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. RESUMEN

Uno de los principales problemas que afecta considerablemente la acuicultura de
apua dulce y marina es sin duda ia presencia de organismos patogenos como es el de la
familia Vibrionacea dentro del cual se encuentra especie Vibrio fluorens la especie que
produce en los peces tumefacciones, hemorragias en la base de las aletas, boca y branquias.
Si estos organismos logran sobrevivir a la infeccién quedan con cicatrizaciones en la piel y
esto disminuye su valor en el mercado.

Se realizé la investigacidén con la Cefaquinolona que es una mezcla de dos farmacos
{fluoroquinolonas y cefalosporinas), una de sus caracteristicas es que es de amplio espectro,
para esta investigacién se utilizo una bacteria gram negativa muy patdgena y problematica
en ¢l medio acuatico el Vibrio fluorens

Se infectd experimentalmente la tilapia con esta bacteria y se dosificd a diferentes
concentraciones en dos formas distintas en el alimento y en el agua mostrando que era mas
efectiva la suministracion del antibiético en el alimento ya que la mortalidad fue menor que
la mortalidad obtenida al suministrar el antibidtico en el agua.

La concentracion 50 de (CQEPCA 406 L (s) } “Cefaquinolona” suministrada en el
alimento fue de 6.56 mg/Kg v 1a concentracién 50 de (CQEPCA 406 L (s) ) suministrado
en ¢l agua fue de 20.52 mg/Kg siendo el medicamento en el alimento 1.8634 mds efectivo
que ¢l medicamento en el agua.



1Il. INTRODUCCION

Desde que Banaveni describié por primera vez la vibriosis en peces en 1718 se
inicio el estudio de este género de bacterias hasta su aislamiento en 1893 por
Canestrini.(McNeill, 1979). El organismo causal se domind Bacillus anguillarum por
haberse aislado de la Anguilla enguilla, el organismo causal de la llamada peste roja de las
anguilas de agua dulce (Reichenbach,1982). En este siglo se han identificado un amplitud de
peces tanto tropicales como cultivadas en climas templados, que son afectados por la
vibriosis. En paises como Japon, algunos Eurcpeos y los Estados Unidos se considera que
la vibriosis es la enfermedad infecciosa que produce las mayores pérdidas econdmicas en los
peces marinos cultivados, la cual se presenta también en especies cultivadas en agua dulce
{Roberts 1982).

La familia vibrionacea se encuentra como habitante normal en el agua de mar
{(halofilicos), pudiéndose encontrar también en agua dulce y se c0n51dcra comeo agente
patogeno para los animales acuaticos.

E1 estudio de la vibriosis en peces fue principalmente descriptivo, posteriormente se
dieron diagnostico apropiado y recientemente se ha iniciado el interés por su terapia con
antibidticos o su prevencidn por medio de vacunas, razén por la cual se conoce poco sobre
¢l efecto de la eficacia de los agentes antibacterianos sobre esta enfermedad.

Algunas enfermedades relacionadas con el género Aderomona de la familia
Vibrionacea tienen cierta semejanza con las producidas por el género vibrio y son comunes
tanto en anfibios como reptiles y peces, debido a que la Aeromona es habitante normal de
agua dulce y salada, entre la enfermedad que produce se encuentran la gastroenteritis,
disenteria asi como la furunculosis, esta enfermedad cuya distribucion  es mundial ya que
afecta pricticamente a todas las especies de agua dulce, misma que ha motivade una
intensiva investigacion de mas de 80 afios en ¢l campo de la inmunizacién con bacterinas.

Los primeros intentos para el contro! tanto de la vibriosis como de 1a furunculosis se
realizaron antes de la Segunda Guerra Mundial mediante el empleo extensivo de farmacos
antimicrobianos (Roberts 1982). La terapéutica con farmacos antimicrobianos generalmente
se ha administrado directamente en el medio acuatico con el propdsito de desinfectar los
estangues piscicolas. 0 bien mediante el suministro de alimento medicado con antibidticos o
agentes quimioterapéuticos. [a concentracidén empleada de antibidticos en el alimento va
asociada con otras medidas profilacticas como la higiene de los estanques y el combate de
parasitos o veclores transmisores de enfermedades, ademds de considerar las condiciones
fisicoquimicas del ambiente acuatico para evitar la inactivacion o la dilucién del principio
activo terapeutico (Reichenbach 1982).

v



Entre las distintas estrategias terapéuticas de la Vibriosis se han empleado agentes
quimioterapéuticos  como la furazolidona, sulfonamidas y trimetroprim asi como
antibiéticos tales como ampicilina y tetraciclina (Baron 1990), aunque existen reportes tanto
de resistencia como de susceptibilidad a estos agenies, también se han utilizado antisépticos
como azu! de metileno, verde de malaquita, asi como el desarrolio de agentes bioldgicos
para inducir la inmunizacién como de vacunas comerciales contra Vibrio anguillarum

El reciente descubrimiento de los antibiéticos sintéticos del grupo de las quinolonas,
introducidas como agentes antibacterianos en 1964 con el acido nalidixico, conjuntamente
con otras de primera generacién como la flumequina y el acido oxalinico, los cuales
mostraron alta eficacia contra gérmenes gram negativos en infecciones urinarias y entéricas,
la subsecuente sintesis de las quinolonas de 24 generacion o fluoroquinolona con mayor
actividad microbiana que los anteriores, incluye a las llamadas 4-quinolenas como la
enrofloxacina, danofloxacina, ciprofloxacina, norfloxacina y ofloxacina.

