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1. RESUMEN

INOCULACION EXPERIMENTAL A TRAVES DE CUATRO VIAS DE Vibrio ordalii
AISLADO EN CHILE EN SALMON DEL ATLANTICO (Salmo salar).

Con € objetivo de reproducir experimentalmente la Vibriosis con un aislado chileno de
Vibrio ordalii en saimoén del atlantico (Salmo salar), se utilizaron 300 alevines de 1520 g
provenientes de una piscicultura sin antecedentes de Vibriosis. Durante la semana de
aclimatacion, fueron chequeados sanitariamente de acuerdo a protocolo de la Organizacion
Internacional de Epizootias (OIE 2003). La cepa de V. ordalii (R157) se obtuvo del cepario
del Laboratorio de Ictiopatologia de la Universidad Austral de Chile.

Se utilizaron cuatro esquemas de inoculacién: intraperitoneal (5,7 x 10 ufc/pez),
intramuscular (5,7 x 1P ufc/pez), ora (1,14 x 10 ufc/pez) y bafio (8 x 10° ufc/ml) en grupos
de 30 peces por cada via en duplicado. Los peces controles fueron inoculados por las vias
intraperitoneal e intramuscular con una solucién salina estéril a una concentracion de 1,5 %,
en grupcs de 30 peces por cada via. Después de la inoculacion, los peces permanecieron en
acuarios con 80 | de agua a una salinidad de 10 %,,. L0s acuarios fueron revisados diariamente
y los peces muertos o moribundos fueron removidos y posteriormente chegqueados
sanitariamente durante |os 30 dias que durd € experimento.

Se logro reproducir la Vibriosis a través de la inoculacion via intraperitoneal (1P),
intramuscular (IM) y bafio. Para la via IP, la mortalidad especifica comenzo € dia 6 post
inoculacion, alcanzando un 65 % de mortaidad acumulada. Para la via IM, la mortalidad
especifica se observé a partir del dia 5 post inoculacion, alcanzando un 100 % de mortalidad
acumulada. Por otra parte, a través de la via bafio la mortalidad especifica comenzé € dia 10
post inoculacion, alcanzando un 18,3 % de mortalidad acumulada. En cuanto a la signologia
clinica, lastres lesiones més frecuentes para las tres vias fueron, exoftalmia uni/bilateral, bazo
friable con esplenomegalia e higado pdlido y friable. La bacteria inoculada (V. ordalii) fue
reaislada a partir del rifion de peces moribundos, utilizando TSA con 1% de NaCl. La via ora
no produjo mortalidad y no fue posible reaidar la bacteria a partir de ninguno de los peces
sobrevivientes.

Se concluye que la Vibriosis puede ser reproducida en las condiciones en que se
realiz0 este experimento, a través de la inoculacion de un aislado naciona de V. ordalii a
través de las vias. intraperitoneal, intramuscular y bafio.

Palabr as clave: inoculacion experimental, Vibrio ordalii, sailmoén del atlantico, Vibrioss.



2. SUMMARY

EXPERIMENTAL INOCULATION OF ATLANTIC SALMON (Salmo salar) WITH A
CHILEAN ISOLATE OF Vibrio  ordalii BY INTRAPERITONEAL,
INTRAMUSCULAR, ORAL AND BATH ROUTES.

In order to reproduce experimentally Vibriosis with a chilean isolated of V. ordalii in
atlantic salmon (S. salar), 300 fish between 15 and 20 g body weight were used, proceeding
from a fish farm free of Vibriosis. During the week for aclimatation, a sanitary control of the
fish was carried out according to the protocol of the World Organization for Animal Health
(O.1.E 2003). The V. ordalii strain was obtained from the Universidad Austral de Chile.

Four inoculation schemes were used: intraperitoneal (5,7 x 1P cfu/fish), intramuscular
(5,7 x 10 cfuffish), ora (1,14 x 10 cfu/fish), and bath (8 x 10° cfu/fish), in groups of 30 fish
on each way on duplicated. The control fish were inoculated in intraperitoneal and
intramuscular ways with a sterile saline solution (1,5 % NaCl), in groups of 30 smolts on each
way. After the inoculation, fish were kept in 80 | water tanks at a 10 % salinity. Tanks were
checked every day. The dead or dying fish were removed and subsequently submitted to
sanitary controls during the 30 days of the experiment

Inoculation program succeeded in intraperitoneal route (I1P), intramuscularly (IM) and
bath. On the IP route, mortality started on the 6" day after inoculation, reaching a 65% of
accumulated mortality. On the IM route, mortality started on the 5" day after inoculation, and
reached a 100% of accumulated mortality. On the other hand, in the bath route, mortality
started on the 10" after inoculation, and the percentage of mortality reached was 18,3%.
About clinic signs, the three most frequent injuries on the mentioned ways were exophthalmia
uni/bilateral, congestive spleen and liver. The inoculated bacteria (V. ordalii) was isolated
again from the kidney of adying fish, using TSA with 1% NaCl. The ora way did not cause
death and it was not possible to re isolate the bacteria from any other of the surviving fish.

The results show that Vibriosis can be reproduced on the conditions of this experiment,
using a Chilean isolate of V. ordalii inoculated by intraperitoneal, intramuscular and bath

routes.

Key words : experimental inoculation, Vibrio ordalii, atlantic salmon, Vibriosis.



3. INTRODUCCION

La samonicultura ha llegado a ocupar un papel preponderante en la economia
nacional. Su impacto ha sido positivo no sdlo en términos de empleo y retornos por
exportaciones, sino ademas como motor de desarrollo interno, especialmente en zonas aisladas
del sur del pais (Norambuena 2004). Este sector representa actualmente mas del 51 % de las
exportaciones pesqueras chilenasy € 5,6 % de las nacionales (Infante 2004).

Las excelentes condiciones hidrobiol6gicas de nuestro ecosistema acuatico, |0s costos
de produccion relativamente menores y la captacion del mercado internacional, han sido las
principales ventgjas que han impulsado €l crecimiento de la salmonicultura nacional (Méndez
y Vidal 1994).

En e ambito local se cultivan cuatro especies. salmén del atlantico (Salmo salar),
samoén coho (Oncorhynchus kisutch), salmén rey (Oncorhynchus tschawytscha) y trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (L ozano 2000).

Con e aumento en la produccién, los peces han debido ser criados en condiciones de
ata densdad poblaciona y mango intensvo, debido a lo cua las enfermedades
infectocontagiosas se han convertido en una amenaza constante para la piscicultura nacional
(Schafer y col 1990).

Las enfermedades en 1os peces no se deben a una causa Unica, sino que son producto
de una estrecha interaccion entre € ambiente acuético, pez y agente patdgeno. Los
microorganismos pueden actuar como patdgenos primarios y/o ser invasores oportunistas o
secundarios de un pez susceptible, causando un proceso patolégico (Roberts 1981).

L as enfermedades bacterianas son responsables de altas mortalidades tanto en peces de
estado libre como en cautiverio. Investigaciones han permitido reconocer que las
enfermedades en peces son causadas principalmente por microorganismos Gram negativos.
Bacterias del género Vibrio producen en peces la enfermedad [lamada “ Vibriosis’, la cual
ocasiona grandes epizootias con altas mortalidades en salmones cultivados en e Hemisferio
Norte (Roberts 1989).



La familia Vibrionaceae esta formada por 5 Géneros. Aeromonas, Enhydrobacter,
Photobacterium, Plesomonas y Vibrio (Baumann y col 1984, Holt y col 2000).

El género Vibrio esta compuesto por bacilos Gram negativos. Son sensibles a
vibriostatico 2.4- diamino- 6.7- diisopropyl pteruidinephosphate (O/129). No son formadores
de esporas. Fermentan carbohidratos, con la produccion de écido pero no de gas. Son
ubiquitarios y su hébitat natural son los ecosistemas marinos, estuarios y algunas especies
pueden ser encontradas en agua dulce. Crecen a temperaturas entre 20-30 °C y muchas
especies son patdgenas para e hombre y para vertebrados e invertebrados marinos (Baumann
y col 1984, Inglisy col 1993).

El género Vibrio contiene més de 34 especies, de las cudes 7 se asocian a
enfermedades de peces, como patdgenos primarios 0 invasores secundarios. Estas especies
son: V. anguillarum, V. ordalii, V. damsela, V. carchariae, V. wulnificus, V. alginolyticus y
V. salmonicida (Inglisy col 1993).

V. anguillarum, fue € primer vibrio aidado de peces en e Mediterraneo por
Cannestrini en 1893, en ese momento se le llamé Bacterium anguillarum. A pesar de que la
enfermedad ya habia sido descrita en 1718 por Bonaveri. La descripcion y designacion de V.
anguillarum fue realizada por Bergman en 1909 (Roberts 2001).

El Vibrio ordalii fue considerado en un principio como V. anguillarum biotipo I,
pero Schiewe y col (1981) determinaron que era fenotipicamente y genéticamente distinto de
V. anguillarum y por ende que se trataba de una especie distinta (Egidius 1987, Actis 'y col
1999, Austin y Austin 1999).

V. anguillarum y V. ordalii son bacilos curvados y anaerobios facultativos. V.
anguillarum mide05x 1.0a20. py V. ordalii 2.53.0 x 1.0 p. Ambos son moviles gracias a
gue poseen un flagelo polar (Post 1983, Austin y Austin 1999, Actisy col 1999, Plumb 1999).

El contenido de G-C en e DNA de V. anguillarum es 43-46 moles %y de V. ordalii
43-44 % moles. Se ha demostrado mediante estudios de hibridacion de DNA: DNA, que existe
aproximadamente un 80 % de homologia intraespecifica para V. ordalii y sdlo un 58-69 % de
homologiacon V. anguillarum (Austin y Austin 1999, Actisy col 1999).

V. ordalii puede ser cultivado a 30 °C en medio comin semejante al TSA con la
adicion de 1% de NaCl. Genera colonias circulares, convexas, de un diametro de 1-2 mm. Este
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bacilo depende en gran medida del huésped para sobrevivir y por ende solo puede ser aidado a
partir de peces moribundos (Actisy col 1999).

