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1. RESUMEN

Junto al desarrollo de la salmonicultura nacional han surgido patdogenos responsables
de masivas mortalidades, entre los que se encuentra Vibrio ordalii, que a partir del afio 2003 se
ha aislado desde salmon del Atlantico (Salmo salar), salmon Coho (Oncorynchus kisutch) y
trucha arcoiris (Oncorynchus mykiss), registrando mortalidades acumuladas promedio entre 5
y 22 %. En el presente ensayo se analizé la repuesta de dos vacunas contra Vibriosis, una
vacuna autogena preparada a partir de V. ordalii (Vacuna A) y una vacuna bivalente comercial
preparada a partir de V. anguillarum serotipo O2a y virus IPN (Vacuna B), apoyandose en la
reaccion cruzada que existe entre estas dos bacterias.

Las vacunas se evaluaron mediante un estudio de campo en un centro de cultivo
ubicado en Chiloé, X Region, Chile, empleando un grupo de peces controles vacunados con
una virina de virus IPN (Vacuna C). Para este ensayo se utilizaron 425.500 ejemplares de
salmén del Atlantico (S. salar) post-smolt de 120 g peso promedio. Los 3 grupos de peces
fueron distribuidos en 3 balsas-jaula distintas: grupo vacuna A con 138.500 peces, grupo
vacuna B con 144.000 peces y el grupo control (vacuna C) con 143.000 peces. Se retiraron los
peces muertos de las jaulas en ensayo 2 veces por semana y se clasifico segun la planilla de la
empresa y aproximadamente cada 20 dias se analizaron muestras de peces moribundos
mediante analisis de laboratorio para confirmar la causa de mortalidad. Se registré diariamente
la temperatura del agua.

La mortalidad de peces atribuible a Vibriosis provocada por V. ordalii del grupo
vacuna A fue de 4,62%, del grupo vacuna B 6,24% y del grupo vacuna C 5,12%. Para medir la
eficiencia de las vacunas en ensayo se calculd el RPS de las vacunas. Este indica que las
vacunas fueron deficientes por RPS menores a 70%. Es necesario destacar que se realizaron
dos terapias antibidticas, que se aplicaron en igualdad de condiciones para los tres grupos, lo
que indica en si, que las vacunas no fueron eficientes a la hora de controlar los brotes de la
enfermedad y que las tasas de mortalidad por Vibriosis en los peces en ensayo fueron influidas
por esta terapia.

Palabras clave: Evaluaciéon campo, vacuna Vibrio, salmén Atlantico.



2. SUMMARY

FIELD EVALUATION OF THE EFFICIENCY OF TWO COMMERCIAL VACCINES
FOR THE VIBRIOSIS PREVENTION CAUSED BY Vibrio ordalii IN ATLANTIC
SALMON (Salmo salar).

With the development of the Chilean salmon industry have arisen pathogenic agents
producing massive mortalities, such as Vibrio ordalii, isolated since the year 2003 have been
isolated from Atlantic salmon (Salmo salar), coho salmon (Oncorynchus kisutch) and rainbow
trout (Oncorynchus mykiss), with 5 to 22 % cumulated mortalities . For this reason two
vaccines were evaluated. One A them was an autologous vaccine prepared form V. ordalii
(Vaccine A) and the other, a commercial bivalent vaccine prepared from V. anguillarum
(serogroup O2a) and IPN virus (vaccine B). This protocol was based on the cross-reaction
between both bacteria.

The field study was carry out in aquaculture establishments located in Quinchao, X
Region, Chile. Using as a control group of vaccinated fish with a virine of IPN virus (Vaccine
C). For this assay, 425.500 fishes Atlantic salmon (S. salar), post smolt of 120 g average
weight were used. The 3 groups of fishes were distributed in 3 different raft-cages, the
Vaccine A group with 138,500 fish, the Vaccine B group with 144.000 fish and the fish of the
control group (Vaccine C) with 143.000 fishes. Dead fishes were removed twice a week and
classified according to the list of the company. Approximately every 20 days samples of dying
fish were analyzed to confirm the mortality cause by means of laboratory analysis. The water
temperature was registered daily.

Fish Mortality caused by Vibriosis provoked by V.ordalii from the injection A group
was of 4,62%, the percentage of the injection B group was of 6,24%, and from the C group,
5,12%. To measure the efficiency of injections on rehearsals it was calculated the RPS of the
injections. This indicates that the injections were deficient by RPS under 70%. It's necessary to
indicate out that 2 antibiotic therapies were done, which were applied equally for the 3 groups,
so this indicates that injections were not efficient at the time to control diseases and also that
the mortality range by Vibriosis on fishes during rehearsals were influenced by this therapy.

Key words: Field trial, Vibrio vaccine, Atlantic salmon.



3. INTRODUCCION

El gran desarrollo que ha experimentado la salmonicultura, especialmente en la zona
sur de nuestro pais, la ha convertido en una de las actividades de mayor desarrollo y
productividad, generando un crecimiento econémico importante en el producto interno bruto
nacional, es asi como Chile mantiene el segundo lugar en la exportacién de salmones a nivel
mundial (Lozano 2000).

En los primeros siete meses de 2005, los principales mercados de destino de las
exportaciones en términos de ventas fueron Estados Unidos con un 37% del total de los
ingresos, equivalentes a US$ 331,1 millones, y Japon con el 36% correspondiente a US$ 321,1
millones, mas atras se ubicé la Union Europea con un 13% del total y retornos por US$ 119,6
millones. Los principales envios por especie correspondieron a Salmo salar con un 64%
Oncorhynchus mykiss con un 22% y Oncorhynchus kisutch con el 14% (Aqua 2006).

Las enfermedades bacterianas constituyen un conjunto considerable en las
enfermedades de los peces. Su importancia no estd dada solamente por las pérdidas
economicas que ocasionan en todo el mundo, cualquiera que sea el tipo de produccion
piscicola que se considere, sino igualmente por su impacto sobre poblaciones naturales de
peces y por la amenaza sanitaria que directa o potencialmente, representan algunos gérmenes
en la salud humana (Kinkelin y col 1985).

Existe evidencia de los primeros hallazgos de V. anguillarum en Chile en 1988 y 1989,
donde a partir del tracto digestivo de Mytilus chilensis (chorito comun) y de lesiones externas
de un ejemplar de O. kisutch (salmén Coho) se aislaron dos cepas de Vibrio anguillarum
(Carvajal y col 1989). En el ano 1990 se realizé un estudio en la X Region, en las tres especies
salmonideas de mayor produccion (S. salar, O. kisutch y O. mykiss) en busqueda de Vibrio
spp. El estudio concluyé que la totalidad de los peces no presentaban signologia de Vibriosis,
como tampoco fue posible aislar Vibrio spp, V. anguillarum ni V. ordalii desde la sangre de
estos (Mufioz 1990). Un reciente estudio de busqueda de vacunas autogenas para la
salmonicultura nacional, mediante secuenciacion genética del ADN ribosomal 16S, de
aislados de peces de planteles chilenos, ha identificado 2 bacterias del genero Vibrio: V.
ordalii y V. anguillarum (Listonella anguillarum)'.

