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RESUMEN

La tenacibaculosis es una enfermedad emergente que afecta a salménidos de cultivo en todo
el mundo, durante la fase de produccion en agua de mar. Su presentacion en el salmon del
Atlantico (Salmo salar) esta asociada principalmente a tres especies: Tenacibaculum
finnmarkense, T. dicentrarchi 'y T. maritimum. En Chile, la tenacibaculosis fue incluida en la
Lista 3 del Reglamento chileno de enfermedades de alto riesgo de SERNAPESCA en el 2018

y fue la tercera causa infecciosa de mortalidad en salmon del Atlantico en el afio 2019.

En este contexto, se realizo la evaluacion de un prototipo de autovacuna inyectable contra 7.
dicentrarchi, en términos de seguridad y eficacia en salmén del Atlantico. La autovacuna
demostro niveles de seguridad adecuados, alcanzando los menores parametros en la escala
de Spielberg en cuanto a adherencias y melanosis, sin hallazgo de granuloma. Por otro lado,
la autovacuna sola y en combinacidn con algunas vacunas comerciales presento limitaciones
en términos de la eficacia, mostrando una curva de sobreviviencia de 22,9% y 15,8%

respectivamente.

A la fecha, los resultados de eficacia y seguridad obtenidos en el presente trabajo
corresponden a los primeros descritos en la literatura para vacunas contra 7. dicentrarchi, sin
embargo, es necesario que un estudio futuro sea orientado en la revaluacion de la eficacia
posterior al desafio, para que dicha vacuna pueda ser integrada en programas preventivos en

la industria acuicola.



ABSTRACT

Tenacibaculosis 1s a new disease affecting salmonid farming throughout the world related
with the production phase in seawater. The presence of Tenacibaculosis in Atlantic salmon
is mainly related with three species of Tenacibaculum: 7. finnmarkense, T. dicentrarchi and
T. maritimum. In Chile, tenacibaculosis it was included in List 3 of the Chilean Regulation
of high-risk diseases of SERNAPESCA in 2018 and it was the third infectious cause of

mortality in Atlantic salmon in 2019.

In this context, an injectable vaccine prototype against Tenacibaculum dicentrarchi was
created and evaluated during this investigation in terms of safety and efficacy in Atlantic
salmon, where the administration of the autovaccine demonstrated adequate levels of safety,
reaching the lowest points on Spielber’s Scale, in terms of adhesions and melanosis, without
findings of granuloma. However, the autovaccine by itself and in combination with
commercial vaccines showed limitations in terms of efficacy showing a survival curve of

22.9% and 15.8% respectively.

To date, the efficacy and safety results obtained in the present work correspond to the first
ones described in the literature, however, a future study needs to be oriented towards the
reassessment of the efficacy after the challenge, so that the vaccine can be integrated into

preventive programs in the aquaculture industry.



INTRODUCCION

La demanda mundial por productos pesqueros ha crecido sostenidamente en las ultimas
décadas y la pesca extractiva se ha estancado, por lo que practicamente todo aumento futuro
en el consumo mundial de pescado tendra que ser suministrado por la acuicultura. El afio
2018, las exportaciones de salmon alcanzaron montos superiores a US$5.000 millones
anuales, representando un 6,8% de las exportaciones totales de Chile. De esta manera, la
salmonicultura se sitia como el tercer sector con mayores exportaciones en el pais. Los
principales paises productores del salmén del Atlantico (Salmo salar) cultivado, que
representan mas del 90% del mercado del salmén de acuicultura en el mundo, son Noruega,
Chile, Escocia y Canada. Chile se caracterizo por su acelerado crecimiento y se convirtio en
uno de los protagonistas del auge de la produccion de salmon en el mundo. Las ventajas
competitivas de Chile para la salmonicultura se relacionan al hecho de que posee una
importante presencia de fiordos adecuadamente protegidos, con una mayor temperatura
promedio y con una menor variacion en el afio, lo que reduce los ciclos de produccion y los
riesgos de enfermedades bajo un modelo sustentable en comparacion con otras regiones a
nivel mundial. Sin embargo, las enfermedades infecciosas son uno de los grandes desafios
para la industria, y las de mayor impacto son: piscirickettsiosis, como enfermedad bacteriana;
y caligidosis, como enfermedad parasitaria. Adicional a estas patologias, encontramos las
enfermedades emergentes, las que actualmente resultan de gran importancia en la industria
nacional, y entre las cuales destaca la tenacibaculosis. La conciencia sobre el impacto de la
tenacibaculosis como un problema en el cultivo de salmén parece estar aumentando y el
desarrollo de la enfermedad clinica puede depender de un equilibrio complejo entre el
huésped, el agente patogeno y los parametros ambientales (Avendafio-Herrera, 2006). Una
vacuna ayudaria considerablemente a controlar la tenacibaculosis y varios grupos han
establecido programas de investigacion con el objetivo de desarrollar una vacuna en paises
como Espafia y Australia. Recientemente, en Chile, el Laboratorio FAV (Farmacologia en
Acuacultura Veterinaria FAV S.A.), desarrollé un prototipo de vacuna contra Tenacibaculum
dicentrarchi, para lo que fue pertinente realizar pruebas experimentales que permitieran
evaluar los posibles efectos secundarios de la vacuna. Ello es un paso clave para que esta

pueda ser aplicada como medida profilactica en la industria.



REVISION BIBLIOGRAFICA
1.- Impacto de enfermedades en salmonicultura

Dentro del mercado mundial de salmon, Chile es el segundo productor y exportador
con un 28,7% de la produccion acuicola mundial, mientras que Noruega es el lider con un
43,7% de la produccion total. En el afio 2006, Chile llegd a producir 647 mil toneladas de
salmon. Sin embargo, tras la crisis sanitaria del virus ISA, la industria atin no ha logrado
alcanzar la produccion de 1.000.000 de toneladas, algo logrado por Noruega el afio 2012
(Cerda, 2019). Frente a lo anterior, la industria local presenta grandes desafios para potenciar
la competitividad de la industria. Una forma de mejorar los paradmetros de la industria
nacional seria generar procesos innovadores frente a todos los problemas que impacten en el
proceso productivo, de los cuales uno de los mas relevantes es la prevencion y el tratamiento
de enfermedades infecciosas y parasitarias. Las enfermedades infecciosas y parasitarias se
reconocen en todo el mundo como las principales causas de pérdidas econdémicas en la
produccion de salmon. Piscirickettsia salmonis y Caligus rogercresseyi son las principales
enfermedades que afectan la acuicultura del salmon del Atlantico en Chile (Jakob et al.,
2014). Incluso recientemente se comprobo que ambas enfermedades presentan una relacion
sinérgica, al encontrarse que la abundancia media de adultos C. rogercresseyi se asocia
significativamente con la mortalidad acumulada por piscirickettsiosis (Arriagada et al.,
2019). Actualmente, las enfermedades infecciosas emergentes, que se definen como “una
nueva enfermedad, una nueva presentacion de una enfermedad conocida o una enfermedad
existente que aparece en una nueva area geografica”, causan problemas y costos sustanciales
para la industria a nivel mundial (Pettersen et al., 2015). Dentro de las enfermedades
emergentes que afectan a la acuicultura del salmon en Chile, encontramos: amebiasis
branquial; inflamacion del musculo esquelético y cardiaco (HSMI); sindrome ictérico del
salmon coho; y tenacibaculosis (SERNAPESCA, 2018). Segun los datos estadisticos a nivel
nacional, la causa de mortalidad mas importante reportada para el salmon del Atlantico en el
ano 2019 fue infecciosa (22,9%), de cuyo total 47,6% de la mortalidad fue clasificada como
piscirickettsiosis (SRS); 18,64% como enfermedad bacteriana del rifion (BKD); y 12,9%
como tenacibaculosis, posicionandose esta ultima, como la tercera causa infecciosa de

mortalidad en salmon del Atlantico en el afio 2019 (Sernapesca, 2020).
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2.- Tenacibaculosis