La epizootiologia de V. ordalii es semgiante a la de V. anguillarum (Roberts 2001).
Esencialmente la enfermedad se caracteriza por ser una septicemia hemorrégica. Durante la
progresion de la infeccion, existe una correlacion entre la presencia del vibrio en la sangre del
hospedador y la disminucion del nimero de las células blancas de la sangre. Esto sugiere la
produccion de un factor leucolitico por parte del bacilo, 1o cual cumple un rol muy importante
en la patogénesis de la enfermedad. La habilidad de aglutinar diferentes tipos de células
eucarioticas, sugiere que V. ordalii puede atacar e interactuar con las células del hospedador
(Actisy col 1999).

La enfermedad causada por ambas bacterias, es méas prevaente en verano, cuando la
temperatura del agua es mayor y €l oxigeno disuelto es menor. A su vez, a mayor temperatura
del agua, e porcentgje de mortalidad de los peces infectados es mayor (Plumb 1999).

La via de infeccion de estos microorganismos no esta clara, pero se sospecha de la
transmision via oral. Como Vibrio spp. es habitante normal del tracto intestinal de peces sanos
tanto en libertad como en cautiverio, bajo ciertas condiciones atraviesa € epitelio intestinal,
colonizando higado, bazo, musculo y branquias, causando asf la enfermedad sistémica.”

El periodo de incubacion esta relacionado directamente con la temperatura del agua,
calidad del agua, virulenciade lacepay € grado de estrés a que se encuentre sometido € pez.
Cuando se presenta un brote en un centro de cultivo, la mortalidad puede llegar hasta 50 %,
especiamente en peces jovenes (Roberts 2001).

Cuando € curso de la enfermedad es peragudo, se describe severa miocardiopatia,
necrosis renal y esplénicay edema abdominal (Actisy col, 1999). Los primeros signos de la
enfermedad son anorexia, oscurecimiento de la piel y muerte stbita. En los salménidos, estos
signos pueden ser los Unicos en presentarse, a los que a veces se suma una hidropesia
periorbital y / 0 abdominal (Roberts 1981).

Si € curso es agudo, aparecen en la piel protuberancias de color oscuro, que se ulceran
liberando un exudado sanguinolento, causando de esta forma lesiones necréticas rojas en la
musculatura. El tejido necrGtico contiene un ato nimero de bacterias. Ademés puede
presentarse eritema en la base de las aletas, alrededor de la boca y distension intestinal con un
claro fluido viscoso (Austin y Austin 1999, Roberts 2001). La principal caracteristica de las

" Comunicacion personal de P.A Reed y R. Francis, 1996. Disponible en http:/deis.ifas.ufl/BODY_FA036.
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lesiones internas cuando €l curso es agudo, son la dilatacion y licuefaccion del bazo y rifién,

petequias en peritoneo parietal y viscera. También se observan hemorragias focales en la
superficie del corazon (Inglisy col 1993).

Cuando € curso es crénico, las lesiones de la piel pueden evolucionar hacia una
granulomatosis, las branquias permanecen pdidas, reflgando una severa anemia. Las
sucesivas hemorragias en la cavidad abdominal se convierten en adherencias fibrinosas entre
las visceras (Roberts 2001). En € ojo, se puede observar cmo primer sintoma, opacidad
corneal, pudiendo llegar a la ulceracion y pérdida del contenido de la cavidad orbitaria (Inglis
y col 1993).

El diagnéstico de Vibriosis se redliza mediante la observacion de los signos clinicos,
aislamiento e identificacion de la bacteria, a partir de higado y rifion o de las lesiones, sobre
Agar Soya Tripticasa (TSA), conteniendo 1-1.5 % de NaCl incubado a 20-25 °C durante 24-48
h. Es sensible a agente vibriostatico O/129 y sus principales caracteristicas bioquimicas son:
Oxidasa positivos, Gelatinasa positivos, Reduccion de Nitratos, Requerimiento de Na*? para
su crecimiento, etc. También se redlizan pruebas seroldgicas utilizando un antisuero
(American Fisheries Society 1992).

El examen histopatologico de los casos peragudos, revela la presencia de una
importante miocardiopatia, necrosis renal y esplénica, y edema periorbital. En los casos
agudos | as lesiones cardiacas son menos graves, en estos casos se presentan lesiones en la piel
gue comprenden focos agudos de inflamecion de la hipodermis que se extienden en
profundidad dentro del musculo, estas lesiones a veces terminan por ulcerarse. Se observa una
grave necrosis miofibrilar en el centro de las lesiones cuténeas que contiene un aglomerado de
desechos de sarcoplasma, macréfagos, restos nucleares de bastfilos y fibrina, y una
diseminacion de bacterias. En € higado se desarrolla una necrosis focal y en rifion y bazo, una
degeneracion masiva junto a una necrosis de los elementos hematopoyéticos. En € rifidn, la
necrosis se extiende alos glomérulos renales, tdbulos y con frecuencia a las células endocrinas
del tgjido interrenal. En los casos crénicos hay una severa anemia hemolitica producida por las
toxinas litica del vibrio, que terminan por convertirse en un gran deposito de hemosiderina en
los centros de melanomacrofagos del tegjido hematopoyético esplénico y renal (Roberts 1981,
Inglisy col 1993, Roberts 2001).

El tratamiento y control, incluye el uso de antibidticos, vacunacion y cultivo de otras
bacterias que inhiben € crecimiento de ambos Vibrios. La seleccién de antibidtico a usar
debe basarse en |os resultados de un antibiograma (Reed y Francis 1996, Actisy col 1999). La
terapia con antibidticos es e método més usado para € control de brotes clinicos de la
enfermedad. Los medicamentos més utilizados son la oxitetracicling, sulfonamidas
potenciadas y los nitrofuranos, pero debido a que generalmente se administran por via ora con
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los alimentos, aquellos peces anoréxicos no reciben el tratamiento necesario (Roberts 1981,
Inglisy col 1993).

Se ha comprobado que lainmunizacion y la seleccidn genética, aumentan la resistencia
de los samobnidos frente a las Vibriosis y disminuye considerablemente las muertes en

comparacion a aquellos peces que viven libres en la naturaleza (Roberts 1981).

Las vacunas tradicionales conssten en bacterias muertas en formalina y/o de
componentes de su membrana. Estas proporcionan una mejor proteccion cuando son aplicadas
via intraperitoneal que por via oral 0 por inmersion. Sin embargo la via intraperitoneal tiene
algunas limitaciones: mayor costo, mas dificil de aplicar y genera mayor estrés en los peces.
Actuamente existen vacunas bivalentes que otorgan proteccion contra V. anguillarum y V.
ordalii por 1.5 a 2 afios después de la vacunacion (Inglisy col 1993, Actisy col 1999).

Los primeros hallazgos de Vibrio anguillarum en Chile fueron entre 1988 y 1989. En
dicha ocasion, se aidaron dos cepas de V. anguillarum, una de éllas fue del tracto digestivo de
chorito Mytilus chilensis) y la otra de lesiones externas de salmon coho (O. kisutch).
Ademés, también se logré aidar V. anguillarum desde muestras de aguas marinas dd sur de
Chile (Carvga y col 1989, Teuber y col 1989).

Durante 1990 se realiz6 un estudio en tres especies de salmonideos en cultivo,
provenientes de la X Region, para determinar la presencia o ausencia de Vibrio spp en dichos
gemplares. Este estudio concluyd que la totalidad de los peces examinados no presentaban
signologia clinica de Vibriosis, como tanmpoco se aid6 Vibrio spp, V. anguillarum ni V.
ordalii desde la sangre de estos peces (Mufioz 1990).

A partir del afio 2003, se presentan en Chile brotes de Vibriosis producidos por V.
ordalii, que afectaron inicialmente a sdlmoén del atlantico (S. salar) y posteriormente a trucha
arcoiris (O. mykisg y a sailmoén coho (O. Kisutch) cultivados en centros de mar y zonas
estuarinas de las regiones X, XI y XIl. Provocando mortalidades acumuladas promedio entre 5
y 22 % (Colgquhoum y col 2004, Godoy 2004).

Es importante investigar acerca de esta enfermedad, buscando para ello modelos de
desafios eficientes que permitan su reproduccion en especies susceptibles en forma exitosa. De
esta forma, se podran obtener nuevos antecedentes sobre las vias de ingreso del agente y de la
patogenia de la enfermedad. El hecho de que permanezcan inciertos muchos aspectos sobre la
Vibriosis, dificulta la aplicacion de las medidas necesarias para lograr controlar de forma
eficiente esta enfermedad. De esta forma se podra prevenir no solo importantes pérdidas
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econémicas, sino también limitar € riesgo permanente para la ictiofauna que comparte €

mismo ecosistema con |os peces de cultivo.

La hipdtesis de este estudio es: La Vibriosis puede ser inducida experimentalmente con
un aisdlado naciona de V. ordalii através de cuatro vias de inoculacion en salmon del atlantico
(S.salar) de15a20g.

De lo anterior los objetivos del estudio son:

Reproducir la enfermedad llamada Vibriosis, en salmén del atlantico (S salar) de 15 a
20 g, mediante la inoculacion experimental de una cepa de V. ordalii aislada en Chile
por las vias intraperitoneal, intramuscular, oral y bafio.

Reaidar la bacteria inoculada (V. ordalii)a partir de los peces inoculados moribundos
de Vibrioss.

Comparar los por centgjes de mortalidad de los gjemplares inoculados por cuatro vias:
intraperitoneal, intramuscular, oral y bafio.

Describir la signologia clinica'y hallazgos histopatol égicos de Vibrioss.



4. MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se realizd en e Laboratorio de Ictiopatologia de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Austral de Chile.

4.1. MATERIAL

Para el desarrollo de este desafio se utilizaron 300 salmones del atlantico (S. salar) de
15-20 g, pertenecientes a una piscicultura sin antecedentes de Vibriosis, ubicada en la X2
Region de los Lagos. En € desafio experimental se utilizd una cepa de V. ordalii proveniente
del cepario (R 157) del Laboratorio de Ictiopatologia, la cua fue aisada durante un brote
ocurrido a fines del mes de Octubre del afio 2003 en € sur de Chile, en salmén del atlantico
(S. salar) de 100-160 g. Para la mantencion de los peces se utilizd una mezcla de agua sdlada
proveniente del sector de Calfuco, provincia de Valdivia y agua potable declorada y pasada
por filtros, logrando una salinidad final de 10 /g0 .

Los materiales empleados de la Sala de Acuarios y de Laboratorio se detallan en
Anexo 1.