" Hugo Zunino Comunicacion personal. Veterquimica Ltda., Chile.



A partir del afno 2003 se presentaron en Chile brotes de Vibriosis que afectaron
inicialmente a salmon del Atlantico (S. salar), posteriormente a trucha arcoiris (O. mykiss) y
salmén Coho (O. kisutch) cuya etiologia era Vibrio ordalii. Los primeros hallazgos de la
enfermedad fueron en julio — agosto de 2003 en el area de Quellon al sur de la Isla de Chiloé,
provocando mortalidades promedio entre 5 y 22% (Colquhoun y col 2004, Godoy 2004).

La Vibriosis es una enfermedad de amplia distribuciéon mundial, describiéndose por
primera vez en 1718 como “Peste roja de la anguila”. Otros nombres que recibio fue
“Furunculosis de agua salada” (Rucker 1963) y “Enfermedad del furtinculo” (Bagge y Bagge
1956). En un principio el agente fue clasificado como Bacterium anguillarum en 1893, el cual
fue posteriormente reclasificado como Vibrio anguillarum (Bergman 1909).

Las bacterias del género Vibrio son bacilos curvos Gram negativos, no forman
esporas y son moviles por la presencia de flagelos, son anaerobios facultativos, quimio-
organotropos, metabolismo fermentativo y la mayoria son oxidasa positiva. Sensibles al
vibriostatico 2.4- diamino- 6.7- diisopropyl pteruidinephosphate (0/129) y la novobiocina.
Son ubicuitarios y su habitat natural son los ecosistemas marinos y estuarinos. Muchas
especies son patogenas para el hombre y para vertebrados e invertebrados marinos (Baumann
y col 1984, Inglis y col 1993)

V. anguillarum y V. ordalii son bacilos curvados y anaerobios facultativos.
V. anguillarum mide 0,5 x 1,0 a 2,0 um y V. ordalii 2,5 — 3,0 x 1,0 um. Ambos son méviles
gracias a que poseen un flagelo polar (Post 1983, Austin y Austin 1999, Actis y col 1999,
Plumb 1999). A través de los lipopolisacaridos conectados a la membrana exterior, se han
distinguido 6 serotipos de V. anguillarum. Vibrio ordalii fue considerado en un principio como
V. anguillarum biotipo II, 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. ordalii y V. anguillarum comparten
numerosas caracteristicas biofisicas y bioquimicas, asi como también reaccionan
cruzadamente dado basicamente por los lipopolisacaridos de la pared celular bacteriana (Chart
y Trust 1984, Muthiara y col 1993).

La epidemiologia de V. ordalii es semejante a la de V. anguillarum (Roberts 2001). Se
diferencian basicamente en que V. anguillarum constituye parte de la microflora normal de los
ambientes marinos (West y Lee 1982, Muroga y col 1986) y de la microflora normal de los
peces marinos (Oppenheimer 1962, Mattheis 1964), a diferencia de V. ordalii que es
raramente aislado fuera del pez (Austin y Austin 1999). V. anguillarum es trasmitido por la
columna de agua y por el contacto de peces sanos con peces enfermos (Plumb 1999). Las vias
de ingreso del patdogeno no estan claras todavia, pero se sospecha de la transmision por via oral
(Paredes 2005).



La mayoria de las pérdidas atribuibles a Vibriosis ocurren post ingreso a agua salobre,
aproximadamente a los 50 dias post-traslado (Harrell 1978). A su vez se producen en la
temporada estival cuando la temperatura de las aguas es alta y el oxigeno disuelto es mas bajo.
Altas densidades de cultivo o pobre higiene pueden contribuir a la epidemia (Plumb 1999).

V. anguillarum ha sido descrito como causante de brotes de Vibriosis en mas de 30
especies de peces marinos (Toranzo y Barja 1990), dentro de las que se encuentran las tres
especies de mayor importancia en la acuicultura nacional. Al respecto, V. ordalii se describe
afectando principalmente a salmon Coho, aunque también afecta a salmon del Atlantico y
trucha arcoiris (Godoy 2004).

Cuando el curso de la enfermedad es peragudo, se describe severa miocardiopatia,
necrosis renal, esplénica y edema abdominal, sin signologia externa (Actis y col 1999) Los
primeros signos clinicos de los salmonidos Vibrio infectados, asi como de otras especies
infectadas, son anorexia, oscurecimiento de la piel, nado letargico y muerte subita (Novotny y
Harrell 1975, Roberts 1981).

Al ser agudo el curso de la enfermedad, las lesiones de la piel comienzan con
protuberancias oscuras que al ulcerarse liberan su contenido hemorragico y pueden asi
exponer la musculatura. El tejido necrético contiene un alto numero de bacterias. Ademas de
estos signos puede presentarse eritema en la base de las aletas, alrededor de la boca, con
distension intestinal con un fluido claro y viscoso (Austin y Austin 1999, Roberts 2001). Otras
lesiones internas observadas son la dilatacion y licuefaccion del bazo y rifion, petequias en
peritoneo visceral y parietal y hemorragias focales en la superficie del corazén (Inglis y col
1993).

Cuando el curso es cronico, las lesiones de la piel pueden ulcerarse comprometiendo la
musculatura, se observa ademas opacidad corneal que puede llegar hasta la ulceracion y
pérdida del ojo (Inglis y col 1993). Las sucesivas hemorragias en la cavidad abdominal se
convierten en adherencias entre las visceras (Roberts 2001).

El diagnéstico presuntivo se realiza basandose en la signologia clinica y la observacion
de los bacilos Gram negativos cortos o rectos a partir de frotis o improntas de los tejidos
afectados. Una confirmacion preliminar del agente se puede obtener valiéndose de la
antigenicidad cruzada con Vibrio anguillarum, utilizando un test de aglutinacion rapida

(Godoy 2004).



El diagndstico definitivo se hace por el cultivo de muestras de peces sospechosos,
aislando el patogeno en medios de cultivo como agar soya tripticasa (TSA) agregandole 1-
1,5% de NaCl, incubado a 20-25 °C durante 24-48 h. Las bacterias del género Vibrio son
sensibles al vibriostatico O/129, y sus principales caracteristicas bioquimicas son tener un
metabolismo fermentativo, oxidasa y gelatinasa positivo, y requiere Na™ para su crecimiento
(American Fisheries Society 1992). En el cultivo puro se desarrollan colonias lisas, brillantes,
convexas, de 1 a 2 mm de diametro, viscosas y adherentes, sin presentar color caracteristico
(Actis y col 1999).

El tratamiento y control de esta enfermedad se realiza basicamente mediante el uso de
antibioticos por via oral, los mas usados son flumequina, oxitetraciclina, adcido oxolinico y
florfenicol que normalmente son eficaces (Godoy 2004).