Es una enfermedad emergente que afecta a los cultivos de salmoénidos en todo el
mundo. Se asocia a los cultivos en agua de mar y esta estrechamente relacionada con el
género Flavobacterium (Kirchman, 2002). En 2018, fue incluida en la Lista 3 del Reglamento
chileno de proteccion, control y erradicacion de enfermedades de alto riesgo para especies
acuicolas de SERNAPESCA (Subpesca, 2018). El agente causal de tenacibaculosis es
conocido como Tenacibaculum (familia Flavobacteriaceae), el cual corresponde a una
bacteria gram negativa, estrictamente aerobica y filamentosa. La presentacion de
tenacibaculosis en el salmon del Atlantico esta asociada principalmente a tres especies de
Tenacibaculum: T. finnmarkense, T. dicentrarchi'y T. maritimum (Avendano-Herrera et al.,
2016; Bridel ef al., 2018). En la década de 1990 se propuso a 7. maritimum como responsable
de mortalidades significativas de peces en el cultivo chileno de S. salar, lo que fue
corroborado entre 2013 y 2015 por el SERNAPESCA que inform6 35 diagndsticos
relacionados con 7. maritimum (Apablaza et al.,2017). Ademads, en 2016, Avendafio-Herrera
y colaboradores confirmaron la presencia de Tenacibaculum dicentrarchi, a través de seis
aislamientos obtenidos de dos brotes en el salmon del Atlantico que ocurrieron en un sitio de
cultivo en Puerto Montt (Avendafio-Herrera et al., 2016). La infeccion mixta entre P.
salmonis y T. dicentrarchi es relativamente comun. Generalmente se observa que T.
dicentrarchi actia como agente oportunista a nivel del tegumento en el salmon del Atlantico,
de manera que dicho patogeno se vé favorecido en infecciones concomitantes con P.
salmonis (PGSA, 2018).

Hasta la fecha, existe poca informacion referente a la fisiopatologia de Tenacibaculum spp,
sin embargo, estudios realizados en diferentes especies de peces, indican que corresponde a
una bacteria que suele generar principalmente lesiones cutaneas, pero dependiendo de la
especie de Tenacibaculum involucrada, también podria afectar otros tejidos e incluso
presentarse como una infeccion sistémica (Olsen et al., 2019). Las lesiones en el tegumento
de los peces son causadas por la liberacién de una toxina con alta actividad proteolitica que
lleva a romper la integridad de esta barrera protectora (Van Gelderen, 2009). En conjunto a
lo anterior y como respuesta a esta noxa se van liberando mediadores proinflamatorios

(Sepulcre, 2007). El edema, la migracion de fagocitos y el aumento de permeabilidad
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vascular generados por la liberacion de estas citoquinas se sumaran a los efectos generados
por la toxina (Failde ef al., 2013). Ademas se ha informado de erosiéon y necrosis en las
branquias asociadas con 7. maritimum en salmonidos (Van Gelderen et al., 2010). Las
especies T. dicentrarchi y T. maritimum provocarian lesiones principalmente en cabeza,
abdomen, aletas y branquias, y en estas dos ultimas zonas es donde se suelen observar
ulceraciones (Avendano-Herrera et al., 2016; Smage ef al., 2016). También pueden ocurrir
infecciones sistémicas donde las lesiones primarias actuarian como una puerta de ingreso de

las bacterias al torrente sanguineo (Frisch et al., 2018).
3.- Medidas de control y tratamientos

Dado que las lesiones causadas por Tenacibaculum spp., son mayoritariamente externas, es
posible que el tratamiento con antibioticos no sea del todo exitoso. Una medida que si podria
tener un efecto positivo es la deteccion temprana y la consecuente extraccion de los peces
con lesiones macroscopicas, con lo cual se puede atenuar la transmision de la infeccion
(Olsen et al., 2019). En cuanto a las medidas profilacticas, en el caso de 7. maritimum,
Avendafio-Herrera (2005) recomend6 el uso de H20O: a una concentracion de 240 ppm solo
como método de desinfeccion general para tratar el agua de cultivo y la superficie de los
estanques antes de la introduccidn de peces. También se puede evitar la aparicion de brotes
o se puede reducir la incidencia de la enfermedad controlando la densidad de los peces, y en
consecuencia, reduciendo las condiciones de estrés, las cuales probablemente han hecho que
el salmon sea mas susceptible a la infeccion por 7. dicentrarchi (Klakegg et al., 2019).
Debido a la ascendencia comun que comparten la mayoria de los aislados de las especies de
Tenacibaculum —excluyendo a T. maritimum (Olsen et al., 2017)—, existe la expectativa de
que Tenacibaculum spp. podria compartir algunas caracteristicas, incluida la virulencia o los
determinantes antigénicos, lo cual podria facilitar el desarrollo de una vacuna de amplio
espectro contra diferentes cepas de Tenacibaculum (Klakegg et al., 2019). En la actualidad,
existe una vacuna inactivada disponible para prevenir la mortalidad en rodaballo, causada
por T. maritimum, comercializada por la empresa Hipra como Icthiavac™. Sin embargo, la
diversidad seroldgica observada indica que la vacuna desarrollada para rodaballo podria no

ser efectiva para prevenir la tenacibaculosis en otras especies de peces (Avendafio- Herrera,

2005).



4.- Vacunas contra Tenacibaculum en el salmon del Atlantico

En los afios 1990 se probd una vacuna contra la tenacibaculosis en el salmon del

Atlantico con resultados inconsistentes (Sundell, ef al., 2014). En un estudio reciente se logré
una proteccion eficiente (porcentaje relativo de supervivencia (RPS) = 80%) posterior a la
inmunizacion intraperitoneal del salmon del Atlantico utilizando dicha vacuna (Van
Gelderen et al., 2009). Posteriormente, fue reportado un modelo de infeccion reproducible
para el salmon del Atlantico utilizando una cepa virulenta de 7. maritimum y un tiempo de
desafio de 1 hora (Van Gelderen et al., 2010). El modelo sugerido puede usarse para medir
la eficacia de futuros programas de vacunacion.
En el afio 2018, se realiz6 la evaluacion de una vacuna inactivada de células completas de 7.
finnmarkense. Se produjeron dos vacunas monovalentes: 7. finnmarkense cepa HFJT con
alto contenido de antigeno y 7. finnmarkense cepa HFJT con bajo contenido de antigeno. No
hubo diferencias en la mortalidad entre los peces vacunados y control en ninguno de los
grupos. Aunque una vacuna inactivada de células completas induce una respuesta de
anticuerpos, no parece ofrecer proteccion contra la tenacibaculosis inducida por una
infeccion en bafio (Smage ef al., 2018).