4.2 METODOS

4.2.1 Obtencion y mantencion de los peces

Debido a las condiciones de transporte desde la piscicultura hasta e Laboratorio de
Ictiopatologia, se selecciond un nimero de peces mayor a requerido tomando en cuenta
posibles mortalidades por estrés, lesiones por manipulacion y permitir una seleccion
minuciosa una vez que los peces estuvieran establecidos en la sala de acuarios. El nimero
seleccionado fue 770 aevines, los que fueron transportados en tres bidones plasticos 500 It,
con agua de la piscicultura y aireacion constante, mediante difusores conectados a un tanque
de oxigeno hasta su llegada a Valdivia. Los peces fueron ubicados en la Sala de Estanques del
Laboratorio de Ictiopatologia, donde previamente se habian acondicionado dos estanques con
agua dulce, sistema de filtros y aireacion constante para asegurar una adecuada oxigenacion a
la llegada de los peces. En estos dos estanques permanecieron hasta € dia del desafio
experimental.
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Durante la permanencia en la Sala de Estanques, una muestra de 15 peces tomada a
azar fue sometida a un chequeo sanitario (OIE 2003) afin de descartar la presencia de agentes
infectocontagiosos que pudieran desvirtuar los resultados obtenidos en e estudio. La
alimentacion de los peces consistio en una dieta seca comercial, en una cantidad equivalente al
2% de su peso corpora por dia, administrada dos veces d dia (AM y PM), utilizandose un
fotoperiodo de 24 h luz.

4.2.2 Mantencion delos pecesy acuarios post-inoculacion

Después de la inoculacion, los peces permanecieron en acuarios con 80 It de agua en
recirculacion constante con una sainidad aproximada de 10 °4, medida mediante un
densimetro. Ademas la Sala de Acuarios fue mantenida con un fotoperiodo de 24 h luz y se
registré la temperatura del agua dos veces por dia. Los acuarios fueron revisados diariamente
y los peces muertos o moribundos fueron removidos, posteriormente chequeados
sanitariamente durante los 30 dias de duracion del experimento.

L os cambios de agua se efectuaron una vez por semana. El agua utilizada fue evacuada
desde los acuarios utilizando una manguera conectada a tambores de plastico, donde
posteriormente era mezclada con cloro (6 g¢/lt) durante 2 a 3 horas, a fin de evitar la
diseminaciéon del agente. Junto con los cambios de agua también se realizo la mantencion y
limpieza de los filtros, efectuando la misma operacion mencionada anteriormente con € agua
contaminada resultante de esta operacion. Los peces después de la necropsia fueron sometidos
a un proceso de esterilizacion en € autoclave.

Como medida preventiva se utilizd cloro a una concentracion de 6g/l para la
desinfeccion periddica de la Sala de Acuarios, de materiales y en e pediluvio. En € caso de la
desinfeccion de las manos se utilizd una soluciéon de alcohol yodado.

4.2.3 Obtencion de la cepa bacteriana.
La cepa de Vibrio ordalii (R157) se obtuvo del cepario del Laboratorio de

Ictiopatologia de la Universidad Austral de Chile. La dosis de bacteria a utilizar fue la Dosis
Letal 50 (LDsp), equivalentea2 x 10 "** ufc/ml.

4.2.4 Preparacion dela suspensiéon bacteriana de desafio

Para € desafio a través de las vias: oral, intraperitoneal e intramuscular se prepard una
suspension bacteriana en caldo TSA 1%/, NaCl , a una concentracion determinada a través de

" Comunicacion personal Carolina Treuquemil, estudiante de MedicinaVeterinariaU.A.CH. (2004).
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un espectrofotdmetrot a una DOsoe NM = 0,538. La concentracion bacteriana fue confirmada
posteriormente a través de recuento en placay e resultado fue de 5,7 x 10" ufc/ml. En € caso
de la suspension para la via bafio, fue necesario preparar una suspensién mas concentrada
preparandose 50 ml de suspensién bacteriana con una DOsoo nm = 0,624. La concentracion
bacteriarafue confirmada posteriormente a través de recuento en placay € resultado fue de
8 x 10° ufc/ml, los cuales se diluyeron en 4,950 It de agua (con una salinidad de 10 /oo ),
siendo la concentracion final de la bacteria 8 x 16 ufc/ml.

4.3 INOCULACION EXPERIMENTAL DE LOS PECES

La totalidad de los peces se desafiaron simultaneamente e dia 15 de Septiembre del
2004. Los peces fueron distribuidos en 10 acuarios con 30 peces cada uno, de los cuales 8
fueron grupos experimentales y los otros 2 correspondieron a los grupos controles. Como
medida de mangjo antes de inocular los peces, se anestesiaron via bafio con BZ -20°2 (Etil p
aminobenzoato) a una dilucién de 40 mg/lt por 2 a 4 min y con aireacién constante para
facilitar el efecto del anestésico.

En primer lugar se inocularon los dos grupos controles con una solucién salina estéril
al 1,5 % de NaCl, utilizando las vias intramuscular e intraperitoneal. Posterior a esto, los ocho
grupos experimentales (Ver tabla 1) se desafiaron en duplicado a través de cuatro vias. bafio,
intraperitoneal, intramuscular y oral, en este mismo orden. Una vez inoculados los peces, se
ubicaron en sus respectivos acuarios, los cuales estaban previamente rotulados y
acondicionados con un sistema de filtros de carbon activado y perlén, ademés de aireacion
constante, termOmetros y calefactores. Los acuarios de los grupos controles fueron ubicados
frente a los acuarios de los peces desafiados.

! Spectronic tipo Génesis 8.
2 Ethil P-Aminobenzoato. Laboratorio Veterquimica. Camino Melipilla#5641. Santiago- Chile.
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Tabla 1. Vias deinoculacién de V. ordalii y concentracion bacteriana inoculada en salmén
del atlantico (S. salar) de 15 a 20 g a una salinidad de 10 %,

Grupo ' Via d§, Nu;neecrec; de _ Volumen Cor_10ent_raci(')n
inoculacién inoculados inoculado (ml) | bacteriana inoculada

1 I ntraperitoneal 30 0,1 5,7 x 1P ufc/pez.
2 I ntraperitoneal 30 0,1 5,7 x 10° ufc/pez.
3 [ntramuscular 30 0,1 5,7 x 10° ufc/pez.
4 Intramuscular 30 0,1 5,7 x 1P ufc/pez.
5 Ord 30 0,2 1,14 x 107 ufc/pez.
6 Ord 30 0,2 1,14 x 107 ufc/pez.
7 Bafio 30 S0 8 x 10° ufc/ml.
8 Bario 30 S0 8x 10° ufc/m.

Control (IM) JIntraperitoneal 30 0,1 -

Control (IP)  JIntramuscular 30 0,1 -

- Ausencia en € inéculo de bacterias.

4.3.1 Desafiointrapertoneal

Se inocul 6 en la linea media ventral en un area entre € largo de las aletas pectorales y a
una distancia equivalente a largo de las aletas pélvicas. Se administrd por esta via mediante

una jeringa de tuberculina 0,1 ml de la suspensién bacteriana a una concentracion de 5,7 x 10/
ufc/ml, lo que correspondié a una concentracion de 5,7 x 1¢° ufc/pez.

4.3.2 Desafiointramuscular

Se inoculé anterior y levemente lateral a la aleta dorsa en sentido oblicuo dorse
ventral caudo-craneal 0,1 ml de la suspensién bacteriana a una concentracion de 5,7 x 10
ufc/ml, lo que correspondié a una concentracion de 5,7 x 10 ufc/pez.

4.3.3 Desafiooral

A través de intubacion bucoesofagica con una sonda de 1 mm de diametro y 5 cm de
largo, adherida a una jeringa de tuberculina, se administré 0,2 mi/pez de una suspension
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bacteriana a una concentracion de 1,14 x 16® ufc/ml, lo que correspondié a una concentracion
de 1,14 x 10’ ufc/pez.

4.3.4 Desafio por bafio

L os peces fueron introducidos en un balde con 4,950 It de agua conuna salinidad de 10
°/oo @ Una temperatura promedio de los dos baldes de 13,7 °C més 50 ml de suspension
bacteriana a una concentracion de 8 x 1% ufc/ml, lo que correspondié a una concentracion
find de 8 x 1P ufc/ml, donde permanecieron durante una hora, con aireacion constante.
Posteriormente fueron trasladados a |os acuarios correspondientes.

4.3.5 Gruposcontroles

L os peces fueron inoculados a través de las vias intramuscular e intraperitoneal, pero €
indculo consistié en 0,1 ml de una solucién salina estéril a una concentracion de 1,5 %.

4.4 CONFIRMACION DE LA MORTALIDAD POR V. ordalii

4.4.1 Estudio clinico y anatomopatol 6gico

Cada pez muestreado (muerto o moribundo) fue examinado mediante inspeccién
directa, describiendo macroscopicamente las ateraciones externas de la pidl, aetas, 0jos,
branquias y cavidad bucal. Finalizado el examen externo de los peces, se procedio arealizar la
necropsia de acuerdo a American Fischeries Society (1992) y mediante una acuciosa
observacion de cada 6rgano de la cavidad abdominal, se describieron las ateraciones internas
macroscopicas, para luego ser registradas individualmente.

4.4.2 Siembra y cultivo bacteriano

Se tomaron muestras de rifion de cada pez examinado, las que fueron sembradas
mediante estrias con un asa estéril en placas con Agar Soya Tripticasa (TSA) 1 % NaCl, para
luego ser incubadas en una estufa a 22-23 °C por siete dias, para observar € desarrollo de
colonias bacterianas con morfologiasimilar a V. ordalii.

A partir de colonias aisladas, se realizG un repicgje por cada via, en Agar TSA 1%
NaCl, con € fin de obtener un cultivo puro y a partir de éste redlizar test de aglutinacion
répida en placa (MonoVa ®3), sensibilidad a vibriostatico O/129 (Oxoid ®%) y pruebas
biogquimicas.

® Bionor Skien- Norway.
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4.4.3Tincion de Gram

De cada gemplar muestreado, se realizaron improntas de higado, bazo y rifion, los
cuales se fijaron con cdor, para ser tefiidos posteriormente con Tincién de Gram. Luego
fueron observados con microscopio éptico con lente objetivo 100 X, para determinar en forma
rapida la presencia de bacilos Gram negativos en dichos tejidos.