Entre las medidas de prevencion se encuentra el uso de vacunas y autovacunas,
asociadas a buenas practicas de manejo. La vacunacidén es una de las herramientas de uso
natural mas eficaz en la prevencion de enfermedades en cualquier programa de sanidad animal
y humana que se instaure. Esta establecido que su uso rutinario, dentro de un plan continuo de
trabajo disminuye el riesgo de aparicion de enfermedades que son endémicas (Carvajal 2000).

El Servicio Nacional de Pesca (SERNAPESCA) en el programa sanitario general de
vacunaciones (PSGV) define como autovacuna a la “preparacion antigénica cuya cepa
actuante ha sido obtenida desde un centro de cultivo nacional y cuya elaboracion y uso ha sido
autorizada por el Servicio Agricola Ganadero (SAG), previo informe técnico del Servicio.
Para obtener esta autorizacion, el interesado debera entregar al SAG la cepa del organismo
actuante, acreditar que existen animales afectados por la correspondiente, que han sido
tratados adecuadamente persistiendo la enfermedad y que no se encuentran en el mercado
vacunas eficaces para combatirla. En este caso, el uso se restringe al centro de cultivo del cual
se obtuvo la cepa y su elaboracion y uso en el centro se establece por resolucion del SAG,
previo informe técnico del Servicio”.

Las vacunas pueden estar basadas en la administracion de (Folch y col 2000):

Organismos vivos.

Organismos muertos o inactivados.
Productos metabolicos.

Antigenos.

Péptidos sintéticos.

Anticuerpos antiidiotipicos.
Inyeccion de DNA.

Nk LD —



Por otra parte existen tres métodos de vacunacion en peces (Carvajal 2000):

1. Por inyeccion: Es la ruta mas potente de vacunacion, permite el uso de coadyuvante, es el
método con mejor relacion costo - beneficio en peces grandes pero provoca estrés en peces de
peso ligero.

2. Por inmersion: Ideal para vacunar en forma masiva peces de menos de 5 gramos, no
ocasiona estrés, la potencia no es tan alta como en el caso de la inyeccion y dificulta la entrega
de coadyuvante.

3. Por administracién oral: No es estresante, permite vacunar peces de cualquier tamafo y
puede ser menos potente que los otros métodos, sin embargo es dificil de asegurar que toda la
poblacion ingiera en forma suficiente la vacuna.

Una vacuna ideal debe dar una inmunidad fuerte y prolongada no causando efectos
colaterales desfavorables; lamentablemente estas dos caracteristicas tienden a ser mutuamente
incompatibles. Asi las vacunas vivas estimulan bien la respuesta inmunitaria, pero conllevan
peligros debido a su virulencia residual; en tanto que las vacunas muertas son menos eficaces
como inmundgenas, pero suelen ser mucho mas seguras (Tizard 2004).

Algunos métodos para determinar la eficiencia y la potencia de una vacuna son:

a) Porcentaje Relativo de Sobrevivencia (RPS).
b) Aumento de la dosis letal 50.
¢) Aumento en el titulo de anticuerpos neutralizantes.

El Porcentaje Relativo de Sobrevivencia expresa el nivel de proteccion que puede
otorgar una vacuna. Las bases descritas por Ellis (1988a) para utilizar el RPS son:

a) Utilizar al menos 25 peces por grupo experimental.

b) El desafio deberia causar al menos el 60% de morbilidad o mortalidad en el grupo de
peces controles y en un periodo similar al de una infeccion natural.

c¢) Las causas de las mortalidades deben ser determinadas.

d) Las infecciones inespecificas no deberian exceder el 10% en cualquier grupo.

e) La mortalidad del grupo vacunado deberia ser inferior al 24% para poder considerar el
test como positivo.

Durante largo tiempo, han existido vacunas de primera generacion o tradicionales a
base de bacterinas y virinas (bacterias o virus inactivados). En los ultimos afios, se sumaron las
vacunas recombinantes y las de DNA, consideradas de segunda y tercera generacion



respectivamente; en Chile existen vacunas de primera y segunda generacion, utilizando
adyuvantes que aumentan la capacidad inmunogénica de las vacunas (Carvajal 2000).

La aparicion de nuevos agentes patdgenos de salmonideos en la industria salmonera
chilena ha puesto en evidencia la necesidad de desarrollar mecanismos de proteccion que
armonicen con las nuevas politicas del pais en relacion con los cuidados del medio ambiente y
el uso limitado y racional de drogas antimicrobianas. Por esto el uso de vacunas para la
prevencion de enfermedades es hoy en dia la alternativa mas eficaz, que de igual modo
responde con la necesidad de controlar emergencias sanitarias.

En la busqueda de vacunas que funcionen de manera eficiente y segura, se hace
necesario realizar estudios técnicos no solo en condiciones experimentales de laboratorio, sino
que también en condiciones de produccion intensiva. Este ultimo estudio es quizas el de mayor
importancia a la hora de elegir entre un espectro de vacunas comerciales disponibles en el
mercado contra una mismo patoégeno, ya que a la hora de elegir una vacuna, sin lugar a dudas
que sera escogido el producto con mayor numero de experiencias de campo y mejores
resultados, expresados basicamente en el bajo porcentaje de mortalidad de los grupos
vacunados y desafiados.

La hipoétesis de este estudio es: Las vacunas A y B son eficientes en proteger a los
grupos de peces contra un desafio de Vibriosis.

El objetivo general de este estudio es evaluar la eficiencia mediante una investigacion
de campo de 2 vacunas desarrolladas para la prevencion de Vibriosis, preparadas a partir de V.
ordalii y V. anguillarum serotipo O2 a, en poblaciones de salmén del Atlantico en riesgo de
presentar Vibriosis.

Los objetivos especificos son:

1. Establecer el porcentaje de mortalidad en el grupo de peces vacunados con la autovacuna
V. ordalii (vacuna A).

2. Establecer el porcentaje de mortalidad en el grupo de peces vacunados con el producto
bivalente V. anguillarum serotipo O2 a y virus IPN (vacuna B).

3. Determinar la eficiencia de la vacuna A y B en la reduccién de la mortalidad provocada
por bacterias del género Vibrio en comparacion con la vacuna C (grupo control) mediante
RPS.



4. MATERIAL Y METODOS

4.1 MATERIAL

Los materiales, instalaciones y productos en prueba de la investigacion se describen a
continuacion:

1. Para el desarrollo de este estudio se consider6 una poblacion de 425.500 salmones del
Atlantico (S. salar) de 120 g promedio, cepa FANAD nacional, ubicados en 3 balsas-
jaulas cuadradas de 20 por 20 m de perimetro y 10 m de profundidad, que son parte de
un modulo de 8 unidades (Anexo 2).

2. Vacuna A: Autovacuna inyectable preparada en base a Vibrio ordalii. Es una bacterina
en una emulsion con coadyuvante.

3. Vacuna B: Vacuna bivalente inyectable preparada en base a Vibrio anguillarum
serotipo O20 que es una bacterina, y la porcion recombinante, preparada con la
proteina viral de superficie Vp2 del virus de la necrosis pancredtica infecciosa. La
vacuna es una emulsion con coadyuvante.