La vacuna administrada via intraperitoneal puede inducir una variedad de efectos
secundarios que incluyen cambios patoldgicos relativamente moderados en la cavidad
abdominal, los cuales pueden persistir hasta el momento de la cosecha (Mutoloki ef al.,
2004); ademas de una tasa de crecimiento deficiente, disminucidon de la calidad del canal,
deformidades de la columna, uveitis y reacciones autoinmunes sistémicas (Midtlyng et al.,
1996; Koppang et al., 2004; Berg et al., 2006; Aunsmo et al., 2008; Haugarvoll et al., 2010;
Bjoerge et al., 2011). En la publicacion de Midtlyng ef al. (1996) se presenta un sistema de
puntuacion para evaluar las lesiones causadas por la administracion intraperitoneal de
vacunas que contienen adyuvantes en peces (puntuacion de Speilberg). Estos efectos
secundarios pueden manifestarse en el pez como depositos de melanina, granulacion fibrosa
y adherencias de leves a graves entre Organos internos o entre los Organos y la pared
peritoneal (Mutoloki ef al., 2004). Es probable que la vacunacion esté asociada con un grado
de estrés y deterioro fisico leve y del bienestar de los peces, sin embargo, constituye

simultdneamente una alternativa para el control de enfermedades (Pettersen, 2013).
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En el afo 2019 el laboratorio FAV (Puerto Montt, Chile) gener6é un prototipo de vacuna
inyectable contra 7. dicentrarchi, la cual no ha sido evaluada en términos de su seguridad y
eficacia. De esta forma, la evaluacion de los efectos secundarios y el impacto en la mortalidad
frente a la infeccion con la bacteria constituyen un paso clave para que dicha vacuna pueda

ser aplicada como medida profilactica en la industria.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar la seguridad y eficacia de un prototipo de vacuna contra Tenacibaculum dicentrarchi
en dosis simple y doble bajo un esquema de vacunacién simultdnea con otras vacunas

comerciales aplicada en juveniles del salmon del Atlantico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Evaluar la seguridad del prototipo de vacuna contra 7. dicentrarchi en juveniles de salméon

del Atlantico.

2.- Determinar la presencia de adyuvante mineralizado en juveniles del salmén del Atlantico

bajo un esquema de vacunacion.

3.-. Comparar la supervivencia entre distintos protocolos de vacunaciéon en juveniles del

salmon del Atlantico desafiados experimentalmente contra 7. dicentrarchi.



MATERIAL Y METODOS

Peces

Para el presente estudio, se realizd un ensayo experimental donde se utilizaron 948 peces
juveniles, de la especie salmon del Atlantico, con un peso promedio de 50 grs., los cuales
fueron suministrados por la empresa Cooke Aquaculture Chile. El total de peces se sometio
a evaluacion de los posibles efectos secundarios de un prototipo de vacuna contra 7.
dicentrarchi, el cual tuvo una duracion de 90 dias y fue realizado en las dependencias de
Aquagestion S. A., en la sala experimental Clarkii, Puerto Varas, Chile. La vacuna fue
aplicada por via intraperitoneal como una solucion inyectable, la cual ha sido fabricada en el
Laboratorio FAV S.A. Los peces se mantuvieron en dos estanques de 2,5 m?, a una
temperatura promedio de 15 °C, con un porcentaje de saturacion de oxigeno entre un 80 -
120% y con un sistema de recirculacion de agua dulce (0 ppt) e ingreso de agua fresca de 2

L/min.

Vacuna y vacunacion

Se vacuno un total de 948 peces, en la unidad experimental. La vacuna contra 7. dicentrarchi
fue aplicada por via intraperitoneal (IP) como una solucién inyectable, la cual fue fabricada
en el Laboratorio FAV S.A.

Ademas de la aplicacion de la vacuna contra 7. dicentrarchi, se aplicaron a los peces otros
tratamientos (IP) diferentes con pistola auto recargable; con base en esto, los peces fueron
divididos en ocho grupos experimentales. Los grupos fueron divididos en cuatro
correspondientes a vacunacion con dosis simple y cuatro con dosis doble (Tabla 1). Para los
grupos inoculados con una dosis simple (0,1 ml/pez) se vacunaron 102 peces por cada grupo
experimental. Para los grupos inoculados con una dosis doble (0,2 ml/pez), fueron vacunados

90 peces por cada grupo.



Tabla 1: Descripcion de los grupos experimentales.

Dosis Via N°
Grupo Tratamiento/ Vacunas
ml/pez |aplicacion| peces
VE' Simple 0,Iml LiVac® + 0,1ml Alpha Ject® 5.1. 0,2 1P 102
VE' Doble 0,2ml LiVac® + 0,2ml Alpha Ject® 5.1. 0,4 1P 90
AT? Simple 0,1ml autovacuna contral. dicentrarchi. 0,1 IP 102
AT? Doble 0,2ml autovacuna contra 7. dicentrarchi. 0,2 IP 90
C* Simple 0,1 ml PBS Control. 0,1 IP 102
C’ Doble 0,2ml PBS Control. 0,2 IP 90
0,1ml LiVac® + 0,1ml Alpha Ject® 5.1 + 0,05ml
AT+VE’ Simple 0,25 IP 102
autovacuna contra 7. dicentrarchi.
0,2 ml LiVac® + 0,2 ml Alpha Ject® 5.1+ 0,1 ml
AT+VE' Doble 0,5 IP 90
autovacuna contra 7. dicentrarchi.

! Vacunacién estandar

2 Autovacuna contra Tenacibaculum dicentrarchi

3 Control

4 Autovacuna contra Tenacibaculum dicentrarchi + Vacunacion estandar

Para los grupos VE! simple y VE! doble, el tratamiento incluy6 2 vacunas en un mismo pez,

la vacunacion se realizdé de forma tradicional, aplicando cada vacuna por separado tanto

LiVac® como Alpha Ject® 5.1. Los grupos AT? simple y AT? doble, fueron inoculados con

la autovacuna para T. dicentrarchi y los grupos C?simple y C3 doble fueron inoculados con

PBS. Posteriormente, fueron vacunados los peces correspondientes a los grupos AT+VE?*

simple y AT+VE* doble, cuyo tratamiento lleva 3 vacunas en un mismo pez. Esto se realizo

aplicando cada vacuna por separado (LiVac®, Alpha Ject® 5.1 y autovacuna contra 7.

dicentrarchi).

Posterior a la vacunacion de cada grupo experimental de peces, estos fueron marcados con

elastomeros de colores en su mandibula, para diferenciar a cada grupo vacunado dentro del

mismo estanque.




