccine,
the first one licensed for using in fish, express the VP2
sequence in Escherichia coli and induce specific IPNV
antibodies.®

As it happens in other viral diseases, there is no
treatment for the IPN. Several antiviral compounds
inhibits the in vitro replication in cell culture; for
example, ribavirin,® pyrazofurin® and 5-ethynyl-1-R-
D-ribofuranosylimidazole-4-carboxamide (EICAR),”
among other compounds. Research on EICAR as an
antiviral compound showed good results in experi-
mentally IPNV-infected rainbow trout.** The effect of
the administration of lysozyme (KLP-602) in the feed
of IPNV experimentally infected rainbow trout, has
been also evaluated.” Cumulative mortality was lower
in fish fed on dietary treatment containing lysozyme
(30%), compared with untreated fish (65%). Based
on the significantly increase of all the immunologi-
cal parameters, these authors refer that the lyzozyme
modulated the cellular and humoral defense mecha-
nisms after suppression induced by IPNV. Also, a
selected trout strain resistant to natural infection by
this virus has been reported.”

realizé el aislamiento del VNPI en tres granjas repro-
ductoras de trucha arco iris del estado de México,
México. Los resultados indicaron una posible transmi-
sidn horizontal a partir del agua de suministro prove-
niente de otra granja de truchas en donde se present6
un brote previo de NPI en crias. En estos casos, el tra-
tamiento del agua de suministro puede disminuir el
riesgo de NPI, asi como de otros agentes infecciosos.
De manera experimental, Liltved et al.”* expusieron
suspensiones de Aeromonas salmonicida subespecie sal-
monicida, Vibrio anguillarum, V. salmonicida, Yersinia ruc-
keriy VNPI en varios tipos de agua tratada con ozonoy
radiacion ultravioleta (UV) a 9°-12°C. Las cuatro bac-
terias fueron inactivadas en 99.99% (unareduccién en
cuatro logaritmos del conteo inicial de bacterias via-
bles) a una concentracion de ozono residual de 0.15-
0.20 mg/L en un lapso de 180 segundos. Mientras que
el VNPI fue inactivado a una concentracion de ozono
residual de 0.10 a 0.20 mg/L en un lapso de 60 segun-
dos. De forma similar, las cuatro bacterias fueron
inactivadas en 99.999% (una reduccion en cinco loga-
ritmos del conteo inicial de bacterias viables) a dosis
de UV de 2.7 m Ws/cm? a temperatura ambiente. El
VNPI fue mas resistente a la radiacion UV que las
bacterias. Se requirié una dosis promedio de 122 m
Ws/cm? para reducir 99.9% del titulo viral (tres loga-
ritmos). Sin embargo, se debe considerar que las con-
centraciones residuales bajas de ozono (0.010 a 0.20
mg/L) pueden ocasionar la mortalidad de truchas en
sistemas de produccién con recirculacion de agua.”
También de manera experimental, se determind que
una concentracion de 40 ppm de cloro disponible en
agua durante 30 minutos inactivé completamente un
titulo de VNPI de 10™° TCIDso/mL." De forma simi-
lar, una concentracion de 35 ppm de yodo inactivé
completamente un titulo de 10%° TCIDso/ml en el
mismo tiempo.” En otro estudio, donde se probaron
varios desinfectantes, se encontré que una concentra-
cion de 25 ppm de yodo inactivo el VNPI, asi como el
virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (IHN)
y el virus de la septicemia hemorréagica viral (VHS).”
Cabe sefialar que los virus IHN y VHS se consideran
agentes exéticos en México.

Para el control de la NPI en granjas de reproducto-
res, tanto los peces infectados como su progenie (ovas,
alevines y crias) deben ser sacrificados. La transmi-
sion del VNPI en ovas fertilizadas puede ocurrir adn
con la desinfeccion con yodo.” Una estrategia que dio
buenos resultados en el control de esta enfermedad
en granjas de reproductores fue la propagacién de
lotes libres del virus, identificados por medio del aisla-
miento viral durante varios afios.”

En &reas donde la NPI es enzodtica, durante un
brote de esta enfermedad es recomendable la lotifi-
cacién de la poblacién afectada para disminuir el
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As Hastein et al.** pointed out, future national
and international aquaculture regulations for the
establishment of preventive and control strategies of
infectious diseases include: adoption of standardized
control methods, suitable infrastructures develop-
ment, and a deeper comprehension of the epizootiol-
ogy of aquatic organism diseases.

Conclusion

IPNV is a birnavirus affecting mainly salmonid spe-
cies, being the rainbow trout the most susceptible
species. In Mexico, isolation and identification of
this infectious agent from rainbow trout was recently
reported. Neither a treatment nor totally effective
vaccines against this disease are available, being the
preventive and control measures of great importance.
Introduction into farms of eggs, fish and water supply
free of IPNV are the main preventive strategy. These
also constitute the most important risk factors in
spreading of this disease.
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