4. Vacuna C: Vacuna monovalente inyectable de tipo virina preparada en base a IPNV, es
una vacuna en una emulsion con coadyuvante, utilizada como grupo control.

5. Los materiales de diseccion en terreno fueron: mechero, placas con los medios de
cultivo (agar TSA adicionado con 1,5% NaCl, agar Marino y agar TCBS), bisturi,
porta bisturi, pinzas, tijeras, papel absorbente, alcohol al 95%.
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42 METODOS

El ensayo fue realizado por 12 semanas post ingreso de los peces a la fase de engorda.
Por el hecho de que los peces del grupo B ingresaron una semana después que los otros
grupos, se analizd una semana mas de este grupo (semana 13).

4.2.1 ORIGEN Y MANTENCION DE LOS PECES

Los peces se recibieron vacunados por via intraperitoneal (el proceso es detallado en el
anexo 1), proceso que fue efectuado en el centro de agua estuarina donde luego esmoltificaron.
La descripcidn de este manejo se detalla en la siguiente tabla.

Tabla 1: Detalle de vacunacion realizada en estuario con las 2 diferentes vacunas en estudio y
la vacuna control en salmoén del Atlantico (Salmo salar).

Balsa-Jaula | Grupo Vacuna Peso pro_r’nedlo Dosis ™ (OC.), N° peces
vacunacion (g) | por pez | Vacunacion
103 Vacunado A 26,1 0,05 ml 57.800
104 Vacunado A 28,6 0,05 ml 10,7 61.547
106 Vacunado A 27,6 0,05 mi 51.983
205 Vacunado B 46,9 0,1 ml 48.099
206 Vacunado B 45,5 0,1 ml 11,9 52.122
208 Vacunado B 36,1 0,1 ml 59.008
117 Vacunado C 30,4 0,1 ml 41.257
118 Vacunado C 34,2 0,1 ml 10,9 49.198
405 Vacunado C 41,2 0,1 ml 58.104

Los peces provinieron del centro Pucheguin, ubicado en el estuario Reloncavi, X
Region de los Lagos. Los peces ya vacunados con las dos vacunas experimentales contra
Vibrio y los peces vacunados contra IPN, fueron mantenidos en el centro de estuario durante
el periodo necesario para que alcanzaran una adecuada produccién de anticuerpos, para luego
ser transportados por mar hasta el Centro Quinchao, Chiloé, X Region, Chile. Estos fueron
trasladados via mar en embarcaciones de transporte de peces (wellboats).

Los grupos de peces vacunados en estuario registraron unidades térmicas acumuladas
(UTA) por sobre el recomendado por la empresa fabricante de la vacuna (Anexo 3). Para la
vacuna A las UTA recomendadas son de 400, para la vacuna B son de 500 y para la vacuna C
son de 600.
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Tabla 2: Unidades Térmicas Acumuladas (UTA) de salmén del Atlantico (Salmo salar)
vacunados en el estuario.

Grupo Vacuna Dias en UTA
estuario
Vacunado A 97 1.140
Vacunado B 52 677
Vacunado (Control) C 105 1.231

Los 3 grupos de peces se distribuyeron de la siguiente manera, los peces inmunizados
con la Vacuna A en la jaula 106 con 138.500 peces, provenientes de las jaulas 103, 104 y 106,
la Vacuna B en la jaula 102 con 144.000 peces, provenientes de las jaulas 205, 206 y 208 y el
Grupo control vacunado (Vacuna C) en la jaula 107, con 143.000 peces, provenientes de las
jaulas 117, 118 y 405 (Tabla 3).

La alimentacion de los peces consistid en una dieta seca comercial en una cantidad
equivalente a la division entre el alimento consumido diariamente y la biomasa de peces de la
balsa-jaula correspondiente, suministrado dos veces al dia (AM y PM).

Tabla 3: Detalle de recepcion de salmon del Atlantico vacunados en aguas estuarinas, al
ingreso en agua de mar.

Balsa-Jaula Vacuna Peso promedio N° peces
Ingreso (g)
106 A 135,6 138.500
102* B 85,6 144.000
107 C 138,6 143.000

* Los peces del grupo vacuna B ingresaron la semana 2 del ensayo.

4.2.2 CONFIRMACION DE LA MORTALIDAD POR V. ordalii

El desafio fue natural realizado en condiciones de produccion por el hecho que estos
peces no fueron inoculados con V. ordalii, durante 12 semanas post ingreso a agua de mar. Se
analizé la mortalidad de las jaulas en cuestion y se clasifico por causa. Los peces muertos
fueron retirados de las jaulas 2 veces por semana por el buzo y clasificada por la planilla de la
empresa (Anexo 4).
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Se realizaron muestreos aproximadamente cada 20 dias de peces moribundos de las
jaulas en estudio. Las muestras fueron analizadas como se detalla:

4.2.2.1 Estudio clinico y anatomopatolégico

Cada pez muestreado (moribundo) fue examinado mediante inspeccion directa,
describiendo macroscopicamente las alteraciones externas de la piel, aletas, ojos, branquias y
cavidad bucal. Finalizado el examen externo de los peces, se procedio a realizar la necropsia
de acuerdo al American Fischeries Society (1992) describiéndose las alteraciones internas
macroscopicas.

4.2.2.2 Tincion de Gram

De cada ejemplar muestreado, se realizaron improntas de bazo y rifion, las cuales se
fijaron con calor, para ser teflidas posteriormente con tincion de Gram. Luego fueron
observadas con microscopio optico aumento 100 x, para determinar la presencia de bacilos
Gram negativos en dichos tejidos.

4.2.2.3 Siembra y cultivo bacteriano

Se tomaron muestras de rifion y bazo de cada pez examinado, las que fueron sembradas
mediante estrias con un asa estéril en placas con Agar Soya Tripticasa (TSA) 1,5% NaCl. Para
las lesiones externas se utilizé placas con Agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS) para
luego ser incubadas en una estufa a 22-23 °C por 48 a 72 h, para observar el desarrollo de
colonias bacterianas con morfologia similar a V. ordalii.

A partir de colonias aisladas con morfologia similar a las de V.ordalii, se realizé un
repicaje, en Agar TSA 1,5% NaCl, con el fin de obtener un cultivo puro y a partir de éste
realizar sensibilidad al vibriostatico 0/129 (Oxoid 114), novobiocina y pruebas bioquimicas.

4.2.2.4 Pruebas bioquimicas
A partir de colonias puras sospechosas de ser Vibrio spp se realizaron pruebas

bioquimicas consistentes en analizar las caracteristicas bioquimicas y biofisicas de las
bacterias en cuestion, para llevar a una identificacion certera del microorganismo.
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4.2.3 CALCULO DEL PORCENTAJE RELATIVO DE SOBREVIVENCIA (RPS)

Con los datos de mortalidad de los peces vacunados con los productos A, By C se
determind el Porcentaje Relativo de Sobrevivencia (RPS) para definir la eficiencia o potencia
de las vacunas en este estudio de campo.