Evaluacion efectos secundarios

Para medir la seguridad de la vacuna, se realizaron las observaciones de los posibles
efectos secundarios en los peces segun el criterio de la escala de Speilberg, a través de
tres muestreos realizados a las 450 UTAs, 900 UTAs y 1350 UTAs post vacunacion.
Para esto, se consider6 un tamafo de muestra de treinta peces sacrificados por cada
tratamiento en cada muestreo, el cual ha sido estimado considerando un intervalo de
confianza de un 95% con una potencia > 80% y una diferencia de un 10% en la curva
de mortalidad.
1. Adherencia. Para la adherencia se consideron 3 parametros:

1.1 Region de la adherencia y severidad de la lesion

1.2 Presencia de melanosis

1.3 Presencia de granuloma

1.1 La region en donde se localiza la adherencia en la cavidad abdominal, fue clasificada
como: Region 1, dorso craneal; Region 2, caudal; y Region 3, ventrocraneal (incluye el sitio
de la inyeccion). Luego, se evaluo la severidad de la lesion (adherencia) con un score del 0
al 6, siendo 0 ausencia de adherencia; 1, adherencias muy pequefias; 2, adherencias menores;
3, adherencias moderadas; 4, adherencia mayor con granuloma; 5, extensas adherencias que
afectan casi todos los 6rganos internos; 6, adherencia incluso mayor, que se grafica con un

dafio completo de la carcasa (Anexo 1, Tabla 2: Score de adherencias en cavidad abdominal).

1.2 Presencia de melanosis: Se clasificod mediante el examen macroscopico de los 6rganos
abdominales, seguin el score de melanizacion en la region abdominal, adoptando valores del
0 al 3, siendo 0 ausente; 1 leve; 2 moderado y 3 severa (Anexo 2, Tabla 3: Clasificacion de

Melanosis).

1.3 Presencia de granuloma: se realiz6 un andlisis macroscopico para su identificacion.
Granuloma, se defini6 segtn ictiopatologia, como una lesion nodular tradicionalmente blanca
o amarilla que podria tener una consistencia dura o hasta calcificada (Noga, 1989). Su
formacion se explica por la presencia local de un agente causal insoluble (Roberts, 1978) y
también como una lesion de efectos secundarios frente a la aplicacion de una vacuna

(Midtlyng et al., 1996). En caso de observar su presencia, se tomaron muestras para un
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analisis histopatologico como accion confirmatoria. Se clasifico la presencia de un
granuloma desde el 0 al 3, siendo 0 ausente; 1 pequeio; 2 moderado y 3 severo (Anexo 3,

Tabla 4: Clasificacion de granuloma).

Desafio experimental con Tenacibaculum dicentrarchi

Para medir la eficacia de la vacuna contra 7. dicentrarchi, se llevo a cabo el siguiente desafio,
en el cual se utilizaron 210 juveniles (130 gr) del salmon del Atlantico previamente
vacunados, pertenecientes al grupo de dosis simple: AT? (n=35), C* (n=35) y AT+VE*
(n=35). Con respecto a la dosis doble se desafio al grupo: AT? (n=35), C3 (n=35)y AT+VE*
(n=35). Treinta y cinco peces fueron distribuidos aleatoriamente en cada una de las seis
unidades de estanques (600 L). Previo a realizar la infeccion experimental, los peces fueron
aclimatados por 14 dias bajo temperatura constante (12°C), salinidad agua de mar (32 ppt) y
a una saturacion de oxigeno mayor a 80%. Durante las 48 horas previas al desafio los peces
fueron sometidos a ayuno. El dia del desafio los ejemplares fueron anestesiados por medio
de acuestrol (isogenol 50%) con una cantidad de 17mg/dl y se redujo el volumen del agua a
la mitad, para realizar la infeccion mediante inmersion. Para ello se utilizé una concentracion
de 2 x 10° UFC/ml de la cepa T. dicentrarchi perteneciente al laboratorio FAV. Los peces
permanecieron durante 5 horas a flujo estatico con aire constante, para mantener el oxigeno
en 80%. Posteriormente, pasaron a estanques en sistema recirculacion en agua de mar con
recambio en el estanque de 15 L/min por estanque. Por ltimo, se realizo la realimentacion
de los ejemplares y se procedio a realizar el registro diario de las mortalidades en cada unidad

de estanque hasta el dia 7 post-desafio.

Analisis Estadistico

Se analizaron las variables adherencia y melanosis, utilizando la prueba de Fisher y Chi
cuadrado, para comparar el comportamiento de los peces frente a las diferentes
inoculaciones. Se consider6 un valor de a < 0,05 como significativo. Se comprobd, mediante
un analisis separado de las vacunas dosis simple y de las vacunas dosis doble, a través de la

prueba exacta de Fisher, si existen diferencias estadisticamente significativas para cada grupo
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vacunado respecto del grupo control. Para evaluar la eficacia de la vacuna se realiz6 un
analisis de curva de supervivencia utilizando la prueba estadistica no paramétrica de Kaplan-
Meier considerando los registros de mortalidades diarias registrados entre el dia 0 y 8 dias

post infeccion contra 7. dicentrarchi (prueba log-rank).

RESULTADOS

1. Objetivo 1: Evaluacion de la seguridad

Se realiz6 la evaluacion de los efectos secundarios: grado de adherencias, melanosis,
granulomas y adyuvante mineralizado en la cavidad intra-abdominal posterior a la aplicacién
intraperitoneal de la autovacuna contra 7. dicentrarchi y de los otros grupos de vacunacioén
anteriormente detallados, en peces vacunados y controles. Los efectos secundarios fueron
clasificados segun la escala o criterio de Spielberg y se utilizd la Prueba exacta de Fisher

aplicada a los datos de los efectos secundarios con un valor p< 0,05 como significativo.

1.1 Evaluacion de adherencias

Las adherencias observadas en los grupos del ensayo estuvieron entre el rango de puntaje 0
y 2, en una escala de 0-6.

Durante el primer muestreo (450 UTAs) de los grupos vacunados con dosis simple, un 4%
de los animales del grupo control present6 adherencias grado 1, cuyo resultado es similar al
obtenido en el grupo de VE con un 7% de peces con adherencias grado 1. El mayor porcentaje
de adherencias corresponde al grupo vacunado con AT, el cual presentd un 77% de peces
con adherencia grado 1 y luego el grupo AT+VE con un 56%. En cuanto a las dosis dobles
durante el primer muestreo, el grupo control no presentd adherencias, el grupo AT
nuevamente tuvo los mayores porcentajes de peces con adherencias grado 1 con un 80% y
de peces con adherencias grado 2 con un 10%. El  grupo
AT+VE presentd un 75% de peces con adherencias grado 1 y ademas se encontrd un 4% de

peces con adherencias grado 2.
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En el segundo muestreo (900 UTAs), en los grupos vacunados con dosis simple, el grupo
control no presentd adherencias, el grupo VE presenta un 12% de adherencias grado 1, el
grupo AT presentd la mayor cantidad de peces con adherencias grado 1 con un 83% y un 3%
de peces con adherencia grado 2 y el grupo AT+VE un 57% de adherencia grado 1. En cuanto
a los grupos vacunados con dosis doble, el grupo control no presenta adherencias. El grupo
VE presenta un 17% de adherencias grado 1 y el grupo AT muestra el mayor porcentaje de
adherencia grado 1 con un 97% y el 3% de los peces con adherencias grado 2, el grupo
AT+VE obtuvo el mismo porcentaje de adherencias grado 2 y un 80% de peces con
adherencia grado 1.