Los reportes referentes a la Vibriosis en peces y su tratamiento con antibi6ticos no
incluye como agente de eleccion a las quinolonas ni a las cefalosporinas (Baron 1990), no
obstante la alta eficacia bactericida de las quinolonas a bajas concentraciones y a su baja
toxicidad y a la nula resistencia bacteriana mediada por plasmidos, si bien los casos de
resistencia se deben a la modificacion de la estructura de la enzima de DNA-girasa
(topoisomerasa), que es el blanco del mecanismo de accidn de estos antibidticos.

Si bien las quinolonas en especial las de 2da generacidn actuan eficazmente sobre
gérmenes gram positivos, E coli,  Proteus, Pseudomonas y Mycoplasmas, resulta de
importancia clinica la investigacion de su actividad sobre Vibrio en particular cuando se
combina con una cefalosporina. Dicha combinacién, produciria un mezcla antibacteriana
que fue determinada como Cefaquinolona presentando un amplio espectro antibacteriano
que se espera produzea un efecto sinergista sobre el germen en casos clinicos inducidos en
tilapia (Brander ,1985;Boot ,1988)



lil. ANTECEDENTES
111.1 Caracteristicas de Vibrio y de la vibriosis
111.1.2 Morfologia

Son bastoncillos, aerobios, curvos o alargados, Gram negativos con movilidad que
les da un flagelo polar, un flagelo adicional lateral, algunos pueden tener hasta 100 flagelos
por célula (Barja er @, 1988). No forman esporas o microquiste. Quimiorganotrofos, y
anaerobios facultativos capaces de realizar metabolismo respiratorio y fermentativos. Los
vibrios se encuentran entre las bacterias mds comunes en aguas superficiales en todo el
mundo ; Mar, lagos y en asociacién con animales acudticos.

Varias especies son patogenas al hombre, peces, anguilas, sapos otros vertebrados e
invertebrados (Roberts, 1989).

111.1.2 Patogenicidad y epizootiologia

Las vibriosis se consideran de distribuctén mundial, han sido reportadas en Norte y
Sudamérica, asi como paises europeos.

Externamente pueden provocar hemorragias en la base de las aletas, en las branquias
y dentro de la boca, asi como en la superficie del cuerpo. Produce lesiones en el sistema
circulatorio y en los ojos.

E!l intestino puede presentarse inflamado y con un fluido claro y viscoso. Se
presentan hemorragias en higado bazo y rifidn. El periodo de incubacion es de 3-8 dias y
éste depende de la temperatura del agua, virulencia de la cepa y el grado de * estres” en que
se encuentra el pez (Jiménez, 1993).

111.1.3 Cuadro clinico

Los signos clinicos comunes para todas las formas de vibriosis en peces son los
tipicos de una septicémia hemorragica, los signos externos son similares a los causados por
otras bacterias Gram negativas tales como hemorragias en la base de las aletas (eritema,
enrojecimiento de una zona); decoloraciones de la piel lesiones necrdticas en la musculatura,
que cuando aleanzan la epidermis pueden dar lugar a ilceras; exoftalmia y opacidad de
comeal.

Los peces presentan lentitud en sus movimientos y tienden a agruparse en la
superficie del agua {Jiménez, 1993).

lIl.2 Parametros ambientales dptimos para el mantenimiento de la tilapia

Dentro de sus dreas originales de distribucion, las Ttlapias han colonizado habitats
mucho muy diversos: arroyes permanentes y temporales, rios anchos y profundos o rapidos,
lagos profundos, lagos pantanosos, lagunas dulces, szlobres o saladas, alcalinas, estuarios y
lagunas costeras e incluso habitats marinos  (Morales, 1974). Las Tilapias cultivadas



habitan por lo general aguas lénticas (poca corriente), permaneciendo en zonas poco
profundas y cercanas a las orillas donde se alimentan y reproducen.

El rango natural de temperatura en el que habita la tilapia oscila entre 20° y 30° C;
aunqgue pueden soportar temperaturas menores.

Todas las tilapias tienen una tendencia hacia habitos alimenticios herbivoros debido
a que presentan un largo intestino muy plegado, dientes bicuspides o tricispides sobre las
mandibulas y la presencia de dientes faringeos.

111.3 Caracteristicas de Antibidticos

11{.3.} Fluoroquinolona
111.3.1.1 Mecanismos de accion

El sitio de accion de todas las quinolonas y fluoroquinolonas es 1a ADN girasa o
topoisomerasa [, una ,enzima esencial para la replicacién del material genético bacteriano.