% Mortalidad peces vacunados
RPS = (1- = :
> ( % Mortalidad peces control ) X 100

4.2.4 ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Los resultados expresados en porcentaje de mortalidad acumulada, semanal y
temperatura diaria, se presentan en tablas y graficos.
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5. RESULTADOS

Se presentan a continuacion los resultados del estudio de campo en el que se evalud la
eficiencia de dos vacunas para la prevencion de la Vibriosis. Este ensayo se desarrollé durante
un periodo de 12 semanas post ingreso de los peces a la fase de engorda, durante el cual se
presentd un cuadro clinico de Vibriosis. Se dio por concluido el ensayo cuando se detectaron
los primeros hallazgos de signologia clinica de una enfermedad distinta de Vibriosis, que fue
respaldado por analisis de laboratorio realizados en ADL, Castro. En los andlisis de
laboratorio fue confirmada la mortalidad causada por V. ordalii, con propiedades bioquimicas
descritas en el anexo 5.

5.1 MORTALIDADES
5.1.1 MORTALIDAD EN S. ATLANTICO VACUNADOS
En la tabla N° 4 se puede observar la mortalidad total semanal y acumulada ocurrida en

los peces post ingreso a agua de mar, tanto en los grupos en ensayo (vacunados con el
producto A y B) como en el grupo control (peces vacunado con el producto C).
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Tabla N° 4: Mortalidad total semanal (S), acumulada (A) y porcentual acumulada (%) en
salmoén del Atlantico (S. salar) de 110 a 505 g inmunizados con las vacunas en ensayo (A y B)
y la vacuna control (C), entre diciembre de 2004 y febrero de 2005.

Grupos en Ensayo Grupo Control
Semana Vacuna A Vacuna B Vacuna C
S A % S A % S A %
1 1.103 | 1.103 | 0,80 968 968 | 0,68
2 750 1.853 | 1,34 | 110 110 | 0,08 [ 1.208 | 2.176 | 1,52
3 1.175 | 3.028 | 2,19 [ 576 686 | 0,48 | 1.187 | 3.363 | 2,35
4 590 3.618 | 2,61 | 412 1.098 | 0,76 | 1.286 | 4.649 | 3,25
5 1.382 | 5.000 | 3,61 [ 1.249 | 2.347 | 1,63 | 1.279 | 5.928 | 4,15
6 740 5.740 | 4,14 | 467 2.814 | 1,95 | 403 6.331 | 4,43
7 893 6.633 | 4,79 | 319 3.133 | 2,18 [ 418 6.749 | 4,72
8 315 6.948 | 5,02 [ 655 3.788 | 2,63 163 6.912 | 4,83
9 277 7.225 | 5,22 | 741 4.529 | 3,15 114 7.026 | 491
10 277 7.502 | 5,42 | 1.649 | 6.178 | 4,29 111 7.137 | 4,99
11 197 7.699 | 5,56 | 992 7.170 | 4,98 76 7.213 | 5,04
12 229 7.928 | 5,72 | 1.407 | 8.577 | 5,96 | 104 7.317 | 5,12
13 - - - 915 9.492 | 6,59 - - -
Total 7.928 5,72 9.492 6,59 7.317 5,12

La mortalidad total experimentada por los peces de los grupos en ensayo fue de un
5,72% para el grupo A y 6,59% grupo B siendo superior a la de los peces del grupo control
(5,12%).

La mortalidad total de los grupos ocurrida durante el periodo de estudio correspondi6 a
24.737 peces equivalente a un 5,81 % de los 425.500 ingresados a agua de mar. Dentro de esto
la mortalidad total de los 3 grupos se clasifico en las siguientes causas: Micosis con un 0,08 %
equivalente a 19 peces, “pinhead/stunt” con un 9,38 % equivalente a 2.322 peces, y Vibriosis
conun 90,54% equivalente a 22.396 peces (Grafico 1).
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Grafico 1: Distribucion de las causas de mortalidad total de los 3 grupos en salmon del
Atlantico en las 12 semanas correspondientes al ensayo.

En la mortalidad atribuible a Vibriosis de los grupos vacunados, se observd la misma
tendencia de la mortalidad total, donde se registro un 4,62 % para el grupo inyectado con la
vacuna A, de 6,24 % para el producto B y 5,12% para la vacuna C (control) (Tabla$5).
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Tabla N° 5: Mortalidad semanal (S), acumulada (A) y porcentual acumulada (%) atribuible a
Vibriosis en salmoén del Atlantico (S. salar) de 110 a 505 g inmunizados con las vacunas en
ensayo (A y B) y la vacuna control (C), entre diciembre de 2004 y febrero de 2005.

Grupos en Ensayo Grupo Control
Semana Vacuna A Vacuna B Vacuna C
S A % S A % S A %
1 1.765 | 1.765 | 1,27 968 968 | 0,68
2 750 2.515 | 1,82 110 110 | 0,08 [ 1.208 | 2.176 | 1,52
3 1.175 | 3.690 | 2,66 | 576 686 | 0,48 | 1.187 | 3.363 | 2,35
4 590 4.280 | 3,09 | 412 1.098 | 0,76 | 1.286 | 4.649 | 3,25
5 601 4.881 | 3,52 | 1.249 | 2.347 | 1,63 | 1.279 | 5.928 | 4,15
6 367 5.248 | 3,79 | 467 2.814 | 1,95 | 403 6.331 | 4,43
7 619 5.867 | 424 | 319 3.133 | 2,18 [ 418 6.749 | 4,72
8 135 6.002 | 433 | 637 3.770 | 2,62 | 163 6.912 | 4,83
9 105 6.107 | 4,41 741 4511 | 3,13 114 7.026 | 491
10 128 6.235 | 4,50 | 1.649 | 6.160 | 4,28 111 7.137 | 4,99
11 63 6.298 | 4,55 | 992 7.152 | 4,97 76 7.213 | 5,04
12 99 6.397 | 4,62 | 1.047 | 8.199 | 5,69 | 104 7.317 | 5,12
13 - - - 785 8.984 | 6,24 - - -
Total 6.397 4,62 8.984 6,24 7.317 5,12
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4 Mortalidad acumulada atribuible a Vibriosis en los grupos vacunados h
8,0 16,0
M T 140
$ 60 — L1200
E )
§ + 10,0 g
I 40 180 £
g 3 ’ m
2 g
= +60 3
5 o
= 20 o 40 &
X 7]
/ 120 *
0,0 0,0
1 6 7 11 12 13
Semanas
ratamientos
. Antibicticos —e—\Vacuna A —=—Vacuna B —4—Vacuna C —x— Temperatura Y,

Grifico 2: Evolucion del porcentaje de mortalidad semanal acumulada atribuible a Vibriosis
en salmoén del Atlantico (S. salar) de 110 a 505 g inmunizados con las vacunas en ensayo (A 'y
B) y la vacuna control (C) y la temperatura del agua en el periodo.