En el tercer muestreo (1350 UTAs), en cuanto a las dosis simples, el grupo control no
presentd adherencias y los demas grupos presentan adherancias grado 1 en los siguientes
porcentajes: el grupo VE presenta un 13%, el grupo AT muestra el mayor porcentaje con un
59% y el grupo AT+VE presenta un porcentaje similar con un 53%. En cuanto a los
resultados en las dosis dobles, muestran nuevamente al grupo control sin adherencias y los
demas grupos presentan adherencias grado 1 en los siguientes porcentajes: grupo VE un 15%,
el grupo que presenta el mayor porcentaje es AT con un 70%, cuyo porcentaje es similar al

obtenido por el grupo AT+VE, el cual presenté un 69%.

Los andlisis estadisticos sobre los resultados de adherencia indican valores p significativos
durante los tres muestreos solo en las adherencias grado 1. El inico valor de adherencia grado
1 que no muestra diferencias significativas respecto al grupo control, es el grupo de
vacunacion VE en la dosis simple durante el primer muestreo (450 UTAs), indicando que

tuvo un nivel de adherencia similar al grupo control.
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Figura 1. Los graficos A, B y C corresponden a los grupos de vacunacion dosis simple y los
graficos D, E y F corresponden a las dosis dobles, donde se muestran los porcentajes de peces
con adherencia en la cavidad peritoneal de cada grupo de vacunacion en los muestreos
realizados a las 450, 900 y 1350 UTAs, respectivamente. Los asteriscos muestran diferencias
estadisticamente significativas entre cada grupo de vacunacion respecto del grupo control y
denotan: * P <0,05; ** P <0,01 y *** P< 0,0001. Control, VE: Vacunacién estandar, AT:
Autovacuna contra 7. dicentrarchi y AT+VE: Autovacuna contra 7. dicentrarchi +

Vacunacion estandar.

1.2 Melanosis

Las melanosis observadas en los peces estuvieron entre el rango 0 y 1.
En el primer muestreo (450 UTAs), en relacion a los grupos con dosis simple, los grupos
presentaron melanosis grado 1 en los siguientes porcentajes: el grupo control presentd un
41%, el grupo VE presento el menor porcentaje con un 33%, el grupo AT+VE un 47% y por

ultimo el grupo AT fue el cual presentd el mayor porcentaje con un 54%. Los grupos
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correspondientes a las dosis dobles presentaron melanosis grado 1 en los siguientes
porcentajes: el grupo control presentd un 40%, el grupo VE presenté un 46%, el grupo AT
present6 un 48%, por ultimo, el grupo AT+VE presentd un 47%.

En el segundo muestreo (900 UTAs), en relacion a los grupos dosis simple, los grupos
presentaron melanosis grado 1 en los siguientes porcentajes: el grupo control presentd un
87%, el grupo VE un 86%, el grupo de vacunacion AT+VE present6d un 90% y por ultimo el
grupo AT present6 el mayor porcentaje con un 97%. En los grupos dosis doble pertenecientes
al segundo muestreo, los grupos presentaron melanosis grado 1 en los siguientes porcentajes:
el grupo control un 83%, el grupo VE un 88%, el grupo AT+VE un 97% y el grupo AT
presento el mayor porcentaje con un 100% de melanosis grado 1.

En el ultimo muestreo (1350 UTAs), en relacion a los grupos con dosis simple, los grupos
presentaron melanosis grado 1 en los siguientes porcentajes: el grupo control present6 un
65%, el grupo VE present6 un 74%, el grupo AT+VE y el grupo AT presentaron el mismo
porcentaje con un 82%. De los resultados correspondientes a los grupos con dosis doble,

los grupos presentaron melanosis grado 1 en los siguientes porcentajes: el grupo control
present6 un 61%, el grupo VE y el grupo AT presentaron los mismos porcentajes con un

70%, el grupo AT+VE present6 el mayor porcentaje con un 96%.

Los andlisis estadisticos para los resultados de melanosis indican valores p > 0,05 para las
vacunas en el primer muestreo (450 UTAs), indicando que no hay diferencias significativas
respecto al grupo control. En el segundo muestreo (900 UTAs) aparecen diferencias
significativas en los grupos de vacunacion AT donde la dosis doble presenta un valor
p < 0,0001, obteniendo la mayor significancia y la dosis doble del grupo de vacunacion
AT+VE es el cual presenta el segundo valor p més significativo. En el tercer muestreo (1350
UTAs) aparecen diferencias significativas en la dosis simple del grupo de vacunacion AT y
en ambas dosis del grupo AT+VE, siendo la dosis doble la cual tiene un valor altamente

significativo p <0,0001, respecto del grupo control.
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Figura 2. Los graficos G, H y I corresponden a los grupos vacunados con dosis simple y los
graficos J, K y L a los grupos vacunados con dosis doble, muestran los porcentajes de peces
con melanosis en la cavidad peritoneal de cada grupo de vacunacidén en los muestreos
realizados a las 450, 900 y 1350 UTAs, respectivamente. Los asteriscos muestran diferencias
estadisticamente significativas entre cada grupo de vacunacion respecto del grupo control y
denotan: * P <0,05; ** P <0,01 y *** P< 0,0001. Control, VE: Vacunacién estandar, AT:
Autovacuna contra 7. dicentrarchi y AT+VE: Autovacuna contra 7. dicentrarchi +

Vacunacion estandar.
1.3 Granuloma

No hubo hallazgos de granulomas en las necropsias realizadas durante los muestreos de los

posibles efectos secundarios.
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Objetivo 2: Presencia de adyuvante mineralizado

Existen valores significativos para el grupo AT y para el grupo AT+VE en comparacién con
el control y respecto al grupo VE, a las 450, 900 y 1350 UTAs, lo que se traduce en la
existencia de diferencias significativas de dichas vacunas respecto del grupo control, como
también del grupo VE.

En el primer muestreo (450 UTAs) los grupos vacunados con dosis simple que presentaron
adyuvante mineralizado en la cavidad peritoneal fueron el grupo de AT con un 35% y el
grupo AT+VE con un 22%. En relacion a los grupos vacunados con dosis doble, el grupo
AT+VE present6é un 39% y el grupo AT present6 un 37%.

En el segundo muestreo (900 UTAs) en relacion a los grupos vacunados con dosis simple, el
mayor porcentaje de peces con adyuvante mineralizado fue AT con un 83%, el grupo AT+VE
present6 un 33%. De los grupos vacunados con dosis doble, el grupo AT vuelve a presentar
el mayor porcentaje de adyuvante mineralizado con un 93% y el grupo AT+VE present6 un
73%.