4.4.4 Estudio Histopatol 6gico

Se tomaron muestras de higado, rifion, bazo, corazon y tercio posterior de intestino a
partir de peces moribundos. En € caso de los peces inoculados Via Intramuscular, se tomaron
también muestras de piel con musculo de la zona de inoculacion. Las muestras (fijadas
previamente en formalina tamponada a 10 %) fueron laminadas y procesadas en autotécnico a
fin de ser deshidratadas e mpregnadas en parafina. Finalmente fueron incluidas en parafina
solida, cortadas mediante microtomo a 56 um de grosor y tefiidas con hematoxilina —eosina
(Luna 1968), con e propdsito de andizar mediante observacién microscopica las ateraciones
encontradas. Todo & procesamiento y observacién de las muestras fue realizado en €l Ingtituto
de Patologia Animal de la Universidad Austral de Chile.

4.4.5 Andlisis de los Resultados
Los resultados se presentan en tablas descriptivas con € nimero de casos y

porcentajes. Ademas, £ presentan figuras con imégenes de las lesiones observadas, graficos
de mortalidad acumulada y de temperatura de los acuarios.

“ P.V. Equip Ltda. Los Capitanes 1388 Providencia, Santiago- Chile.



15

5. RESULTADOS

5.1 MORTALIDADES

5.1.1 Mortalidad grupo Via Intraperitoneal

La mortalidad especifica para los grupos, 1y 2, producto del desafio con V. ordalii se
observo a partir del 6° dia post inoculacion (p.i)alcanzando € mayor porcentagje de mortalidad
diariae 7° diap.i parad grupo 1 con un 36,6% y parad grupo 2 entre los dias 8°y 11° p.i con
un 13,3 % (Ver GQéfico 1). La mortalidad acumulada especifica para €l grupo 1 alcanzé a 19
peces (63,3 %) y 20 peces (66,6%) para e grupo 2. La mortalidad acumulada especifica de la
viaintraperitonea (grupos 1y 2) fue de 39 peces (65 %).

En & grupo 1 se registré una mortalidad inespecifica de 3 peces, en los cuaes no fue
posible reaidar V. ordalii. Esta mortalidad no fue incluida para los clculos de mortaidad
acumulada especifica, pero si en los registros de mortaidad diaria total (Ver Anexo 2).

No se registraron mortalidades a partir del 13° dia p.i parad grupo 1y a partir del 17°
para € grupo 2 (Ver tabla 2). Sobrevivieron a la inoculacion intraperitoneal 8 peces en €
grupo 1y 10 en & grupo 2. Esto indica que en esta via (grupos 1 y 2) sobrevivio € 30% del
total de los peces inoculados intraperitoneal mente.

5.1.2 Mortalidad grupo Via Intramuscular

La mortalidad especifica para los grupos 3 y 4, se observd a partir del 5° dia p.i,
alcanzando e mayor porcentaje de mortalidad diaria especifica € 6° dia p.i para ambos
grupos, con un 53,3 % para € grupo 3y 63,3 % para € grupo 4 (Gréfico 1). Lamortaidad
acumulada especifica para ambos grupos 3 y 4 acanzd a 30 peces (100 %). La mortalidad
especifica acumulada de la via intramuscular (grupos 3y 4) fue de 60 peces (100 %).

No se registraron mortalidades a partir del 8° dia p.i para d grupo 3y a partir del 10°
para el grupo 4 (Ver tabla 2). No hubo peces sobrevivientes inoculados por esta via.
5.1.3 Mortalidad grupo Via Bafio

La mortalidad especifica producto del desafio con V. ordalii se observo a partir del 10°

dia p.i para € grupo 7 y del 15° dia p.i para € grupo 8. Alcanzando € mayor porcentgje de
mortalidad diaria especifica € 10° dia p.i para € grupo 7 con un 16,6 %. En € caso dd grupo
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8, € mayor porcentgje de mortalidad diaria especifica ocurrio € 15°y 16° dia p.i, con un 3,3 %
(Gréfico 1). La mortalidad acumulada especifica para e grupo 7 fue 9 peces (30 %) y 2 peces
(6,7 %) para el grupo 8. La mortalidad especifica acumulada de la via bafio (grupos 7 y 8) fue
de 11 peces (18,3 %).

En € grupo 7 se registr6 una mortalidad inespecifica de 1 pez y en € grupo 8 de 28
peces, en los cuales no fue posible reaislar V. ordalii. Esta mortalidad no fue incluida paralos
célculos de mortalidad acumulada especifica, pero si en los registros de mortalidad diaria total
(Ver Anexo 2).

No se registraron mortalidades a partir del 24° dia p.i para el grupo 7 y a partir del 21°
dia para € grupo 8 (Ver tabla 2). En & grupo 7 sobrevivieron 20 peces a la inoculacion via
bafio y en e grupo 8 no hubo peces sobrevivientes.

5.1.4 Mortalidad grupo Via Oral

En los peces inoculados por esta via no se observaron mortalidades durante los 30 dias

que dur¢ e experimento. Estos peces no presentaron signologia clinica de la enfermedad. El
altimo dia del experimento fueron sacrificados y de ninguno de ellos fue posible reaidar e
agente através del chequeo bacteriol dgico.

5.1.5Mortalidad grupos Controles

No se produjeron mortalidades durante € periodo de ensayo. Tampoco se observaron
cambios conductuales durante € periodo de estudio. Los peces fueron sacrificados a final del
experimento y e chequeo bacteriol 6gico efectuado a cada uno de ellos fue negativo.
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Tabla2: Mortalidad acumulada especifica por Vibriosisen S. salar (15-20 g), inoculados

via intraperitoneal, intramuscular, oral y bafio con V. ordalii; mantenidos por 30
dias a una T° promedio de 14,3 °C y una salinidad de 10 °/o .

. MORTALIDAD ACUMULADA ESPECIFICA
in%lcislggzn Vialntraperitoneal | Via I ntramuscular ViaOral ViaBafio
grupol | grupo?2 | grupo3 § grupo4 | grupo5 | grupo6 | grupo 7 | grupo8

la4 - - - - - - - -
5 - - 6 1 - - - -
6 4 1 22 20 - - - -
7 15 4 30 26 - - - -
8 15 8 30 29 - - - -
9 16 9 30 30 - - - -
10 16 12 30 30 - - 5 -
11 17 16 30 30 - - 5 -
12 19 18 30 30 - - 6 -
13 19 18 30 30 - - 6 -
14 19 19 30 30 - - 6 -
15 19 19 30 30 - - 7 1
16 19 20 30 30 - - 8 2
17a30 19 20 30 30 - - 8 2

- : Ausencia de muertes.

La temperatura promedio del agua de los acuarios durante los 30 dias que duré €
experimento, fue de 14,3 °C, con un rango de variacion entre 12 y 17 °C (Ver Anexo 3y
Gréfico 1).
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Gréafico 1: Evolucion delamortalidad acumulada especifica por Vibriosisen S. salar (15
20 g), inoculados a través de las vias intraperitonea (IP), intramuscular (IM),
bafio y ord con V. ordalii y variacion diaria de la temperatura del agua de los

acuarios mantenidos por 30 dias a una salinidad de 10 %o .

5.2 CONFIRMACION DE LA MORTALIDAD POR Vibrio ordalii

5.2.1 Signologia clinica

Mediante el examen anatomopatol dgico realizado a los peces muertos y moribundos de
Vibriosis, se pudo observar signos clinicos méas comunes, las cuales se presentan a
continuacion en la Tabla 3.
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Tabla 3: Signos clinicos presentes en S. salar (15-20 g) inoculados experimentalmente con

V. ordalii a través de las vias intraperitonea (IP), intramuscular (IM) y bafio,
mantenidos a una temperatura promedio de 14,3 °C y auna sainidad de 10 %/,

Viadelnoculacion
Signos Clinicos IP(n=239) IM (n = 60) Bafio (n = 11)

Ne° % Ne° % Ne° %
Edema zona inoculacién - - 38 63,33 - -
Hemorragia zona inoculacion - - 11 18,33 - -
Exoftalmia uni/bilateral 20 51,28 31 51,67 9 81,82
Hemorragia base aletas 22 56,41 9 15 1 9,09
Hemorragia intestino posterio 3 7,69 4 6,67 2 18,18
Hemorragia poro urogenital 13 33,33 26 43,33 - -
Hemorragia cavidad bucal 4 10,26 4 6,67 1 9,09
Hemorragia lingual 12 30,77 20 33,33 2 18,18
Hemorragia ocular 21 53,85 12 20 6 54,55
Opacidad corneal 9 23,08 1 1,67 4 36,36
Higado palido y friable 28 71,79 36 60 5 45,45
Bazo friable y esplenomegalig 21 53,85 30 50 5 45,45

- : No presentaron dicha Signologia.

La presente tabla indica que la lesdn que se presentd con mayor frecuencia en los
peces inoculados via IP fue higado palido y friable (71,79 %), seguida por hemorragia en la
base de las detas (56,41 %). En los peces inoculados via IM, la lesén més comun fue €
edema de la zona de inoculacion (63,33 %), seguida por higado palido y friable (60 %). En €
caso de la via bafio, la lesdon mas comin entre los peces inoculados fue exoftamia
uni/bilateral (81,82 %), seguida por hemorragia ocular (54,55 %) (Ver Figuras 1y 2).
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Figural: Salmén del atlantico (S. salar) de 15 a 20 g inoculado con V. ordalii con

exoftalmia (i), hemorragia en base de aletas pares (! y —*) y poro urogenital
().

Figura2: Salmon del atlantico (S. salar) de 15 a 20 g inoculado con V. ordalii con higado
palido (—*),esplenomegalia (l) y hemorragia en intestino posterior(T).
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5.2.2Tincion de Gram

Se redizd Tincion de Gram a frotis de higado, bazo y rifion. El érgano en € cud se
observd con mayor frecuencia bacilos Gram negativos en las tres vias de inoculacion fue el
bazo. En € caso delavialM, esta frecuencia alcanzé € 100%. A su vez, el érgano con menor
frecuencia de observacion de bacilos Gram negativos en las tres vias fue € higado(Ver Tabla
4). También fue posible observar un aumento de la melanina en bazo y rifion.