La funcién de la ADN-girasa es vital para la replicacion de los acidos nucleicos
bacterianos. Dicho material se encuentra apelotonado y la funcién del ADN-girasa consiste
en convertir en lineal dicho malerial y girarlo en sentido contrario a la torsion normal de la
doble hélice para permitir que el material genético se replique, transcriba, repare y recambie.
Asi la inhibicion de estos procesos generard el bloqueo de multiples funciones celulares,
muchas de ellas vitales, de ahi el cardcter bactericida de las quinolonas. Ademas, las
fluoroquinolonas actian a dos niveles en la ADN-girasa y se cree que matan a las baclerias
por un efecto combinado de inhibicién metabdlica mas la destruccién del material nuclear y
alin de fa ADN-girasa (Brander.1991).

111.3.1.2 Toxicidad

Dado que ia principal via de eliminacién es por la orina, se ha especulado que
pueden inducir un dafio ulterior en un rifion previamente insuficiente manifestado con
nefritis intersticial y sangre oculta en orina. El dafio suele ser leve y solo ocurre a grandes
dosis. no usadas en la clinica.

111.3.2 Cefalosporina
111.3.2.1 Mecanismos de accidn

El Cephalosporium acremonium  primera fuente de cefalosporinas que fue
descubierto en 1948 siendo este el mecanismo de accion que inhibio la sintesis de la
pared celular bacteriana en forma similar a la de la penicilina {Cruickshank, 1975).



111.3.2.2 Toxicidad

E! antibiotico originalmente se aplica via oral ¢ via intravenosa, la mayoria de estas
son metabolizadas nuevamente por el organismo y la cantidad restante es excretada en la
orina, debido a esto puede presentarse una necrosis tubular renal si hay abuso de la
administracién de cefalosporinas (Goodma, 1986).

111.3.3 Cefaquinolona
111.3.3.1 Antecedentes

El dltimo desarrollo de importancia mundial en el drca de los medicamentos
antibacterianos, han sido las fluoroquinolonas y cefalosporinas. denominadas  de tercera
generacién. Debido al desarrollo de infecciones producidas por organismos altamente
resistentes por la lentitud y escasez de nuevas opciones antimicrobianas, las investigacion y
aportaciones para combatir las infecciones, se han visto disminuidas en este rubro; debido
ha esto se modifico el grupo carboxilo del carbén 3 del anillo quinolénico dando como
resuliado CQEPCA . En los ensayos in-vitro, ha demosirado que su eficiencia
antibacteriana es superior 2 la de las flucroquinolonas y cefalosporinas de tercera
generacion.

11.3.3.2 Desarrello quimico

El concepto original para el desarrollo de la cefaquinclona, fue el de crear una nueva
generacion de cefalosporinas y fluoroquinolonas formando un hibrido.

Después de maltiples consideraciones tentativas de hibridacidn se concluyd que la
mejor expectativa, era tratar de realizar una union de un grupo fluoroquinolonico con un
derivado del acido 7-aminocefalosporanico formando un grupo carboxamido con el 7-
Amino del nicleo tactamico para obiener un nuevo tipo de cefalosporinas y las posibilidades
de sustituyentes en ambos nicleos, el quinolonico y el R-lactamico. Esta nueva serie de
compuestos, se designd con el nombre genérico de “cefalosporinas™.  En la estructura
molecular de las cefaquinolonas, hay cuatro grupos sustituyenies; dos en el nicleo
Fluoroquinolénico y dos en el grupo Cefalosporonico, lo que da como resultado la
posibilidad de sintetizar mas de dos mil compuestes (Corpi, 1993).

[11.4 Antecedentes

En 1989 Markwart. D.T. et.al. realizaron un experimento sobre Ia tasa y asimilacién
de un antibacteriano en salmon chinook en funcidn del tiempo v de quimicos adicionados
(surfactante y sales hiperosmética). Estos surfactantes y cuatro niveles de antibacteriales se
usaran para la evaluacién de eficacia en eliminacién de Aeromona salmonicida que aparece
en estado juvenil del salmon chinook. Todo el tratamiento climindé a los portadores
sintemdticos en 48 hrs. Los peces fueron monitoreados durante 10 dias y no se descubrio
reinfeccion.



En 1990 Lewis C.S. et.al. utilizaron dcido oxanilico y dos nuevas fluoroquinolonas:
ciprofloxacina y norfloxacina haciendo una evaluacién in vifro de la actividad
antibacteriana contra Aeromonas salmonicida aunque el dcido oxalinico tiene una actividad
como ciprofloxacina en términos de una Concentracion Inhibitoria Minima (MIC), tuvieron
habilidad para matar a cepas resistentes de Aeromona salmonicida.

En 1990 Bowser. P.R. er.al. en una prueba in vitro utilizaron 25 bacterias patégenas
para peces para determinar la concentracién minima inhibitoria en tubos de diferentes
diluciones. Utilizando enrofloxacina y acido naladixico observandose que enrofloxacina da
mejor resuitado en 17 de 25 organismos.