En el altimo muestreo (1350 UTAs), de los grupos vacunados con dosis simple, AT presenta
el mayor porcentaje de adyuvante mineralizado con un 21% y el grupo AT+VE un 5%. De
los grupos vacunados con dosis doble, el unico que presentd presencia de adyuvante
mineralizado en la cavidad abdominal fue el grupo AT con un 18% del total de peces. El
grupo VE present6 un 0% de adyuvante mineralizado durante el primer, segundo y tercer

muestreo.
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Figura 3. Los Graficos M, N y N correspondientes a las dosis simples, y los graficos O, Py
Q correspondientes a las dosis dobles, muestran los porcentajes de peces con adyuvante
mineralizado en la cavidad peritoneal de cada grupo de vacunacion en los muestreos
realizados a las 450, 900 y 1350 UTAs, respectivamente. Los asteriscos muestran diferencias
estadisticamente significativas entre cadagrupo de vacunacion respecto del grupo control y
denotan: * P <0,05; ok P <0,01 y ok P< 0,0001.
Control, VE: Vacunacion estandar, AT: Autovacuna contra 7. dicentrarchi y AT+VE:

Autovacuna contra 7. dicentrarchi + Vacunacion estandar.

Objetivo 3: Evaluacion Eficacia

3.1 Desafio experimental

Durante los 8 dias del experimento se alcanz6 un nimero maximo de 102 muertos/dia y un
promedio de 29 peces muertos por dia. Las mayores mortalidades, ocurren el primer y
segundo dia del desafio con 65 y 102 peces, respectivamente.

18



El andlisis de las curvas de supervivencia se realizd por el método de Kaplan-Meier y a
través de la prueba log-rank se evaluaron las diferencias significativas entre la condicién
control (grupo control vacunado con PBS) en dosis simple 0,1ml y dosis doble 0,2 ml, en
relacion con los respectivos grupos de vacunacion.

El analisis se realizo de forma separada, evaluando a la condicion control simple, respecto a
los grupos AT y AT+VE simple, los resultados muestran que la curva de sobrevivencia es de
un 0% para el grupo control simple, 5,26% para el grupo AT simple y de 10,26% para el
grupo AT+VE simple. Existen diferencias estadisticamente significativas para el grupo
vacunado con AT+VE simple, respecto a la condicion control simple.

Al considerar el analisis entre cada grupo de vacunacion dosis doble respecto del grupo
control doble, se obtiene una curva de sobrevivencia de 6.8% para el grupo control dosis
doble, un 22,9% para el grupo de vacunacion AT doble y un 15,8% para el grupo de
vacunacion AT+VE doble. Se observan diferencias estadisticamente significativas para el
grupo de vacunacion AT doble y para el grupo de vacunacion AT+VE doble, respecto a la

condicion control dosis doble.

Curva de sobrevivencia
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Figura 4. Curva de sobrevivencia de los grupos vacunados con dosis simple y desafiados
contra 7. dicentrarchi. Los asteriscos muestran diferencias estadisticamente significativas

respecto del grupo control simple y denotan * P <0,05; ** P <0,01 y *** P<0,0001. Control,
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VE: Vacunacion estandar, AT: Autovacuna contra 7. dicentrarchi y AT+VE: Autovacuna

contra 7. dicentrarchi + Vacunacion estandar.
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Figura 5. Curva de sobrevivencia de los grupos vacunados con dosis doble y desafiados

contra 7. dicentrarchi. Los asteriscos muestran diferencias estadisticamente significativas

respecto del grupo control doble y denotan * P <0,05; ** P <0,01 y *** P<(,0001. Control,

VE: Vacunacion estandar, AT: Autovacuna contra 7. dicentrarchi y AT+VE: Autovacuna

contra 7. dicentrarchi + Vacunacion estandar.

20



DISCUSION

Actualmente en Chile la enfermedad emergente conocida como Tenacibaculosis ha cobrado
gran relevancia situdndose como la tercera causa de mortalidad para el salmon del Atlantico
(Sernapesca, 2020). El control de enfermedades en la acuicultura se basa en la combinacion
de programas de prevencion, uso de medicamentos aprobados y vacunas disponibles (Muktar
et al., 2016). Estas tltimas, mejoran la respuesta inmune de los peces frente al patogeno y
son la forma mas efectiva de prevenir y controlar las enfermedades bacterianas en
salmonidos, sin dejar residuos perjudiciales en el medio ambiente, ni la necesidad de utilizar
un tiempo de resguardo (Ma ef al, 2019). Sin embargo, actualmente no existe una
herramienta inmunoprofilactica para esta enfermedad emergente, es por eso, que el
laboratorio FAV elaboré una autovacuna de administracion intraperitoneal, la cual por
definicidn esta preparada para las necesidades de una piscicultura especifica a partir de cepas
bacterianas aisladas en las mismas instalaciones. La eficacia satisfactoria de las autovacunas
esta documentada por estudios experimentales realizados en diferentes paises del mundo
(Pajdak et al., 2017; Schulz et al., 2020). En este estudio se evalu6 la seguridad y eficacia de
inmunizacion de una autovacuna contra 7. dicentrarchi, asi como la evaluacion de dicha
autovacuna en combinacion con el esquema preventivo de vacunacion mas utilizado
actualmente en condiciones comerciales “LiVac + Alphaject 5.1” (Flores-kossacka et al.,
2020), el cual es aplicado por la piscicultura que ha encargado el estudio, Cooke Aquaculture
Chile S. A., teniendo como principal objetivo que dicha vacuna pueda ser incorporada y

utilizada en la industria.

La seguridad de la vacunacion tiene relacion con la magnitud de la reaccion que esta puede
inducir en la cavidad abdominal. Los peces vacunados generan inflamacion en el lugar de la
inyeccion, produciendo adherencias y melanosis que se observan con frecuencia en los
analisis macroscopicos post mortem. Sin embargo, se ha determinado en estudios anteriores
que dichas lesiones deben ser leves, para evitar efectos adversos en el crecimiento a largo
plazo de los peces (Mutoloki ef al., 2004; Jafelice, 2014).

Existe una correlacion entre la magnitud de la respuesta inmune, adherencias y melanosis, ya

que se sabe que después de la vacunacion hay una afluencia de melanomacréfagos y de otras
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células inmunes como resultado de una respuesta inmune normal (Haugarvoll et al., 2006;
Koppang et al., 2008). Al momento de aplicar una vacuna se busca que exista un equilibrio

entre el beneficio de la respuesta inmune y la aparicion moderada de efectos secundarios.

Los resultados de seguridad de la vacuna contra 7. dicentrarchi administrada por via IP,
revelaron la presencia de lesiones leves de adherencia y melanosis en el lugar de la inyeccion
y regiones adyacentes en la cavidad peritoneal, sin hallazgos de granulomas en los muestreos

realizados. Los resultados obtenidos determinan la seguridad de este prototipo de vacuna.