Tabla4: Observacion de bacilos Gram negativos en improntas de higado, bazo y rifién de
Salmo salar (15-20 g), inoculados con V. ordalii por las vias intraperitoneal (1P),
intramuscular (IM) y bafio, mantenidos a una temperatura promedio de 14,3°Cy a
una salinidad de 10 /g,

Observacion de bacilos Gram negativos
Via de Inoculacion Higado Bazo Rifion
N % | N°J] % | N° | %
IP (n=39) 27 169,23 36 |92,31| 34 |87,18
IM (n =60) 49 |81,67] 60 100 60 100
Bafio (n =9) 3 27,27 5 4545| 4 36,36

5.2.3 Cultivo bacteriol6gico

De la totalidad de los peces muestreados con Vibriosis, se reaidé de rifion V. ordalii
en Agar TSA 1% NaCl. Las placas fueron incubadas a 22-23 °C por sete dias, presentando
crecimiento bacteriano a las 48 h, observando colonias pequefias de 1 a 2 mm de didmetro
circulares, solevantadas, blanquecinas y filantes.

A partir de una placa de cada via de inoculacién, se realizo un repicaje con €l fin de
obtener un cultivo puro. Luego a partir de éste, se redliz0 e Test de Aglutinacion rgpida
(Mono-Va ®), siendo positivo para las tres vias. También se redizé e Test de sensibilidad
vibriostético 0/129, siendo positivo para las tres vias, con un halo de inhibicion que varié de
3.7 a4.4 cm de diametro. Ademés se redlizaron pruebas bioguimicas, cuyo resultado se
detalaen e Anexo 5.
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5.2.4 Histopatologia

En la Tabla 5 se presentan los hallazgos histopatol égicos obsenedos en muestras de
rifidn de peces moribundos inoculados con V. ordalii.

Tabla5: Halazgos histopatolégicos renales de S. salar de 15 a 20 g, inoculados via
intraperitoneal (IP), intramuscular (IM) y bafio con V. ordalii; mantenidos a una
temperatura promedio de 14,3 °C , a una salinidad de 10 %, Y muestreados los dias

6,7,10 y 15 dias post inoculacion (p.i).

Via de Inoculacién
Hallazgos -
histopatol 6gicos - .IM - . - .lP - . - B.ano - .
6 diasp.i ] 7 diasp.i |6 diasp.i | 7 diasp.i L0 diasp.ij15 diasp.i
Edemaintersticial - + - - - -
Necrosisintersticial - ++ ++ - - -
Bacterias en glomérul o - + + - - -
Proliferacion de CMM ++ ++ + ++ ++ ++
Glomerulonefritis ++ + - ++ - +++
Tubulonefrosis ++ - - - - -
Nefrltlsgon infiltracion et + + Tt 4 +
perivascular
-. ausente +++: severa
+: leve CMM: celulas melanomacrofégicas
++: moderada p.i: post inoculacion

En la presente tabla se indica que los halazgos histopatolégicos renales mas
frecuentes, fueron la proliferacion leve a moderada de células melanomacrofagicas y la nefritis
con infiltrado perivascular leve a severa. Ademés en dos de las seis muestras analizadas se
observaron bacterias en glomérulos renales.

En la Tabla 6 se presentan los hallazgos histopatol 6gicos observados en muestras de
higado de peces moribundos inoculados con V. ordalii. La muestra correspondiente al dia 10
post inoculacién de la via bafio, no se incluye en la tabla por extravio en € procesamiento.
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Tabla 6: Halazgos histopatoldgicos hepaticos de S. salar de 15 a 20 g, inoculados via
intraperitoneal (I1P), intramuscular (IM) y bafio con V. ordalii; mantenidos a una
temperatura promedio de 14,3 °C, a una salinidad de 10 °/o Yy muestreados los dias
6,7 y 15 dias post inoculacion.

Viade Inoculacion
Alteraciones histopatolégicas IM 1P Bafio
6 diasp.i |7 diasp.i |6 diasp.i |7 diasp.i |15 diasp.i
Perivasculitis necrotizante con + + ++ ++ +
Atrofia hepética ++ ++ - -
Tumefaccion hepética - - + + ++

-: ausente +++: severa
+: leve p.i: post inoculacion

++: moderada

A través de la presente tabla, se desprende que € hallazgo que se presentd con mayor

frecuencia entre las muestras hepéticas analizadas fue la perivasculitis necrotizante con edema,
la cua varié de leve a moderada (Ver Figura 3).

En la Tabla 7 se presentan los hallazgos histopatol 6gicos observados en muestras de
bazo de peces moribundos inoculados con V. ordalii.

Tabla7:

Hallazgos histopatoldgicos esplénicos de S. salar de 15 a 20 g, inoculados via

intraperitoneal (I1P), intramuscular (IM) y bafio con V. ordalii, mantenidos a una

temperatura promedio de 14,3 °C, auna salinidad de 10 %, y muestreados los dias
6,7,10 y 15 dias post inoculacion.

Via de Inoculacion

Hallazgos histopatolégicos IM IP Bafio
6 diasp.i] 7 diasp.i| 6 diasp.i| 7 dias p.i |10 dias p.i| 15 dias p.i
Proliferacion Cdl. Reticularey — +++ +++ +++ +++ +++ +++
Bacterias ++ +++ + - - +4++

Necrosis focales - - - + - +
Hemosiderosis - - - - + -

- ausente +++: severa

+: leve p.i: post inoculacion

++: moderada
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La presente tabla muestra que e hallazgo mas frecuente entre las muestras de bazo

analizadas, fue la proliferacion de células reticulares, siendo severa en todas éstas. Ademas se
observaron bacterias en cuatro de las seis muestras analizadas.

En la Tabla 8 se presentan los hallazgos histopatol 6gicos observados en muestras de
corazén de peces moribundos inoculados con V. ordalii.

Tabla8: Hallazgos histopatoldgicos cardiacos de S. salar de 15 a 20 g, inoculados con via
intraperitonea (IP), intramuscular (IM) y bafio V. ordalii; mantenidos a una
temperatura promedio de 14,3 °C, auna salinidad de 10 %0 y muestreados los dias
6,7,10 y 15 dias post inoculacion.

Via de Inoculacién
_ Hallazgos IV P Bano
histopatologicos 6 diasp.i| 7 diasp.i |6 diasp.i ] 7 dias p.i 1O dias p.i|15 dias p.i
Epicarditis Focal ++ + - + + +
Bacterias + + ++ - - -
-1 ausente +++: severa
+: leve p.i: post inoculacion

++: moderada

La presente tabla indica que € halazgo maés frecuente entre las muestras de corazéon
fue la epicarditis focal leve. Ademés se observaron bacterias en tres de las seis muestras
analizadas, las cuales pertenecian a las vias de inoculacion IM e IP(Ver Figura 4).

En la tabla 9 se presentan los hellazgos histopatol 6gicos observados en muestras de
intestino posterior de  peces moribundos inoculados con V. ordalii. La muestra
correspondiente a dia 7 post inoculacion de la via intramuscular, no se incluye en la tabla por
extravio en e procesamiento
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Tabla9: Halazgos histopatolégicos de intestino posterior de S. salar de 15 a 20 g,
inoculados con V. ordalii via intraperitoneal (IP), intramuscular (IM) y bafo;

mantenidos a una temperatura promedio de 14.3 °C, a una sdinidad de 10 /ooy
muestreados los dias 6,7,10 y 15 dias post inoculacion.

Viadelnoculacion
Alteraciones histopatoldgicas M IP Bafo
6diasp.i| 6diasp.i | 7 diasp.i | 10diasp.i J15 diasp.i
Enteritis con bacterias - ++H+H+ - - -
Céulas descamadas en lumen con bacterias - - - - +++/+
-: ausente +++: severa
+: leve p.i: post inoculacion

++: moderada

En esta tabla se indica que dos de las cinco muestras analizadas presentaron hallazgos
histopatol 6gicos, una muestra corresponde a lavia IP y la otra a la via bafio.
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Figura 3: Higado de sailmon dd atlantico (S. salar) de 15 a 20 g, inoculado con V. ordalii
con edema e inflamacion perivascular (—).

Figura4: Corazon de salmoén del atlantico (S. salar) de 15 a 20 g, inoculado con V. ordalii
con presencia de bacterias (l).
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6. DISCUSION

El mayor porcentgje de mortalidad entre las vias de inoculacion, fue acanzado por la
via intramuscular (IM) llegando a 100 % de mortalidad acumulada especifica (mortalidad
verificada por €l reaislamiento de V. ordalii), la cual comenz6 el dia 5 post inoculacién y cesd
el dia 9. Esto indica que & curso de la enfermedad fue agudo. Tanto € curso de la enfermedad
como los porcentajes de mortalidad acumulada especifica, fueron similares en los grupos 3 y 4
de samon del atlantico (S. salar) inoculados por esta via. El curso de la enfermedad se
aseme0 a lo obtenido en € desafio realizado por esta misma via con A. salmonicidaen S.
salar de 15 a 20 g. En este desafio las mortalidades se produjeron entre los dias 4 y 12 post
inoculacion (Quinteros 2004). Mientras que en e trabajo redlizado a través de esta via por
Brossard (1999) con el agente U2 (RLO) también en S. salar de 15 a 20 g, las mortalidades se
produjeron entre los dias 18 y 48 post inoculacion. La diferencia de los dias en que ocurrio la
mortalidad en € desafio redizado por Brossard (1999), se podria explicar por la dosis
bacteriana inoculada por pez, ya que en este caso, la dosis fue 1,5 x 10* ufc/pez, mientras que
en @ desafio con V. ordalii fue 5,7 x 10° ufc/pez, lo que pudo ocasionar la mortaidad més
aguda.

La dta mortalidad lograda por la via IM se puede explicar porque a introducir la
bacteria directamente a la zona muscular, se sobrepasan todas las barreras naturales de defensa
dd pez (Amend 1981). Ademés, V. ordalii posee un ato grado de tropismo por € tgido
muscular y cutaneo (Godoy 2004). Esto se suma a uno de los factores mas importantes de
virulencia de la bacteria, su capacidad proteolitica, debido a que posee proteasas, que
producen una severa mionecrosis y liquefaccion focal, especialmente en la musculatura
esquelética (Larseny Mellergaard 1984, Inglis y col 1993, Spanggaard y col 2000). Esto se
manifestd como uno de los signos que presentaron los peces inoculados por esta via, ya que 38
de los peces muestreados (63,3 %), presentaron edema en la zona de inoculaciéon y 11 (18,3
%) hemorragia en la misma zona. Esto concuerda con Actisy col (1999), que indic6é que V.
anguillarum puede causar necrosis y hemorragias en los tejidos infectados. A su vez, Bergljot
y Slavko (2000) mencionan que lavialM produce una lesién en la zona de inoculacion debido
a una mayor concentracion de bacterias y al efecto toxigénico de los productos extracelulares
de estas mismas.