En 1990 Hanstings. er. al. observaron que los componentes superficiales celulares y
extracelulares de Aeromona salmonicida tienen un antigenos protectores en vacunas contra
furunculosis. Sin embargo, mientras que los conejos producian anticuerpos a un minimo de
25 proteinas, en la trucha arcoiris los anticuerpos solo aparecieron de 8 proteinas. Con
base en este experimento se creo ta técnica de western blotting util para analizar la
inmunogenecidad de diferentes antigenos y multicomponentes de las vacunas de Aeromona
salmonicida.

En 1991 Barnes er.al. realizaron en pollos pruebas con el dcido oxalinico y cinco
nuevas fluoroquinolonas: sarafloxacina, enrofloxacina, P} 127, 319, PD 117, que tienen
una elevada actividad in vitro contra Aeromona salmenicida. sarafloxacina, enrofloxacina,
PD 127, 319 y PD 117, tiene significativamente mayor actividad que cualquier acido
oxalinico, y son sensibles para Aeromona salmonicida matando al 99% de las bacterias
después de 1 hr.

[nglis. V. et.al. en 1991 observaron la concentracion inhibitoria minima (MIC), en
29 agentes antimicrobianos determinados para algunas cepas de deromonas salmonicidas.
Se encontré que la concentracion minima inhibitoria de la fluoroquinolona fue cuatro veces
menor cuando estaba a 10° C comparada a 22° C; no teniéndolos con amoxilina, florfenicol
o el sulfaclorpiridazine-trimetropin combinzdos, teniendo rdpidamente muertes de
Aeromona salmonicida alos 22° C por la fluoroquinolona y por lo cual el dcido oxatinico y
amoxicilina tuvieron muertes al cabo de 24 hrs, y se demostrd que florfenicol es un
bacteriostatico.

En 1993 Jeney G. et. al realizaron bafios de inmersién en soluciones
inmunoestimulantes con la trucha arcoiris por 30 minutos anteriormente se realizaron dos
bafios de inmersion en Aeromona salmonicida. La prueba de la actividad inmuno especifica
fue la responsable del monitoreo para contar plaquetas inmunoespecificas en las células y
demostrar elevadas cantidades de anticuerpos. Los niveles de proteccidn contra los virus
fueron también incrementados cuando el pez fue cambiado 14 dias mas tarde, dando un
bafio inmunoestimulatorio antes de los antigenos inmunologicos para la prevencion de
enfermedades en peces.



Stroffregen D.A. er.al. en 1993 diagnosticaron tumefacciones en salmén comercial
del Atlantico causados por Aeromona salmonicida cultivados en jaulas en el mar y fueron
tratados con enrofloxacina. La mortalidad fue reducida en un promedio de 5.8% por mes, a '
los dos meses siguientes fue de 0.6%. Para los adultos infectados al cabo de dos meses y
medio 1a tasa de mortalidad fue de 2.6% y con el tratamiento de enrofloxacina fue de 0.3%
en los dos meses subsecuentes a la terapia. El higado eliminé los residuos aproximadamente
en dos dias, en tres dias el rifién, en seis dias las branquias, once dias en musculos y
veintidés dias en piel. El producto reportado fue exitoso para la cosecha después de 180
dias, con periodos de medicacion libre,

Austin et al en 1993 observaron una enfermedad en peces, principalmente en piel
con un alto nivel de mortalidad ocurrida en estado juvenil presentando un peso de20g en
acuario con una temperatura de 25° C se identifico Vibrio alginolyticus, los organismos
mostraron melanomas, absceso muscular y abdomen inflamado con liquido ascitico. Se
hicieron inmersiones en 20 mg de cloramina por 15 minutos durante 3 dias consecutivos
habiendo resultado favorables.

Ahmed et al en 1994 observaron cientos de enfermedades en peces examinandolas
clinicamente y microbiologicamente. Los signos clinicos incluyeron hemorragias en el
cuerpo especialmente en el abdomen, ojos nublados, exoftalmia, ascitis, inflamacién del
orificio anal y congestion de los érganos internos. Fueron aisladas 15 especies de vibrios
identificindolas mediante morfologia y pruebas bioquimicas. Se hizo una infeccion
experimental usandose las especies de la tilapia messambica y nilotica mostrando similitud
clinica. El vibrio sp tuvo una alta sensibilidad a estreptomicina, neomicina,netilmicina,
oxitetraciclina y cleranfenicol.

Killie J. E. A. et.al en 1994 evidenciaron la supresién de anticuerpos responsables en
peces, usando antigenos de haptenos dependientes. El salmén Atlantico fue inmunizado con
antigenos  proteicos. Estos estudios demostraron que la  supresién ¢ induccién
intramolecular es un medio por el cual los anticuerpos responsables en peces estan
regulados, y el posible choque de la supresion induccion-antigeno es responsable en la
respuesta inmune contra las vacunas de antigenos en peces.