Las semanas 2, 3, 4, 5y 8, 9, 10 que se sefialan marcadas en rectangulos rojos, son
aquellas en que se realizaron tratamientos antibidticos orales a los 3 grupos en estudio, debido
a mortalidades semanales mas altas que las establecidas para esta etapa de engorda. El primer
tratamiento fue entregado desfasado para el grupo B con respecto al A y C, por el ingreso de
los peces del grupo B al centro de engorda una semana después que los otros, por lo tanto el
tratamiento termind después (semana 5) que el grupo A y C. Los detalles de estos tratamientos
se describen en el anexo 6.
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Grafico 3: Porcentaje de mortalidad semanal, atribuible a Vibriosis, en salmén del Atlantico
(S. salar) de 110 a 505 g vacunados con las vacunas en ensayo (A y B) y la vacuna control

(C).

La vacuna B present6 3 picos de mortalidad y luego del 1° pico la mortalidad semanal
se mantuvo siempre superior al 0,22%. Por su parte la vacuna A presentd 2 picos de
mortalidad y luego la mortalidad decrecié sin aumentar del 0,1 %. El grupo C mantuvo
mortalidades altas las primeras 6 semanas y luego mantuvo mortalidades bajo el 0,1% al igual

que el grupo A.
5.1.2 Resultados del Porcentaje Relativo de Sobrevivencia (RPS)

A partir de los resultados de mortalidad presentados en la tabla N° 5 se calculo el
porcentaje relativo de sobrevivencia de las vacunas A y B.

% Mortalidad peces vacunados con el producto A en agua salada: 4,62
% Mortalidad peces vacunados con el producto B en agua salada: 6,24

% Mortalidad peces vacunados con el producto C en agua salada: 5,12



RPS Vacuna A:

RPS Vacuna B:

x100 =

x100

9,76 %

-21,87 %
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6. DISCUSION

Durante las 12 semanas de ensayo la mortalidad total de los 3 grupos de peces
vacunados fue de 5,81 % de los 425.500 peces del total en ensayo. De esta mortalidad se
registro un 90,54 % atribuido a Vibriosis (V. ordalii) y el porcentaje restante fueron peces
“pinhead/stunt” (9,38 %), denominacién que reciben los peces que no han completado el
proceso de esmoltificacion presentando un crecimiento deficiente (Clarke y Nogahama 1977)
y Micosis (0,08 %).

La diferencia de la mortalidad total y especifica de cada grupo fue atribuida a peces
“pinhead/stunt” y represent6 1,1 puntos porcentuales (1.512 peces) para el grupo inmunizado
con la autovacuna (grupo A), y 0,35 puntos porcentuales (508 peces) para el grupo
inmunizado con la vacuna bivalente (grupo B). Teniendo en cuenta que los peces del grupo A
y B, pertenecian a tallas pequenas de selecciones anteriores en el origen y que no fueron
graduados por peso antes de ser transportados a la fase de engorda, fue esperable encontrar
peces “pinhead/stunt” en la poblacion de éstos grupos. El grupo C (peces controles) no
presentd peces “pinhead/stunt”, debido a que éstos fueron eliminados en el estuario cuando el
grupo fue seleccionado por peso antes de ser transportado a la fase de engorda.

Las vacunas con coadyuvantes oleosos, como las usadas en este ensayo, pueden
producir como efecto secundario adherencias abdominales que predisponen a la aparicion de
peces “pinhead/stunt” y peces de menor condicion corporal (Midtlyng y Lillehaug 1998), estos
peces al derivar de un mal proceso de esmoltificacion, presentan una baja condicion
nutricional y un sistema inmune limitado, comportandose como reservorios de enfermedades
en situaciones de cuadros infecciosos. Ademads, son incapaces de competir por el alimento y
por este motivo cuando se entrega una terapia oral (medicamento incorporado en el alimento)
no la consumen y mantienen la enfermedad en la unidad de cultivo (Valenzuela 1999),
condicién que pudo influenciar la permanencia del agente y los brotes de mortalidad en los
grupos A y B en el periodo en ensayo. La cantidad de peces “pinhead/stunt” eliminados
durante la fase de agua estuarina, fue mayor en los grupos vacunados con la autovacuna y con
la vacuna bivalente comparado con los peces vacunados con el producto control, segun
Midtlyng y Lillehaug (1998) los efectos negativos sobre el crecimiento de los peces vacunados
con productos que contiene coadyuvantes oleosos, es debido a severas adherencias
intraabdominales ocurridas luego de la vacunacion. Al respecto un estudio de los 3 grupos
realizado por la empresa posterior a las 12 semanas de ensayo, determind que los peces del
grupo inmunizado con la vacuna bivalente (vacuna B) presentd un mayor grado de adherencias
con respecto a los otros 2 grupos en ensayo, esta condicion pudo influenciar la mortalidad de
los peces vacunados con el producto B.
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El estrés provocado por el transporte, pudo influenciar las mortalidades que
presentaron los peces durante los primeros dias post-ingreso a la fase marina (Bravo 2005), y
no necesariamente las mortalidades ocurridas posterior a la primera semana, ya que pueden
asociarse en este caso a Vibriosis causada por V. ordalii que fue aislado de los peces enfermos,
mortalidad que se mantuvo durante las 12 semanas que dur6 el ensayo.

El periodo de desarrollo de la inmunidad (PDI), es el tiempo necesario en unidades
térmicas acumuladas (UTA) para producir una respuesta protectora, previo a la exposicion con
el agente, que consiste en el desarrollo de niveles protectivos de anticuerpos circulantes. Las
tres vacunas utilizadas en este ensayo cumplieron con el PDI indicado por el laboratorio
fabricante. El tiempo que pasaron los grupos del ensayo en el estuario fue de 97 dias (1.140
UTA) para los peces del grupo vacuna A, 52 dias (677 UTA) para el grupo vacuna B y 105
dias (1.231 UTA) para el grupo vacuna C (grupo control). Como se indica en el anexo 3 los
grupos vacuna A y C pasaron mucho mas tiempo del que exige el PDI antes de ser
transportados al agua de mar, lo que pudo condicionar una disminucién en los niveles
protectivos de la vacuna, pero los resultados no reflejaron esta situacion. Adicionalmente las
vacunas son formuladas para proteger a los peces por un afio post aplicacion.

La mortalidad atribuible a Vibriosis correspondié a un 4,62 % para el grupo de peces
de la autovacuna V. ordalii, 6,24 % para los peces inmunizados con la vacuna bivalente V.
anguillarum serotipo O2 a 'y virus IPN y 5,12 % para los peces controles vacunados con virina
de virus IPN. Estos porcentajes coinciden con lo reportado por Godoy (2004), quien menciona
mortalidades acumuladas de 5 % a 22 %, mientras que Colquhoun y col (2004) reportaron
mortalidades de entre 0,65 - 0,82%/semana. Como indica el grafico 3 la mortalidad acumulada
especifica por Vibriosis de la vacuna bivalente (Vibrio anguillarum serotipo O2 oy virus IPN)
se comport6é con menores mortalidades acumuladas hasta la décima semana del estudio, donde
se produce un alza por sobre el grupo inoculado con la autovacuna Vibrio ordalii y el grupo
control. Por su parte, la mortalidad del grupo inmunizado con la vacuna autégena (grupo A)
fue mayor a la del grupo control solo las primeras 3 semanas, luego las mortalidades del grupo
control se mantuvieron sobre el grupo de peces con la autovacuna hasta el término del estudio.