La segunda via de inoculacion con mayor mortalidad acumulada por Vibriosis fue la
via intraperitoneal (1P), la cua alcanzd un 65 %. La mortalidad se inicié € dia 6y cesbd dia
16 post inoculacion. Esto indica que e curso de la enfermedad fue agudo. Tanto el curso de la
enfermedad y los porcentgjes de mortalidad acumulada especifica, fueron similares para los
grupos 1y 2 de salmoén del atlantico S. salar) inoculados por esta via. En otro desafio
realizado con V. ordalii por lavialP en S. salar de 25 g, se logré un 100 % de mortaidad



28

acumulada entre los dias 6 y 23 post inoculacion. La dosis utilizada en este desafio, ni las
condiciones en que éste se realizd fueron reveladas por e Laboratorio que lo patrocing . En
otro desafio con otras especies de salmonideos, se determind que O. keta y O. nerka morian
después de 48 h de haber sido inoculados via IP con 0,1 ml que contenian 1 x 10’ ufc de V.
anguillarum (Austin y Austin 1999).

Mediante la via |P, también se ha logrado reproducir otras enfermedades causadas por
bacterias Gram negativas como U2 (Brossard 1999) y A. salmonicida (Gonzdlez 2002,
Quinteros 2004) en salmoén del atlantico (S. salar) de 15 a 20 g y Piscirickettsia salmonis
(Pérez 1996, Pizarro 1998, Ojeda 2000) en trucha arcoiris de 10 a 15 g y en salmon coho (O.
kisutch) de 10 g(Estay 2003). En estos desafios, se lograron mortalidades acumuladas que
van desde 47 hasta 100 %. El éxito de la via IP para reproducir la Vibriosis, se puede atribuir a
gue esta via permite e ingreso directo de V. ordalii a la cavidad peritoneal huésped, evitando
de esta forma las barreras naturales de defensa del pez.

En cuanto a volumen del indculo utilizado en las vias IM e 1P(0,1 ml) éstos coinciden
con los utilizado en un desafio con otra bacteria del Género Vibrio (Austin y Austin, 1999),
con dos desafios con A. salmonicida (Gonzélez, 2002 y Quinteros, 2004) y con tres realizados
con P. salmonis (Pizarro1998, Ojeda 2000, Estay 2003).

La inyeccion de agentes no es un método natural de desafio, ya que muchos de los
mecanismos normales de defensa son sobrepasados artificidmente. Ademas € uso de
inyecciones como via de inoculacién para reproducir experimentalmente una enfermedad,
tiene la dificultad que omite los mecanismos que utiliza € agente para la penetracion al
huésped. Es muy probable que dadas las condiciones del ambiente acuatico, la capacidad de
adhesion del agente puede ser crucial para lograr establecer un proceso infeccioso (Evelyn
1996).

Los esguemas de bafio o inmersion son ampliamente utilizados como método de
desafio o0 via de inmunizacién en peces. Esta via ha permitido la reproduccion experimenta de
Furunculosis, Yersiniosis y Vibriosis. Porque aunque es artificial, es la que megor smula la
situacion natural (Amend 1981). Ya que, los peces no se extraen del agua, por lo que se
minimiza el estrés por manipulacion y se expone la totalidad de la superficie corporal,
incluyendo aberturas naturales, piel, branquias, 0jos, mucosas y otros teidos en forma
simulténea a la bacteria (Pizarro 1998, Ojeda 2000). Sin embargo, dependiendo de la bacteria
y la especie dd pez, algunas de estas eventuales rutas son mas eficientes para € ingreso de
microorganismos que atras. Referente a las posibles puertas de entrada de V. anguillarum por
medio de desafios via bafio, se puede indicar que Robohm y Koch (1995), demostraron que en
desafios realizados por esta via en goldfish (Carassius auratus), la ingestion es una de las

" Comunicacién personal K. Gravningeny col, Laboratorio Alpharma, 2004.
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principales rutas de ingreso de antigenos, estimando que € volumen de ingestion seria
aproximadamente 0,37 mi/h, valor superior a que ingresaria por otros tejidos. Esto concuerda
con lo descrito por Nelson y col (1985), quienes luego de una breve exposicidn de los peces en
una suspension con esta bacteria, pudieron observarla inmediatamente después en € tracto
grastointestinal de los peces desafiados. Por otra parte, las branquias son una ruta de entrada
muy importante para ciertos patdégenos, debido a que reciben constantemente flujos de agua
que pueden contener microorganismos. Para disminuir esto, estan cubiertas por una capa de
mucus, que minimiza el contacto de estos microorganismos con las laminillas branquiales.
Ademéas se sabe que su superficie esta cubierta principalmente por un epitelio smple, por lo
gue tedricamente es mas facil de penetrar que la piel, que es histoldgicamente un obstaculo
mas grueso y compacto (Kanno 'y col 1989, Evelyn 1996).

En un desafio realizado en trucha arcoiris (O. mykiss) se sugirié gque las branquias son
el stio de entrada para V. anguillarum. Sin embargo, otros estudios realizados indican que
éstas no son un sSitio de entrada importante, ya que en un estudio redizado en turbot
(Scophthalmus maximus), luego de la inocdacion directa de esta bacteria sobre las branquias,
no fue posible reaidarla desde € bazo (Spanggaard y col 2000). En cambio, Kanno y col
(1989) lograron un 3% de mortalidad en ayu (Plecoglossus altivelis) desafiados con V.
anguillarum através del cortacto directo de la bacteria sobre las branquias del pez.

En relacidn a la piel, se debe sefialar que es una excelente barrera para la penetracion
de los microorganismos, ya que la epidermis congtituye una barrera fisica y quimica(Evelyn
1996).V. anguillarum tiene motilidad quimiotéctil haciala piel y gracias a su flagelo polar es
capaz de traspasar € integumento del pez (Ormonde y col 2000). Luego de un desafio con V.
anguillarum por inmersion en trucha arcoiris (O. mykiss ), la bacteria pudo ser detectada en
piel y adetas (Spanggaard y col 2000). Ademas, utilizando técnicas histopatologicas se
encontrd gque esta bacteria en infecciones naturales y experimentales de ayu (P. altivelis) €
primer tgiido que colonizaba era la pie (Kanno y col 1989). Experimentalmente se ha
establecido, que la piel es colonizada antes de las 12 h de inmersién en un cultivo virulento
con Vibrio spp. A esto, le sigue la invasion de higado, bazo, musculo, branquias e intestino
(Austin y Austin 1999).

En este trabgjo, la tercera via que resultd ser exitosa para reproducir la Vibriosis, fue la
via bafio o por inmersion, en la cual selogré un 20% de mortalidad acumulada. La mortalidad
seinicié e dia 10 y cesd € dia 17 post inoculacion. Cabe destacar que en € grupo 8 de esta
via, se produjo una mortalidad inespecifica de 28 peces entre los dias 19 y 20 post inoculacion,
producto de una fallaen € filtro del acuario.

El menor porcentgje de mortalidad acumulada especifica en comparacion a las dos vias
descritas anteriorme nte se podria explicar porque al realizarse €l desafio por esta via es muy
dificil que todos los peces hayan recibido la misma dosis bacteriana y no se puede determinar
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la dosis exacta individual. Este resultado concuerda con un desafio realizado a través de la via
bafio durante 45 minutos con V. ordalii en salmon del atléntico (S. salar) de 30 g, logrando
cerca de 50 % de mortalidad acumulada €l dia 35 post inoculacion . Otro desafio realizado por
esta via en salmon del atlantico (S. salar) con V. anguillarum, logré un 80 a 100 % de
mortalidad en los salmones desafiados con una dosis de 1 a 2,5 x 10 ufc/ml (Austin y Austin
1999). En 1989 (Kanno y col) mediante desafios por inmersion en ayu (P. altivelis) con V.
anguillarum logré mortalidades de 30 a 100 %, con una LDsg de 1 x 10* ufc/ml. Otro desafio
realizado con V. anguillarum por inmersion, pero en trucha arcoiris (O. mykiss) con una dosis
de 10° ufc/ 0,1 ml, generé una mortalidad del 100 % a las 96 h post inmersién. El porcentgje
de mortalidad acumulada obtenido via bafio (20 %) en este trabajo, es menor que los
resultados de los desafios descritos en la bibliografia. Es dificil poder explicar esta diferencia,
ya gue los experimentos sefialados, fueron realizados en otras especies de peces 0 con otra
especie de Vibrio, por lo cua se hace mas aln dificil comparar. Se puede sefialar que en Chile,
esta via también fue exitosa para reproducir la enfermedad causada por P. salmonis en trucha
arcoiris (O. mykiss) (Pizarro 1998, Ojeda 2000).

El tiempo de inmersion (1 hora) utilizado en este trabajo coincide con los utilizados en
otros desafios con V. anguillarum (Austin y Austin 1999, Spanggaard y col 2000), A.
salmonicida (Quinteros 2004), U2 (Brossard 1999), P. salmonis (Ojeda 2000). En cambio, es
mayor a los 5 minutos empleados por Kanno y col (1989) con V. anguillarum. Durante la
inmersion de los peces, éstos se mantuvieron con aireacion constante y la temperatura de la
suspension bacteriana en este trabgjo fue 13,7 °C, mientras que en otros desafios con V.
anguillarum fue 10 a 15 °C (Austin y Austin 1999), 12 °C (Spanggaard y col 2000) y para P.
salmonis fue 16 °C (Pérez 1996) y 17,5 +/- 0,5 °C (Ojeda 2000).

Es importante destacar, que en este trabgjo e desafio via bafio se redizé con la pid
intacta de los peces, es decir, sin causar previo a desafio agun corte o raspado de piel. Se hizo
de esta forma con € propésito de smular lo mejor posible la situacion natural de invasion
bacteriana. Las publicaciones sobre invasion bacteriana por piel intacta son escasas. La
primera infeccion experimental descrita en piel intacta fue hecha por Kanno y col (1989) en
ayu (P. altivelis) mediante un trozo de papel embebido en una suspension bacteriana con V.
anguillarum. En este mismo desafio, se observé que si previo a experimento se les provocaba
a los peces soluciones de continuidad como escarificaciones en la piel o cortes en las aletas,
los porcentgjes de mortalidad acumulada eran mayores que las obtenidas en € desafio con
peces intactos. Otro factor a tomar en cuenta, es que en los salmones cultivados, existen
frecuentemente lesiones microscopicas a las cuaes se adhieren los microorganismos (Estay
2003).