Refiriéndonos especificamente de las lesiones intraperitoneales asociadas a adherencias que
se pueden encontrar entre 6rganos, o entre 60rganos y la pared abdominal, estas fueron leves
en todos los grupos vacunados, correspondiendo a lesiones en su mayoria del grado 1,
existiendo un pequefio porcentaje con lesiones grado 2 en los grupos AT y AT+VE. Todos
los grupos de vacunacion presentaron diferencias significativas en comparacion al grupo
control. Un resultado similar fue el publicado por Berg ef al. (2012), en un estudio de efectos
secundarios en salmon del Atlantico con la vacuna multivalente Norvax® Minova 6.

El grupo que presentdé menores diferencias con el grupo control fue el grupo VE, siendo este
resultado esperable al ser una vacuna probada y utilizada mayoritariamente en la acuicultura.
Se identifico que el grupo de vacunacion AT, presento las mayores diferencias significativas
respecto al control y en segundo lugar en el grupo de vacunaciéon AT+VE, observando
incluso, que en este grupo de vacunacion simultanea hay una disminucion del porcentaje de
peces con adherencias. Estos resultados son consistentes con informes previos donde las
vacunas de antigenos multiples no mostraron desventajas sobre las vacunas menos complejas
(Mutoloki et al., 2004). Por ultimo, es importante mencionar que la inyeccion IP de vacunas
con dosis doble entregd mayores puntuaciones de Spielberg que la inyeccion de vacuna dosis
simple, esta observacion puede explicarse por la mayor cantidad de bacterinas y adyuvante
en las dosis dobles (Midtlyng, 1996; Midtlyng et al., 1996, Chalmers et al., 2020), sin
embargo, al ser lesiones leves estas no deberian ser visibles al momento de la cosecha.

El segundo efecto secundario analizado fue la melanosis, que corresponde a la pigmentacioén
oscura en las visceras y musculo como respuesta a los dafios tisulares o condiciones

inflamatorias locales producidas por la vacunacion IP en salménidos (Berg ef al., 2012), la

22



cual a sido sugerida como una de las causas principales que afecta a la calidad de los filetes
(Koppang et al., 2005; Fagerland et al., 2013). En este estudio, la presencia de melanina en
los 6rganos y en peritoneo llego al grado 1, correspondiente a melanosis menormente visible
y facilmente removida. Cabe sefialar que se observaron mayores porcentajes de peces con
melanosis en los grupos inyectados con las vacunas que en el grupo de control con PBS, lo
que coincide con investigaciones anteriores (Chalmers ef al, 2020). Ademas, solo se
encontraron diferencias significativas durante el segundo y el tercer muestreo, entre los
grupos vacunados y el grupo control. El grupo VE no presentd diferencias significativas
respecto al grupo control y el grupo AT fue el que presentd las diferencias mayormente
significativas, salvo en el ultimo muestreo donde AT+VE presentd la mayor diferencia
respecto al control. En este estudio, todos los grupos, incluido el control, aumentaron su
porcentaje de peces con melanosis desde el primer al tltimo muestreo y ademas no existieron
diferencias marcadas entre los resultados obtenidos con las dosis simple y dosis doble. En
consecuencia, podriamos sugerir que este efecto estd asociado principalmente al proceso de

inyeccion.

Cabe mencionar que el adyuvante utilizado en la vacunacion tiene un rol fundamental, ya
que es una sustancia que se agrega a la vacuna para potenciar y modular la inmunogenicidad
del antigeno (Batista-Duharte et al., 2014), requiriéndose la combinacion adecuada entre
antigeno y el adyuvante seleccionado para asegurar una respuesta inmune Optima. Existen
diferentes tipos de adyuvantes como son las sales de aluminio, emulsiones de agua en aceite,
emulsiones de aceite en agua, agonistas de TLR4 y TLR9, virosomas y liposomas, que se
incorporan en las formulaciones de vacunas autorizadas (Garcon et al., 2018). Estos
funcionan a través de patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs) activando a los
receptores de reconocimiento de patogeno (PRR), un ejemplo de ellos son los TLR, los cuales
unidos a estos ligandos del patégeno pueden desencadenar distintos tipos de respuesta
inmune (Gargon et al., 2018). En esta investigacion no contamos con la informaciéon del
adyuvante utilizado en la autovacuna al ser secreto comercial, no obstante, los adyuvantes de

referencia para peces utilizados en las vacunas inyectables corresponden a emulsiones de
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agua en aceite (aceite metabolizable), siendo los mas comunes Montanide ISA 763 AVG,

Montanide ISA 761 VG, pertenecientes a la empresa Seppic'.

Los remanentes de adyuvante mineralizado encontrados en los grupos analizados posterior a
la vacunacion, indican diferencias significativas en el grupo AT y en el grupo de vacunacioén
ATHVE, respecto del grupo control durante los tres muestreos realizados. No obstante, el
grupo VE no presenta presencia de depositos en la cavidad peritoneal. Estas observaciones
sugieren que un adyuvante a base de aceite mineral ha sido utilizado en la formulacion de la
autovacuna, en vez de un aceite metabolizable o biodegradable. Aunque el porcentaje de
peces con adyuvante mineralizado fue disminuyendo considerablemente desde el primer al
ultimo muestreo, su presencia en la cavidad peritoneal podria continuar generando efectos
secundarios a medida que el pez continta su crecimiento. Esto también ha sido observado en
formulaciones de vacunas similares a base de aceite mineral en otros peces salmoénidos
(Villumsen et al., 2017) y en estudios con adyuvante incompleto de Freund, donde se advierte
que estos depositos contribuyen a la reactogenicidad general de adyuvante (Gargon et al.,
2018), por lo que seria recomendable formular la autovacuna con los adyuvantes

anteriormente mencionados.

Para evaluar la eficacia de los grupos vacunales AT y AT+VE se realizo un desafio
experimental contra el patdogeno y un posterior analisis de sobrevivencia, cuyos mejores
resultados estuvieron en las dosis dobles con un 15,8% en el grupo AT+VE y 22,9% en la
Autovacuna, demostrando de esta manera que la inmunizacion IP en ambos grupos, en dosis
simple y doble, no proporciono proteccion suficiente a las 1350 UTAs post vacunacion.

La alta mortalidad del grupo control en las primeras 24 horas del desafio, podria estar
subestimando la eficiencia de la vacuna y nos lleva a plantear las hipdtesis de que la
autovacuna fue evaluada con un aislado de alta letalidad o que se utilizo una concentracién
del in6culo mas elevada que la 6ptima (por ejemplo, LDso). Frente a lo anterior, Avendafno-
Herrera et al., 2016, describid un ensayo de virulencia, de desafio en bafio con 7. dicentrarchi

cepa TdChDOS5 aislada en Chile, la cual causé 65% de mortalidad en el salmoén del Atlantico

! Comunicacion personal: Sergio Cabral. Representante Seppic, Brasil. 2021.