Sakai- M et al 1995 realizé un experimento con la trucha arcoiris sometiéndola a 3
tratamientos consecutivamente, un grupo de truchas que pesaba aproximadamente 50 gr se
infectd con Vibric anguillarum via intramuscular, administrandosele C.butricum { 300 mg
/Kg ) via oral, los organismos de! otro grupo pesaron aproximadamente 10 gr se les infectd
con Vibrio anguillarum via intraperitonial administrandoseles C. butricum (2.7x 10° ufc y
2.7 x 10" ufc). La mortalidad de los peces de 50 gr fue de 10% con butricum, mientras que
los organismos retados con { 2.7 X 10° y 2.7 x 10* ) fue de 73% y 93% respectivamente.
Concluyendo que la administracion oral de C. butricum en trucha arcoiris aumenta la
resistencia de la vibriosis.



En 1995 Laser . et. al. observaron que las mutaciones estin determinadas por usar
PCR, un producto que se utiliza para amplificar las quinolonas que determinan la
resistencia de girasa y subsecuentemente declonar la secuencia del producto PCR. La
comparacién de nucleotidos y derivados de aminoacidos en la secuencia de los productos
PCR para quinolonas susceptibles y resistentes a serina, isoleucina substituida en la girasa
A-proteinas dan resistencia a la separacién. Una de las resistencias a la separacion difiere
para otros mientras que ia fluoroquinolona y enrofloxacina lievan adicionalmente alanina y
glicina substituida con igual contribucidn a la resistencia.

Eiston R. etal. en 1995 observaron que las fluoroquinolonas son semejantes a
difloxacinas teniendo un alto potencial para enfermedades bacterianas en peces, bajo una
determinacion viable de difloxacina en agua marina; este estudios se realizd a
determinadas dosis de difloxacina en tratamiento de furunculosis en salmén del Atlantico.
En ios primeros ensayos, la mortalidad acumulativa en peces con el tratamiento diario con
difioxacina con una dosis de 10.0, 5.0 y 2.5 mg/Kg durante 5 dias tuvo significativamente
baja mortalidad (38%) en peces inoculados con el patégeno.



V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la efectividad de CEFAQUINOLONA (CQEPCA 406 L ) ) para evitar la
mortalidad de tilapia Orechromis mossambicus infectada experimentalmente con Vibrio
fluorens

OBJETIVOS PARTICULARES.

Determinar la dosis letal 50 del antibistico Cefaquinolona en cinco dosis diferentes para
evitar la montalidad de los organismos en dos vias de administracién. (alimento y agua ).

Buscar la forma mas efectiva de la aplicacion del medicamento {mezclado en el alimento y
aplicado directamente en el agua).

HIPOTESIS

Al menos alguna de las siguientes concentraciones  del medicamento
(CEFAQUINOLONA) evitara la muerte de tilapias Oreochromis mossambicus infectadas
experimentalmente con Vibrio fluorens.

Disuelio en alimento. Mezclado en ¢l agua.
1.0 mp/Ke. 2.0 mg/Kg

25 mg/Kg. 50 mg/Kg.

5.0 mp/Kg. 10.0 mg/Kg.

7.5 mg/Kg. 15.0 mg/Kg.

10.0 mg/Kg. 200 mp/Kg.



V MATERIAL Y METODO

V.1 Obtencidon de la cepa e identificacién.

El Vibrio fluorens segin API 20 (Técnica de idemtificacién) (Analytical Profile,
1986) se obtuvo del cepario de coleccion del Laboratorio de Microbioclogia del
Departamento del Hombre y su Ambiente UAM Unidad Xochimilco.

Se hicieron varias resiembras en BHI (infusion caldo cerebro corazén) y agar
bacterioiogico, la preparacidon del medio se explica en el anexo I, posteriormente se hicieron
tinciones de gram (Beishir, 1977). Para verificar gue realmente era el microorganismo con el
que se queria trabajar se cotejd en el microscopio de contraste de fase.

V.2 Preparacion del medio para el crecimiento bacteriano.

Se elabord el medio, caldo infusién cerebro corazén sin agar explicado en el anexo 2
el cual fue vertide en frascos viales de 60 m| de volumen con un contenido de 50 ml de la
solucidn, se esterilizé durante 15 minutos, se dejo enfriar v se inoculd con el vibrio
dejandose a 25°C durante 24 hrs en una placa de calentamiento. Ya que se obtuvo el
crecimiento bacteriano se prepararon 5 tubos de ensayo con 9 ml de la solucién salina
fisiolégica estérii de NaCl explicdndose su preparacion el anexo 3 , se tomd de un frasco
vial 1 ml de solucién con crecimiento bacteriano con una micropipeta se agregd a un tubo de
ensayo Se agild un poco para que la solucion se homogenizara y esto se hizo sucesivamente
hasta que se liegé al ultimo tubo obteniendo una solucion de | x 10°, con esta solucion se
Nlenaron 10 jeringas de insulina para inyectar a los peces via intramuscular, con un mililitro
de la solucidn.