" Comunicacion personal K. Gravningen y col, Laboratorio Alpharma, 2004.
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Una de las posibles rutas de ingreso bacteriano en peces, corresponde a tracto
gastrointestinal (Gl). Al respecto se han llevado a cabo distintos estudios a fin de determinar
con exactitud € rol que juega la via digestiva en e ingreso de determinados agentes
patdgenos. Por otra parte, € tracto Gl es un tgido cuya membrana mucosa, con funcion
digestiva crea un ambiente extremadamente hostil para potenciales patdgenos. En el caso
especifico de peces carnivoros, € medio gastrico se caracteriza por tener pH acido, que varia
entre 2 a 4 y por secretar enzimas digestivas. En cambio, a nivel intestinal la digestion de
proteinas se realiza en un medio acaino (Roberts 1989). En un estudio realizado en turbot (S.
maximus), se determiné que después tres horas de la aimentacion e contenido estomacal
tenia un pH entre 4,8 a 5,3 y que después de diez horas €l pH bajaba a 3,9 a 4,5. Mientras que
el pH del intestino variabaentre 7,4y 79y d de recto entre 7,6 a 8,5 (Olson y col 1998).

La importancia de estudiar la participacion de la via ord en € ingreso de V. ordalii,
radica en la posibilidad de determinar la capacidad de dicha bacteria de sobrepasar las barreras
mucosas y enziméticas del tracto digestivo, colonizandolo y estableciendo un estado de
infeccidn. A través de esta via, no fue posible reproducir la Vibriosis. No hubo mortalidad en
los grupos 5y 6 de salmon del atlantico (S. salar) inoculados por esta via, como tampoco
presentaron signologia clinica de la enfermedad. Esto sugiere que €l ingreso de esta bacteria
por via gastrica en condiciones naturales seria de baja probabilidad. Al fina del periodo de
desafio tampoco se pudo reaidar V. ordalii a partir de |os peces sobrevivientes de estavia. Las
causas del fracaso de la reproduccion de la enfermedad por la via oral, pueden ser diversas,
por una parte la susceptibilidad de V. ordalii d pH estomacal, también la existencia de
enzimas gastricas que pueden causar la inactivacion o destruccion de la bacteria en forma total
o parciad (Rombout y col 1986, Roberts 1989). Ademas se debe tomar en cuenta factores como
la rapidez de la evacuaciéon gastrica y @ transito intestina (Vigneulle y Baudin-Laurencin
1991). Estudios realizados en nuestro pais con otras bacterias, a través de esta via tampoco
fueron exitosos para A. salmonicida (Quinteros 2004) ni para U2 (Brossard 1999).Sin
embargo, lo fue para P. salmonis (Pizarro 1998).

Se ha demostrado que € tracto Gl de trucha arcoiris (O. mykiss) puede servir como
puerta de entrada para V. anguillarum. Adicionamente, este tracto parece ser e sitio de
colonizacion y de amplificacion para especies de Vibrios patégenos. Ademas se mostré que el
intestino de turbot S. maximus) puede servir de puerta de entrada para V. anguillarum,
cuando éste es administrado por intubacién géstrica o anal. Esto indica que esta bacteria puede
pasar por € tracto Gl y sobrevivir a los &cidos estomacales, bilisy enzimas digestivas. Esto se
reafirma con el hallazgo de V. anguillarum en el material fecal de peces desafiados (Olsson y
col 1998). Esto concuerda con los hallazgos de V. ordalii y V. anguillarum en los ciegos
pildricosy tracto Gl de salmones del pacifico infectados de Vibriosis (Ransom y col 1984).

Las paredes del tracto Gl contienen células epiteliaes que constantemente producen
mucus, € cual contiene proteinas, lipidos, glycoproteinas y glycolipidos. De esta forma, este
mucus puede ser una fuente de nutrientes para los microorganismos, incluyendo a V.
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anguillarum. Esto se comprueba con € rapido y eficiente crecimiento que mostré esta
bacteria en e mucus intestinal de salmonideos (Garcia y col 1997). En contraposicion a esto,
estudios in vitro sobre esta bacteria, muestran que la secrecion intestinal (especialmente de los
ciegos piloricos e intestino medio) degradan eficientemente a V. anguillarum dentro de 30
minutos (Spanggaard y col 2000)

Kanno y col (1989), lograron reproducir la Vibriosis en turbot (S. maximus) mediante
intubacién gastrica y anal. La mortalidad acumulada causada por la introduccion del patégeno
dentro del estébmago (70 %) fue menor que a efectuar e ensayo en forma intra—anal (85 %).
Ademés se determind que sdlo con la dosis bacteriana més alta (6 x 10° ufc/pez) se producian
mortalidades en los peces desafiados mediante intubacién gastrica. En la carpa comin
(Cyprinus carpio) se comprobé que después de algunas horas de la administracion por
intubecion intraintestinal de V. anguillarum, éstos se encontraban en macréfagos
intraepiteliales del intestino posterior. En este ensayo también se determing, que el proceso de
absorcion Gl seria rgpido, ya que comenzaria 1 hora después de la intubacién and @rpas
(Rombout y col 1986).

Respecto a volumen de inéculo utilizado en la via ora, éste fue 0,2 ml, lo que
concuerda con los utilizados por Pizarro (1998) y Quinteros (2004). Kanno y col (1989) en su
estudio realizado con V. anguillarum utilizd un volumen de 0,05 ml tanto en la intubacién
ora como en la anal. Esto implicd que cada pez recibié una dosis bacteriana de 6 x 16°
ufc/pez, dosis superior ala utilizada en este trabgjo(1,14 x 107 ufc/pez).

Factores ambientales como temperatura y salinidad, son muy importantes para la
quimiotaxis y la adhesion de V. anguillarum. En un estudio redlizado en brema marina
(Sparus aurata), se determind que aumento de los valores de temperatura y salinidad
ambientales, producen e incremento del nimero de células de V. anguillarum adheridas a
branquias, mucus intestinal y piel. También se observo, que a una temperatura de 15 °C y a
una salinidad de 10°/,, (Smilares a la temperatura y salinidad utilizadas en este trabgjo), €
mayor nimero de células de V. anguillarum se encontraban adheridas al mucus intestina
(Bordasy col 2003).

En cuanto a la signologia clinica que presentaron los peces, los tres signos mas
frecuentes y comunes para las vias IM, IP y bafio, fueron: exoftamia uni/bilateral, higado
palido y friable, y bazo friable y esplenomegalia. Por otra parte se puede indicar que, la
hemorragia bucal, ocular, en la base de las aletas, en poro urogenital, en intestino posterior y
exoftalmia descritas en este trabgjo, coinciden con otras investigaciones (P ost 1983, Austin y
Austin 1999, Plumb 1999, Godoy 2004). Por otra parte, la esplenomegalia, higado péido,
coinciden con los signos mencionados por Godoy (2004).
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El resisamiento de la bacteria inoculada se redliz6 a través del cultivo de muestras de
rifidn de peces moribundos en Agar TSA a 1 % de NaCl a 22-23 °C por dete dias. La
confirmacion del agente se realizé por medio de un Test de aglutinacion répida (Mono-Va ®),
ya que V. ordalii posee antigenicidad cruzada con V. anguillarum y por un test de
sensibilidad a agente vibriostético 0/129 (Oxoid ®). Este tipo de diagnéstico coincide con lo
descrito por American Fisheries Society (1992), Godoy (2004) y Quinteros (2004). También
se redlizaron pruebas bioquimicas, las que en conjunto con las pruebas diagnosticas, permiten
demostrar que la bacteria reaidada a partir de los peces inoculados, es la misma que fue
inoculada

Con relacion a los resultados del andlisis histopatol6gico obtenidos en este trabajo, se
puede sefidar que en las muestras de tgido rend, los halazgos histopatoldgicos mas
frecuentes fueron la proliferacion de céulas melanomacrofégicas y la nefritis. Ambas lesiones
se encontraron en todas las muestras analizadas, lo cua indica que no hubo variacién para
éstas, seguin la Via de Inoculacion. Por otra parte, se observaron bacterias en glomérulos en
dos de las seis muestras andizadas. El rifién es un érgano blanco para muchas enfermedades.
Bacteremias agudas pueden ser causadas por Vibrio spp., Aeromona spp Y Pseudomona spp
(Roberts 2001). Este drgano posee un componente hematopoyético y otro excretor, la
presencia de tejido hematopoyético en € intersticio, puede complicar la interpretacion de los
cambios inflamatorios, especialmente en estadios tempranos de la enfermedad. Las células
melanomacrofagicas son macr6fagos que contienen pigmentos oscuros, especiamente
melanina. El nUmero, tamafo y apariencia histologica, varia segun la edad, estado nutricional
y exposicion a antigenos. Es asi que su nimero y tamafio puede aumentar en peces
crénicamente enfermos, cuando e catabolismo ha sido excesivo (Ferguson 1989). En € caso
de esta investigacion, la proliferacion de cdlulas melanomacrofagicas y la presencia de un
proceso inflamatorio en € rifidn, indica que € dérgano esta enfrentandose a la accion de V.
ordalii. Por otra parte, € infiltrado perivascular sefidla que € agente Ilego a dérgano a través
de la via sanguinea.

El examen histopatologico del tgjido hepatico, sefida que e hallazgo mas comin de
este érgano fue la perivasculitis necrdizante con edema. Esta lesiéon se present6 en todas las
muestras, siendo moderada en las de la via IP, mientras que en € resto de las muestras, sdlo
fue leve. Esta diferencia se podria explicar por la ubicacién anatémica del higado, ya que se
encuentra a nivel del abdomen anterior y de este modo mediante la inoculaciéon de V. ordalii
via IP, la bacteria llega directamente a la cavidad abdominal y de esta forma también a
higado. En cuanto a la causa de procesos inflamatorios a nivel hepético, se describen a agentes
bacterianos como V. anguillarum, R. salmoninarum y Nocardia asteroides (Roberts 2001).
La perivasculitis necrotizante con edema, indica que € agente responsable del cuadro
inflamatorio, en este caso V. ordalii, se distribuyd via sanguinea. En la atrofia hepética, hay
una disminucién del citoplasma de las células del parénquima, originando un menor tamafio
del érgano, esto puede ser causado por enfermedades nutricionales, edad avanzada o cuadros
de inanicion (Ferguson 1989). En € caso de este trabajo, |a atrofia hepéatica se puede explicar
por e periodo de inanicion gque sufrieron los peces desafiados, ya que previo y posterior al
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tradado de los peces a Vadivia, éstos fueron sometidos a ayuno con € fin de lograr su
aclimatacion y reducir €l estrés.