Las dos vacunas en ensayo no fueron capaces de disminuir la mortalidad por Vibriosis,
respecto del grupo de peces control. El porcentaje de mortalidad acumulada del grupo
inmunizado con la vacuna bivalente y control, fluctu6 entre el 5 y 6 %, valores cercanos al
menor porcentaje de mortalidad reportado por Godoy (2004) para la Vibriosis en Chile
provocada por V. ordalii, 1o que podria hacer presumir que el agente era de baja virulencia
para estas poblaciones de salmon del Atlantico.
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El grupo control registr6 mortalidades cercanas a los grupos en prueba, lo que
influencid la evaluacién de las vacunas en ensayo. Es necesario considerar dos situaciones,
primero que quizés el grupo control tuvo contacto con V. ordalii previamente en el estuario
(origen), desarrollando asi inmunidad natural contra el patdogeno y segundo, que la vacuna
virus IPN por contener un coadyuvante en su formulacion, estimuld la respuesta inmune en
forma inespecifica confiriéndole a estos peces una suerte de proteccion contra V. ordalii. La
eleccion del grupo control, fue debida a que la vacuna virus IPN en su formulacion presenta un
coadyuvante de tipo oleoso, del mismo tipo que el de las dos vacunas en prueba, permitiendo
la comparacion entre los productos en ensayo.

En el estuario se han reportando brotes de Vibrio ordalii (Godoy 2004), Streptococcus
phocae y Piscirickettsia salmonis (Bravo y Campos 1989, Fryer y col 1990, Bransom y Nieto
1991, Cvitanich y col 1991). El hecho que los peces hayan permanecido el periodo de
esmoltificacion durante la temporada estival y que hayan tenido contacto con el patdogeno
antes o durante el manejo de vacunacidén, pudo condicionar una incompleta respuesta de
inmunidad contra el patogeno.

Como las tres vacunas utilizadas en el ensayo contienen coadyuvantes, se estimuld
tanto la respuesta inmune inespecifica como la especifica. El sistema inmune especifico esta
basado en una serie de cambios adaptativos que tienen lugar dentro de las poblaciones
linfoides (linfocitos T y B), dirigidos hacia la estructura molecular que provocé su estimulo
(Ruiz y col 2003). Esta respuesta se divide en una respuesta de tipo humoral, mediada por
anticuerpos y celular mediada por linfocitos T (Ellis 1988b). Debido a que Vibrio spp. es un
organismo Gram negativo, la bacteria completa ademas conferiria un efecto de coadyuvante
no especifico, estimulando la respuesta inmune del pez que contrarrestaria desafios contra
otros organismos. En general las bacterinas son antigenos que estimulan directamente los
linfocitos B (Smith 1988).

La inmunidad inespecifica comprende una serie de mecanismos, en los que estan
implicados componentes humorales como complemento, lisozimas, interferdn, transferrinas, la
proteina C-reactiva, componentes celulares como los macrofagos y los mecanismos de la
inflamacion (Dalmo y col 1997). Esta ultima respuesta fue estimulada tanto por la porcion
bacterina de la vacuna como por el coadyuvante oleoso (Ellis 1988a). El coadyuvante por su
formulacion oleosa cumple la funcién adicional de liberar en el pez el antigeno de manera
prolongada en el tiempo (Folch y col 2000).

Los LPS son considerados como los mayores antigenos protectivos de la pared celular
de bacterias del genero Vibrio. A partir de analisis quimicos de los LPS (lipopolisacaridos) de
ambas bacterias, se encontraron diferencias en el total cuantitativo de residuos especificos de



24

carbohidratos y en los residuos lipidicos en los LPS purificados (Salati y Kusuda 1986). Al
parecer en los LPS de las bacterias antes mencionadas, existirian dos tipos de epitopes o
determinantes antigénicos, los que son cepa especificos y aquellos que reaccionan
cruzadamente (Mutharia y col 1993). Esta evidencia indicaria que la molécula LPS no tiene
propiedades antigénicas idénticas para ambas bacterias y sugeriria que tiene que existir otro
antigeno diferente que contribuya a la completa proteccion entre las cepas de V. ordalii y V.
anguillarum serotipo O2 (Mutharia y col 1993, Mutharia y Amor 1994). En el estudio
realizado por Mutharia y Amor (1994) queda claro que las bacterinas preparadas en base a V.
ordalii no producen inmunidad completa contra V. anguillarum O2 (incluyendo O2 a), sin
embargo, anticuerpos policlonales producidos de antigenos comunes de los serotipos O2 de
bacterinas preparadas a partir de V. ordalii, protegerian al pez contra un desafio menor de tipos
de Vibrio anguillarum O2 y O2 a. Esto explicaria el porque la autovacuna Vibrio ordalii tuvo
las menores mortalidades (4,6 %) en el periodo de desafio provocado por Vibrio ordalii, ya
que peces vacunados son protegidos con preparaciones que contienen LPS de bacterinas de
serotipos homodlogos (Mutharia y col 1993, Mutharia y Amor 1994).

Como principio general en el desarrollo y prueba de vacunas, los ensayos de
laboratorio siempre deben ser acompanados de pruebas de campo, por el hecho de que la
eficiencia de la vacuna demostrada en condiciones de laboratorio puede no ser la misma
(Mitchell 1997). Ensayo de campo se define como una investigacion cientifica de un producto
determinado, bajo las condiciones de campo de los animales objetivo, usando el producto
segun las recomendaciones del fabricante (EMEA 2001). Es por esto que en el presente ensayo
se analiz6 la repuesta de dos vacunas contra Vibriosis, una vacuna autogena preparada a partir
de Vibrio ordalii y una vacuna bivalente comercial preparada a partir de Vibrio anguillarum
serotipo O2a y virus IPN, apoyandose en la reaccion cruzada que existe entre estas dos
bacterias (Chart y Trust 1984, Mutharia y col 1993).

Dentro de las ventajas de los ensayos de campo se describe que son una valiosa
herramienta para los productores y profesionales de salud animal, para determinar el
funcionamiento y seguridad de los productos vaccinales en sus propias instalaciones de
produccion. Por su parte las desventajas residen en que para el desarrollo de estas pruebas se
necesita de consecuencia y predictibilidad de los factores involucrados y las condiciones de
campo son a menudo contrarias a esto (Mitchell 1997). También idealmente en estos ensayos
de pruebas de potencia y efectividad de vacunas, no se deberia realizar ningun tipo de
tratamiento antibidtico ni manejo que pueda influir en el real resultado de las vacunas, hecho
que no ocurrio en el presente estudio.