V.3 Preparacién de agua para los organismos.

- Los organismos que se utilizaron en este experimento fueron donados por el
Departamento de Acuicultura de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM. Los cuales se utilizaron en etapa juvenil, siendo ésta ta mas afectada o atacada por
las enfermedades (virus. bacterias y hongos) o por factores externos {temperatura, 0Xigeno,
nitritos nitratos ). ( Pérez, 1989) con un peso corporal de 10 a 11 g, en el anexo 4 se
muestran los pesos de los organismos que se utilizaron para estos dos bioensayos.

Se utitizaron frascos de vidrio de una capacidad de 4 litros los cuales se les introdujo
1 organismo por cada 2 litros de agua en cada frasco respectivamente; el agua y todos los
organismos fueron tratados de la misma manera como se explica a continuacion:



- El agua fue declorada con tiosutfato de sodio { solucion madre de tiosulfato de sodio 30 gr
por litro de agua), se le agregd acadauno de los frascos de agua en experimentacion 0.3
mililitros (solucién madre) por litro de agua.

- A los frascos se les proporcioné aireacion constante con una compresora y este fue
regulado por llaves de paso, con una temperatura ambiental  ( 20° C a 21° C) y con una
temperatura del agua que oscilo entre 18° Cy 21°C.

V.4 Dosificacion con el medicamento en el alimento y en el agua

La cefaquinolona que se utilizé en este experimento fue donada por el Departamento
de Farmacologia de 1a Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM

El medicamento fue suministrado en dos formas, mezclado en el alimento anexo 5 y
disuelto en agua anexo 7, las dosis del medicamento (cefaquinolona) se basaron en datos ya
planteados de quinolonas (Ribofloxacinas) utilizadas por Elston (1995). En el anexo 6 se
muestran los calculos que se realizaron para incorporar el medicamento en el alimento (1.0,
2.5,5.0,7.5y 10 mg/kg) y en latabla | se puede observar las diferentes concentraciones de
medicamento con nimeros mas oscuros obtenidos de los cdlculos que se muestran en el
anexo 6.

- Las cantidades de cefaquinolona que se utilizaron en agua fueron de 2, 5, 10, 15 y 20
mg/Kg de peso corporal en el anexo 7 se muestran los calculos para medicar  a los peces
suministrando de forma directa el medicamento ¢n el agua esto fue para ver que tanta
diferencia de mortalidad se encontraba cuando se duplicaba el medicamento, pero a su vez
ver la efectividad de la variacién del suministro del medicamento.

- Se hicieron 5 repeticiones por cada forma de aplicacion (alimento y agua), del
medicamento. cada repeticién estuvo constituida por 23 organismos.

- La via de infeccion bacteriana es normalmente oral pero para que se llevara este proceso
se tendria que esperar aproximadamente 56 hrs para cada infeccion, para acelerar el proceso
se inyectaron a los organismos con jeringas de insulina con un inoculo bacteriano de 1x10°
(solucién liquida de BHI diluida en una solucién fisiolégica de NaCl que ya se tenia
preparada), se inyectaron los organismas via intramuscular observandose signos fisicos en
un tiempo de 24 hrs (oscurecimiento de la pict y hemorragia en la base de las aletas, boca y
opércuio} después se recurri¢ al medicamento (Hui. 1994).

- El medicamento en el alimento  como en ¢l agua se administro una vez al dia y a la misma
hora.

- Cada repeticion duro 4 dias (Apha 198% de luncs a jueves y el viemnes se esterilizd toda
e! agua en un autoclave durante |5 minutos posteriormente se vacio a la tarja, los frascos se
prepararon otra vez para empezar la siguiente dosificacion nuevamente el lunes.



Los porcentajes de mortalidad de los grupos experimentales se compararen por
medio-de anlisis probit (Kalant,1989) se determino la DLsg (dosis del medicamento a la
cual se estima que mueren o quedan protegidos et 50 % de los organismos expuestos).

Asi mismo se obtuvieron modelos ajustados de cada grupo por medio de analisis
probit, se determino la potencia relativa (Goth, 1990} entre los tratamientos y se realizo una
prueba de hipétesis para comparar el coeficiente de regresion de dichos modelos, y poder
determinar si las DLsg son distintas.



VL. RESULTADOS.

En los cuadros 2 y 3 se muestran los porcentajes de mortalidad {y sobrevivencia} de
los organismos medicados, ya sea, en el alimento o en el agua respectivamente, a distintos
niveles de dosificacion de CQEPCA 406 L (5). Y en la figura 1 se muestra la dispersion de
las tasas de mortalidad de cada grupo.

Con el proposito de determinar la DLgg en cada csquema de medicacion, asi como
comparar las tasas de mortalidad de los grupos experimentales, se realizo el analisis probit
correspondiente obteniendo para el grupo medicado en el alimento una DLso de 6.85 mg/kg,
mientras que para el grupo medicado en el agua dicho estimador fue: DLsp = 20.52 mg/kp.