De los resultados del andlisis histopatol6gico del bazo, se puede sefidar que € hallazgo
mas frecuente fue la proliferacion de células reticulares, la cual fue severay se presentd en
todas las muestras, sin diferencias entre vias de inoculacién. Ademés se detecto la presencia de
bacterias, en cuatro de las seis muestras analizadas. Las células reticulares, dan origen a las
fibras reticulares, las cuales se especidizan en atrapar complgos inmunes y antigenos
particulados (Roberts 2001). Es por esta razon que en ausencia de nodulos linféticos, € bazo
de los teledsteos representa uno de los mayores filtros del sistema vascular, removiendo los
antigenos circulantes. Por |o tanto, cualquier infeccidn sistémica compromete a bazo en algun
grado (Ferguson 1989). La proliferacion de células reticulares, indica que € 6rgano estuvo
contacto con un microorganismo y que esta respondiendo al proceso infeccioso, en este caso
provocado por la inoculacién de V. ordalii.

En el andlisis histopatoldgico del corazon, la alteracioén mas frecuente fue la epicarditis
focal. Adiciona a esto, se observaron bacterias en tres de las seis muestras analizadas. El
epicardio es un sitio comun para lesiones, asociadas con parasitos o agentes microbianos. Para
que haya epicarditis, €l agente causal debe llegar directamente via traumética o via sanguinea
como probablemente ocurrid en este caso, produciendo un proceso inflamatorio.

A partir del andlisis histopatol6gico de las muestras, se puede concluir que los érganos
gue presentaban mayores alteraciones fueron rifion y bazo.

En infecciones naturamente adquiridas por V. ordalii en sadmon chum Q. keta), las
bacterias se observaron con mayor frecuencia en musculo y piel, presentandose necrosis
cuando estan fuertemente infectados. La distribucion de las colonias de V. ordalii no es
uniforme entre los tgjidos infectados, observandose en muchas areas de la pidl, tanto epidermis
como hipodermis, asi como branquias, bazo, higado y en la musculatura adyacente a rifion,
sin embargo la bacteria no pudo ser observada en este Ultimo 6rgano (Ransom y col 1984). A
diferencia de los resultados de este trabgjo, en € cua fue posible observar la bacteria en
glomérulos en dos de las muestras analizadas. Por otra parte, los mismos autores infectaron
artificiadmente salmén chum (O. keta), encontrando que la piel y musculo son ampliamente
colonizados. También se observaron mas colonias bacterianas en higado y bazo en
comparaciéon con infecciones naturales. La histopatologia de Vibriosis observada en samén
coho (O. kisutch) y en sailmén chinnok (O. tshawytscha), es basicamente la misma que se
describio para sailmon chum (O. keta). Esto indica la posbilidad que otras especies de
salmonideos como salmon del atlantico (S. salar) reaccionen a lainfeccién deigual forma
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Las infecciones experimentales obtenidas a través de las vias IM, IPy bafio, através de
las cudes se reprodujo la Vibriosis, constituyen un aporte de importancia para la
salmonicultura naciona. Ya que otorgan informacion acerca de la puerta de entrada de la
cepachilenade V. ordalii y de la patogenia de la enfermedad. La aplicacion de estas tres vias
podria ser usada para evduar € grado de virulencia de otras cepas de esta bacteria y
determinar la eficacia de vacunas para la prevencion de Vibriosis, entre otras enfermedades.
Sin embargo, las condiciones en que se hacen los desafios por estas vias. IM, IP y bafio
requieren ser estandarizadas, para determinar la factibilidad de utilizar menores
concentraciones bacterianas, disminuir d maximo € estrés de los peces, la sdinidad éptima
del agua de los acuarios, tiempo de inmersion adecuado, etc. De este modo, este es € primer
paso para futuras investigaciones sobre vias de inoculacion de V. ordalii en salmonicultura.

CONCLUSIONES

La Vibriosis puede ser reproducida en salmén del atlantico (S salar) de 15 a 20 g, mediante la
inoculacion experimental de un aislado chileno de V. ordalii, a traves de las vias
intramuscular, intraperitoneal y bafio bajo las condiciones de este estudio. Ademas se pudo
reaidar la bacteria inoculada a partir de todos los peces moribundos de Vibriosis.

A través de la inoculacion experimental via orad de un aidado chileno de Vibrio ordalii, en
salmoén del atlantico (Salmo salar) de 15 a 20 g, no se logro reproducir la Vibriosis bgjo las
condiciones de este estudio.

El mayor porcentaje de mortalidad acumulada especifica (100 %) se logré a través de la
inoculacion de Vibrio ordalii en salmon del atlantico (Salmo salar) por la via intramuscular.
En la via intraperitoneal se obtuvo un 65 % de mortalidad acumulada especifica, mientras que
através de la via baio se obtuvo un 18, 3 % de mortaidad acumulada especifica.

Los signos clinicos més frecuentes entre los peces con Vibriosis fueron higado pdido y
friable, exoftalmia uni/bilateral y bazo friable con esplenomegalia. Por otra parte, los érganos

que presentaron mas hallazgos histopatol 6gicos de Vibriosis fueron rifion y bazo.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Materiaes utilizados en la Sala de acuariosy en € Laboratorio.

Sala de acuarios:

- 10 acuarios de fibra de vidrio con tapa, cada uno con capacidad de 80 I.
- 10 coladores de plastico.

- 10filtros recirculacién con carbon activado y perlon.
- 20 difusores de aire.

- 10 termOmetros.

- 10 calefactores.

- Sistemade termostato.

- Material de aseo y desinfeccion.

- Alimento extruido comercial para los peces.

- Sistema eléctrico de emergencia.

- Bomba de extraccion de agua

- Botas de goma, pechera plasticay delantal.

- Baldes, tambores, manguera de plastico.

- Densimetro.

- Probeta de 1000 ml.

Laboratorio:

- Material dediseccidény guantes de latex.
- Bandegja pararealizar la diseccion.

- Mechero, asa de cultivo, portaobjetos.

- Probetas, vasos precipitados y matraces.
- Placaspetri estériles.

- Agar Soya Tripticasa (TSA) y Cloruro de sodio ( NaCl) Merck ®°.
- Agua destilada

- Colorantes paratincion de Gram.

- Colorantes para tincion de Giemsa.

- Formalinatamponada a 10%.

- PBSpH 72

- Alcohol d 95% vy a 70%.

- Aceite de inmersion.

- Hipoclorito de sodio.

® Merck Quimica Chilena L tda. Francisco de Paula Tafor6 # 1981. Santiago - Chile.



- Incubadores, refrigerador, camara de bioseguridad, microscopio Optico, autoclave.

- Jeringas de tuberculinay sonda pléstica

- Toalla de papel.

- Materid pararedizar las pruebas bioguimicas.

- Test de aglutinacion rapida, Mono Va ®° .

- Test de sensibilidad a vibriostético 0/129, Oxoid ®’

® Bionor Skien- Norway.
"P.V. Equip Ltda. Los Capitanes 1388 Providencia, Santiago- Chile.
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Anexo2: Mortalidad diaria total en S. salar (1520 @), inoculados via intraperitonea,

intramuscular, ora y bafio con V. ordalii; mantenidos a una T° promedio de 14,3
°C y una sadinidad de 10 %o .

. MORTALIDAD DIARIA TOTAL
Dlaspost 17 ntraperitoneal| Via I ntramuscular ViaOral Via Bafio
inoculacion
grupol] grupo2] grupo 3| grupo4| grupos | grupo 6| grupo/ | grupo8

la4d - - - - - - - -
5 - - 6 1 - - - -

6 4 1 16 19 - - - -

7 1 3 8 6 - - - -

8 1 4 - 3 - - - -

9 1 1 - 1 - - - -
10 3 - - - - 5 -
11 1 4 - - - - -
12 3 2 - - - - 1 -
13 - - - - - - - -
14 - 1 - - - - - -
15 - - - - - - 1 1
16 - 1 - - - - 1 1
17 - - - - - - - -
18 1 - - - - - 1 -
19 - - - - - - - 17
20 - - - - - - - 11
21 - - - - - - - -
22 - - - - - - - -
24a30 - - - - - - - -

-1 Ausencia de mortalidad.



Anexo 3. Registro diario de temperatura (AM y PM) del agua de los acuarios de los Salmo
salar desafiados con Vibrio ordalii a través de cuatro vias de inoculacion y

mantenidos a una salinidad de 10 %/oo .

Diaspost |Temperatura (°C)] Temperatura
inoculacion AM PM promedio dia
1 15 15,5 15,25
2 14,5 15 14,75
3 14,5 15 14,75
4 14 15 14,5
5 15 16 15,5
6 14 14 14
7 15 15 15
8 13 14 13,5
9 13 14 13,5
10 14 15,5 14,75
11 14 15 14,5
12 14,5 15 14,75
13 15 15 15
14 13 14 135
15 12 13 12,5
16 13 15 14
17 15 16 15,5
18 15 17 16
19 15 16 15,5
20 15 16 15,5
21 14,5 14,5 14,5
2 14 14,5 14,25
23 13,5 15 14,25
24 14 14,5 14,25
25 13,5 14 13,75
26 13 14 13,5
27 12 13 12,5
28 13 14 13,5
29 13 14 13,5
30 13,5 15 14,25
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Anexo 5: Descripcion bioquimica de V. ordalii aislado en Chile desde saimén del atlantico
(S Salar)

Pruebas Via Via

Bioguimicas] I ntraperitoneal] Intramuscular
Oxidasa + + +

O/F (+/4) (+/+) (+/+)
Citrato - - -
VP - - -
Lisina - - -
Ornitina - - -
Arginina - - -
ONPG - - -
Gelatina - - -
Nitrato
Motilidad
I ndol - - -
Ramnosa - - -
Sorbitol - - -
Trehalosa + + +
Xilosa - - -
Manitol - - -
Inositol - - -
Arabinosa - - -
Celobiosa - - -
L actosa - - -
Sacarosa
Glucosa
Glucosa (gas) - - -
Salicina - - -
Rojo Metilo + + +
Esculina - - -

Via Bafno

O/F: Oxidacién/Fermentacion.
VP: Voges Proskauer.
ONPG: o nitrofenil-3-D-galactopiranésido.
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