Durante el periodo de ensayo se produjeron mortalidades en los tres grupos de peces en
prueba por sobre las estipuladas por la empresa como normales dentro de la fase de engorda,
por lo tanto se procedio a efectuar dos terapias antibidticas de 15 dias de duracion cada una
con florfenicol y flumequina, respectivamente. El primer tratamiento fue entregado
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aproximadamente una semana después que fueron ingresados los peces al centro de mar, por
lo tanto el grupo A (autovacuna Vibrio ordalii) y C (vacuna virus IPN) recibieron el alimento
medicado entre las semanas 2 y 4 y el grupo B (vacuna bivalente V. anguillarum serotipo O2
a) entre las semanas 3 y 5. El segundo tratamiento se efectlio al mismo tiempo para los 3
grupos y se entregd a partir de la semana 8 a la 10. El manejo de vacunacion tiene como fin
evitar la presentacion de la enfermedad y disminuir la mortalidad en las poblaciones de peces.
Al realizar tratamientos antibidticos durante el periodo de desafio de las vacunas se produce
un efecto de enmascaramiento del real funcionamiento de las vacunas, por el hecho de que el
tratamiento antibidtico también tiene como efecto disminuir la mortalidad de los peces. En
consecuencia las terapias antibidticas dificultaron el andlisis y la interpretacion de las
mortalidades de los peces y claramente fueron un indicador de la deficiencia de las vacunas a
la hora de prevenir un brote de Vibriosis. El hecho que los ensayos de campo estén mas
expuestos a variaciones y modificaciones en su modelo original, es una de los puntos que hace
dificil su analisis, por lo tanto se hace necesario estandarizar protocolos y metodologias para la
evaluacion de campo de farmacos y vacunas.

Es oportuno mencionar que sobre la evaluacion de los resultados de vacunas para la
Vibriosis en salmoén del Atlantico en ensayos de campo, existe escasa informacion publicada.
La informacion disponible es sobre ensayos analizando la eficiencia y potencia de vacunas
contra otras enfermedades en estudios de tipo experimental.

Segtin Nordmo (1997) una vacuna se puede evaluar de acuerdo a tres categorias:

RPS < 70 = Vacunacién Deficiente.
RPS > 70 = Vacunacion Suficiente.
RPS > 80 = Vacunacion Exitosa.

Segln esta categoria tanto el RPS para la vacuna A (9,76 %) como para la vacuna B
(-21,87%) serian vacunas deficientes.

Es necesario mencionar que el RPS utilizado en pruebas de campo es una modificacion
a las bases descritas por Ellis (1988a), ya que no cumple con todas ellas. En condiciones de
campo las mortalidades inespecificas pueden superar el 10%, la mortalidad de los grupos
controles no siempre alcanza el 60% en el periodo de desafio y el porcentaje de mortalidad de
los grupos vacunados no siempre es inferior al 24% en el periodo de ensayo ya que puede estar
influenciada por otras causas de mortalidad.



26

CONCLUSIONES

La mortalidad especifica por Vibrio ordalii del grupo inmunizado con la autovacuna
V. ordalii (Vacuna A) fue de 4,62%.

La mortalidad especifica por Vibrio ordalii del grupo inmunizado con la vacuna bivalente
V. anguillarum serotipo O2 a 'y virus IPN (Vacuna B) fue de 6,24%.

El RPS para la autovacuna Vibrio ordalii fue de 9,76%, porcentaje que se considera como
deficiente. El RPS de la vacuna bivalente Vibrio anguillarum serotipo O2 o ¢ IPNV fue de
—21,97% y se clasificdé como deficiente. La mortalidad del grupo control fue de 5,12%.

Aun cuando se pudo determinar los porcentajes de mortalidad y calcular el RPS de los
grupos de peces vacunados, estos resultados estdn influenciados por las terapias
antibioticas aplicadas, que de por si demostraron la ineficiencia de las dos vacunas en
ensayo.
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8. ANEXOS

Anexo 1: Manejo de vacunacion de peces por via inyectable.

Ayuno de los peces a vacunar por 48 h.

Sedacion utilizando Benzocaina en dosis de 80 a 120 mg por litro de agua.

3. Traspaso de los peces a la mesa de vacunacion (entre 130 y 180 peces con 6 a 8
personas por mesa).

4. Inyeccidn intraperitoneal de la vacuna (el punto de inyeccion se ubicd un largo de aleta

por delante de las aletas pélvicas, en la linea media ventral del pez, con un angulo de

inyeccion de 90° respecto del vientre del pez).

N —

5. El manejo post inyeccion consistid en la recuperacion del proceso anestésico (en lona
de recuperacion).

Lona de recuperacion

6. Posterior a la recuperacion de los peces se entregd la alimentacion al dia siguiente de la
vacunacion.



Anexo 2: Ubicacion de balsas-jaulas en estudio, dentro del centro de cultivo.
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Anexo 3: Temperatura y Unidades Térmicas acumuladas (UTA) registradas en el estuario.

UTA Acumuladas
Semana Fecha T° Sem. (°C) Vac. A Vac. B Vac. C
1 22-ago 10,5 - - 41,9
2 29-ago 10,7 53,3 - 116,5
3 5-sep 10,3 1253 - 188.5
4 12-sep 10,8 201,0 - 2642
5 19-sep 10,7 275,8 - 339,0
6 26-sep 11,1 353,6 - 416,8
7 3-oct 11,6 4348 - 498.0
8 10-oct 11,6 516,0 - 579,2
9 17-oct 11,6 597,2 - 660,4
10 24-oct 11,7 679,0 46,7 742,2
11 31-oct 11,7 761,1 128,8 824,3
12 7-nov 11,8 843,7 211,4 906,9
13 14-nov 12,7 932,6 300,4 995,8
14 21-nov 12,9 1.023,0 390,8 1.086,2
15 28-nov 14,8 1.126,5 4943 1.189,7
16 5-dic 13,8 1.140,3 590,6 1.231,0
17 12-dic 14,4 - 677,2 -
TOTAL 1.140,3 677,2 1.231,0
UTAs acumuladas de salmén del Atlantico vacunado en
UTA estuario
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Anexo 4: Planilla de Mortalidad por causa, ordenada por las jaulas del centro de engorda utilizada por la empresa.
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Anexo 5: Propiedades bioquimicas de aislados de muestras extraidas de peces en ensayo.

Catalasa +
Oxidasa +
Motilidad +
O/F F
Indol -
Voges Proskauer -
Citrato -
Sacarosa -
Lactosa -
Inositol -
Sorbitol -
Trehalosa -
Arabinosa -
Ramnosa -
Xilosa -
Manitol -
Celobiosa -
Salicina -
Glucosa (gas) -
Lisina -
Ornitina -
Arginina -
ONPG -
Gelatinasa -
Amilasa -
Nitrato +
Fluorescencia -
0% sal -

6% sal +

8% sal -
0/129 S
Novobiocina S
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Anexo 6: Tratamientos antibioticos orales realizados en Salmo salar en agua de mar, en los
grupos vacunados en ensayo y control.

Farmaco Dosis Duracion | Peso prom. grupo
(mg/kg/dia) (dias) (g)
Florfenicol 17 15 112
Flumequina 30 15 186



Administrador
Línea

Administrador
Línea
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