Los modelos probit ajustados para cada grupo s¢ muestran en las figuras 2 y 3,
apartir de estos modelos se calculo la potencia relativa entre ambos grupos, para determinar
la eficacia comparativa entre los dos sistemas de medicacion obteniéndose que la
medicacion en el alimento fue de 1.8634 veces mas efectiva que la medicacion en el agua
ver anexo &,

Las manifestaciones clinicas al infectar experimentalmente a la tilapia Oreochromis
mossambicus con Vibrio fluorens a una concentracion de 1 X 10°, fue un movimientos
rapido en ellos al nadar con respecto a lo normal, cuando se les inyectd la bacteria y al cabo
de un rango de 20 a 40 minutos Sus MOVimientos €ran may lentos, a las 24 hrs después de
haber inoculado se observé oscurecimiento de la piel en algunos organismos, en otros se
observaron hemorragias en las aletas opérculo, branquias, y exoftaimia. figura {4a4bdcy
4d).



MEDICAMENTO SUMINISTRADCQ EN EL ALIMENTO

GPO/REP 1 2 3 4 5 TOTAL Y moT % sob

1.0mg/Kg | 5/5 | 5/5{4/5 [ 4/5|S/5 | 23725 92 8

25mp/Kpg F4/5 1 3/514/5|5/514/5| 20728 80 20

sOmg/Kg 35 [as {35 {35 as | 17025 68 32

75mg/Kg | 3/5 1253/ [ 251145 1125 44 56

10.0mp/Kg [ 2/5 1 15 | 3/5 1 2/5] 1/5 9125 36 68

Tabla. 2 Respuesta de los bioensayos con Tilapia Oreochromis mossambicus mostrando
porcentajes de mortalidad y sobrevivencia infectadas con Vibrio fluorens y
desafiado con la cefaquinolona en el alimento.

MEDICAMENTO SUMINISTRADO EN EL AGUA

GPO/ REP i 2 1 4 5 TOTAL | % mor %o sub

20mg/Kg | 5/5 | SIS | S5 S514/5) 2425 | 96 4

5.0mg/Kg [ 5/5 | 5/5 | 5/5 | 5/5 1 4/5 | 24725 96 4

10.0 mg/Kp | 5/5 1 4/5 1 5/5{4/5] 3/5 | 21725 84 16

15mg/Kg | 4/5[3/513/512/5]3/5] 1525 60 40

20mg/Kg | 3/5[2/513/5 35 15 12/25 | 48 52

Tabla.3 Resuhado de montalidad y sobrevivencia causada por Vibrio fluorens y tratados
con lacefaquinolona en el agua Oreochromis mossambicus.
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GRUPO | DOSIS mg/Kg | Mot % | log Dosis{y) | Probit (x)
L 1.0 92 0.000 641
1 2.5 80 0.398 5.84
1 5.0 68 0.69% 547
1 1.5 44 0.875 4.85
1 10.0 36 1.000 4.64
2 2.0 96 0.301 6.75
2 5.0 96 0.699 6.75
2 10.0 84 1.000 5.99
2 15.0 60 1.176 5.25
2 200 48 1.301 495

En el alimento

log Dosis = 3.5682 - 0.54645 (probit)

DL se0 antilog ( log dosis / probit 5 )
antilog [ log dosis / 3.5682-0.54645 (5) ]

antilog ( log dosis = 0.8359)
08359

=10
6.8538 mg/Kg.

En el agua
log Dosis = 3.5323-0.04440(probit)
= antilog (log/ probit 5)
=antilog [log/dosis/3.5323-0.0444 ((5)

=antilog (log dosis 1.3123
1L

10
=20.52 mg/Kg.

Tabla 4 Datos obtenidos mediante la aplicacién del analisis Probit.



PROBIT

% | 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 267 1295312 )3.25}1336(345/[3.52]3.59] 3.66

10 1372 1377 1382 | 387392396401 {405]408]4.12

2014.1614.191423 1426[4291433/436[439(442]|445

30 {448 14501453 14561459 461|464 467469472

40 14751477 {480 1482 | 485 [ 48714901492 ] 495|497

50 1 5.00|503)505]|508)510]513{515!518|520]5.23

60 ) 525 1528 ] 531 533 [536[5391541 1544547550

70 | 5.52[555)558|6.61 |564]|567571}1574(577]5.81

B0 | 584 1588|592 |595{59916.041608|6.13]6.18]6.23

90 1628 1634|641 {648 ]6.55]664(675|688{705]7.33

Tabla 5 Conversion de porcentajes a Probit para la linealizacion de los datos obtenidos
experimentaimente.