24



en 24 horas, concluyendo ademas que la enfermedad se reproduce en salmon del Atlantico
después de so6lo una hora de inmersion con 7. dicentrarchi, mostrando su alto nivel de
virulencia. Por otro lado, en un desafio realizado por Van Gelderen et al. (2009), contra T.
maritimun en salmén del Atlantico se demostrd una proteccion significativa en los peces
inyectados con una vacuna en comparacion con todos los demas grupos, donde los valores
de RPS (porcentaje relativo de supervivencia) se calcularon en 79.6% en la dosis simple y
78.0% en la dosis doble, utilizando una dosis infectante en concentraciones similares que el
estudio actual, 1.0x10° UFC/ml, calculada para generar una tasa de mortalidad del 60% en
los grupos no vacunados en base a estudios previos de patogenicidad. Sin embargo, la
comparacion de resultados con otros trabajos presentes en la literatura es compleja, debido a
que la gran mayoria de ellos realiza desafios utilizando aislados noruegos, los cuales difieren
de los nacionales tanto en su virulencia como en su componente genético y letalidad (Caruffo,
2012). A la fecha, no se ha encontrado en la literatura la evaluacion de la eficacia de
formulaciones vacunales frente a 7. dicentrarchi, por lo que los resultados de eficacia

obtenidos en el presente trabajo corresponden a los primeros descritos.

El trabajo futuro debe ir orientado en la reevaluacion de la eficacia posterior al desafio, por
lo que seria necesario un nuevo estudio que incluya un pre-desafio para el calculo de de una
dosis letal 50. También se podria incorporar la determinacion de la respuesta de anticuerpos
y evaluar la respuesta inmune en el salmon vacunado a través de marcadores genéticos.
Finalmente, la eficacia de la vacuna evaluada en el presente trabajo deberia ser determinada

en condiciones de cultivo en mar.
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CONCLUSION

El presente estudio demostré que la autovacuna contra 7. dicentrarchi presenta niveles de
seguridad adecuados. La administracion via intraperitoneal de la autovacuna afecto
levemente a los peces, alcanzando los menores parametros en la escala de Spielberg. Sin
embargo, la autovacuna sola y en combinacioén con las vacunas comerciales (LiVac® +
Alpha Ject® 5.1), presentd limitaciones en términos de la eficacia, reflejada en una alta

mortalidad durante un desafio de infeccion experimental.

A la luz de los resultados obtenidos en esta investigacion, se desprende que para que dicha
vacuna sea incorporada en los programas preventivos del pais, sea necesario reevaluar la
eficacia de la vacuna en condiciones experimentales, a través de un estudio futuro que incluya

un pre-desafio y la evaluacion de una dosis letal 50.
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ANEXOS

Tabla 2: Clasificacion de adherencia en cavidad abdominal (Anexo 1).

Score | Apariencia visual de la cavidad abdominal Severidad de las lesiones
0 Sin lesiones visibles Ninguna
. 5 , Nula o menor opacidad
Adherencias muy pequefias, la mayoria frecuentemente . .
1 . . s . -y del peritoneo después
localizadas proximas al sitio de inyeccion .
de eviscerar.
Adherencias menores. Estas pueden conectar el colon, | Solo permanece como
) bazo o porcion caudal de ciegos pildricos a la pared de | remanente, una opacidad
la cavidad abdominal. del
peritoneo después de
separar las adherencias.
Adherencias moderadas incluyendo una mayor parte de .
. . . . Lesiones
la region craneal de la cavidad abdominal, envolviendo
: . S , menormente
parcialmente los ciegos piloricos, el higado y/o .
3 , . visibles luego de la
estomago; todos conectados con la pared de la cavidad . .,
; : : evisceracion, las
abdominal. Puede ser notificado por el operario durante
la evi ., cuales pueden ser
isceracion. ;
a evisceracio removidas
manualmente.
Mayores adhesiones con granuloma, 6rganos internos .
. Lesiones moderadas,
interconectados extensamente, los cuales de ese modo
. las cuales pueden ser
4 aparecen como una sola unidad. ey
) . mas dificiles de
Resulta un hallazgo evidente para el operario durante la
: ., remover
isceracion.
ev manualmente.
Extensas lesiones que afectan a casi todos los . Y.
, ) . . Existe dafio visible de
organos internos de la cavidad abdominal. En grandes
. . la carcasa luego de la
5 areas el peritoneo es espeso y opaco, el filete puede ) sy
. . O . evisceracion y
llevar lesiones prominentes, de ubicacion focalizada .,
; . ] remocion de las
con presencia de lesiones pigmentadas o granulomas. .
lesiones.
Mucho mas acentuado que el score 5, frecuentemente
6 con considerable cantidad de melanina. La Resulta un gran dafio
evisceracion es imposible de realizar sin dafiar la de la carcasa.
integridad del filete.
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Tabla 3: Clasificacion de Melanosis (Anexo 2).

Score de Melanina

Apariencia visual de la
cavidad abdominal

Severidad de
las lesiones

Ausente

Ninguna

Leve

Regiones menormente
visibles de melanina después

de la evisceracion, “Puntos
de alfiler”, las cuales pueden
ser facilmente removidas.

Moderado Cantidad considerable de
melanina; Estas pueden ser

removidas con mayor dificultad.

Melanina que cubre grandes
areas de la pared
abdominal, dafio de la
carcasa. Dificultad o
imposibilidad de remover
las lesiones de melanina sin
daniar el filete.

Severo

Tabla 4: Clasificacion de granuloma (Anexo 3).

Score
Granuloma

Apariencia visual de la
cavidad abdominal

Severidad de las lesiones

0

Ausente

Ausencia de Granuloma

1

Pequetio

Granuloma(s) evidente(s) de tamafio pequefio, focalizado(s),
ubicado(s) generalmente directo sobre el punto de
inyeccion. Compromete principalmente grasa y puede
comprometer una pequeiia porcion de los ciegos piloricos.

Moderado

Granuloma(s) evidente(s), de tamafio moderado, su
extension es mayor que grado 1 y hay compromiso de
parte importante de los ciegos piloricos. No hay
compromiso de estomago, puede llegar a él, pero sin
envolverlo

Severo

Granuloma severo, la totalidad de los ciegos pildricos estan
comprometidos. El granuloma envuelve al menos una
porcion del estomago pudiendo disminuir el diametro del
lumen del estdbmago.
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Anexo 4: Carta de bioética.

11 de junio de 2021

Estimados académicos,
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
Universidad de Chile

A quien corresponda,

Mediante la presente, certificamos que los procedimientos llevados a cabo durante el
ensayo experimental realizado para el desarrollo de la memoria de titulo: “Evaluacién
de la seguridad y eficiencia de una vacuna contra T. dicentrarchi en Salmén del Atléntico
(Salmo Salar)”, el cual se realizé en conjunto a la empresa Cooke Aquaculture Chile S.A,
y realizado bajo las dependencias del Laborario FAV, Puerto Montt, se llevaron a cabo
bajo estandares internacionales de bioética y manejo animal. Especificamente, los
procedimientos se han desarrollado bajo los principios de la American Veterinary
Medical Association (AMVA) y la “Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio”
del Instituto de Investigacion de Animales de Laboratorio (EE.UU).

Se extiende la presente frente a la peticién de la estudiante Yazmin Donoso F., para ser

presentada a la comision revisora de su memoria de titulo.
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