(' uop) |eaun
o how

—

—]

0l

g § ab any anb QjuaLEAIPEUI (3P O UPISTEALAIIUCS B BNSaNW 35 eyl eul 7 eanbi
By/bw s150Q

5S¢ s ST

opeIIpaLl oJUILIe UOD PEPI[ELOW 3P BAIND

al

0Z

% ‘pepIEUoN



‘Ow/Bw Zg 0z 8nj |BND B| DjUBWIEDIPAL (3P 0§ UMDBNUIUOD Bl BSaNW eoyesb e g eunbiy

By/Buw ‘sisoq
0z g1 91 Pl 4 0l 8 9 4 [4 0
0
- ; . - ' SEEL 4
- . OV
i
T {uoW) BT e 09
MO 0ODSpUCId m
LD #
0B
001
o 0T

epedipaw enbe uoo pepllepow ap eAND

% ‘WOl



figura 4 (a, b.e.d.). Signos clinicos del ibrio fluorens en las Tilapia Oreochromis
messambicus. Presentando a) hemorragiag en piel, b) hemorragias en opérculos,
cYhemorragiasen aletas d) s exoftalmia,

=

irgura A (b, Signos que presenta Ta tilapit al ser intfectada con Vibrio fluorens



figura 4. (c). Tilapia Oreochromis mossambicns inlectads con Vibrio flusrens.

figura 4. (d). Signos que se presentan on shaprdebude o Linleceion del Uibrio fluarens



VII. ANALISIS DE RESULTADOS.

Los resultados obtenidos en este experimento fue una mortalidad menor en
organismos medicados en ¢l alimento que los organismos en los cuales el medicamento fue
introducido directamente en el agua

Para sustentar estos resultados estadisticamente se realizo un modelo lineal multiple
para obtener las pendientes de las dosis a estudiar para poder probar la hipotesis entre la
diferencia de las pendientes de los grupos. Para esto se realizo una prueba de *t” en la cual
se obtuvo que se acepto la hipdtesis alternativa que dice: las pendientes de las mortalidades
de los grupos son distintas entre si con una probabilidad de 0.000 y una confiabilidad del
95% (Liman, 1993). En la figura 4 se muestra la comparacion de las pendientes. para
afirmar ain mds la prueba anterior.

Esto quiere decir que la actividad de las concentraciones del medicamento son
diferentes entre si, debido a esto se requiere una mayor concentracion del medicamento en el
agua para que haya menos mortalidad en este grupo.

Debido a esto el dato que se obtuvo de mortalidad en los dos tipos de bioensayos
tmedicamento en ¢l alimento y el medicamento directo en el agua) es un dalo importante
para este estudio ya que era uno de los objetivos , pero puede haber algunas variaciones si
se realizara el mismo ensayo otra vez, una de las causas seria por la patogenicidad del
microorganismos que se inocula ya que se va haciendo mas resistentes cada vez que se
resiembran, por la sensibilidad de los organismos al patdgeno, y principalmente por e! dafio
que el Vibrio pueda ocasionar en los drganos internos siendo mayor que los presentados en
este estudio v fuera una causa para que no hubiera asimilacién del medicamento.

Los resultados obtenidos se compararon con resultados de investigaciones recientes
donde se utilizé enrofloxacina (fluoroguinolona) uno de los componentes de la
cefalosporina, ya que para cefalosporinas no hay investigaciones realizadas en organismos
acudticos, esto resultados fueron comparados con datos recientes de investigaciones
realizadas en organismos acuéticos diferentes al del estudio, inoculados con diferentes
patégenos pero con dosis del medicamento y concentracion bacteriana iguaies a las de este
bioensayo.

E) cuadro 1 muestra la mortalidad obtenida del experimento, la cual fue menor al
ser comparada con los otros dos trabajos realizados con organismos acuaticos. (Paul, 1994;
Hui, 1994).

Las lesiones externas son prueba de que el agente esta afectando los 6rganos
exlernos € internos y son comparables con las descritas en [a bibliografia.
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VI CONCLUSIONES.

El Vibrio fluorens ataca a la tilapia Oreochromis mossambicus cuando se le
proporciona {as condiciones adecuadas, temperatura 21° C y aireacion constante.

Se determino la efectividad de la cefaquinilona { CQEPCA 406 L (s) ) evitando la
mortalidad del total de los organismos estudiados (250).

Se encontrd que la concentracion optima del medicamento para evitar la mortalidad
de los organismos (alimento 6.85 mg/Kg, y en el agua de 20.52 mp/Kg).

La mejor forma de aplicacion del antibidtico fue en el alimento.

El medicamento en el alimento es de 1.8634 mas efectivo que el medicamenio en el
agua.

IX. SUGERENCIAS

Debido a la importancia que revisie en nuestros tiempos la acuicultura como una
alternativa de produccién de proteina animal para la poblacion, es importante ser muy
cuidadoso en el manejo de los organismos con los cuales se trabaja.

En una produccion de organismos acudticos es importante (peces) seleccionar
perfectamente a los organismos con los que se va a trabajar y observar que los organismos
a simple vista se vea la piel brillante, que no tenga laceraciones en la piel, y que estén
completos.

Los organismes que ingresan a una granja antes de ser  introducidos a los estanque
con los peces ya existentes lienen que ser puestos en cuarenlena y estarlos observando
para que no tenga ninguna enfermedad.

Que en los estanques este controlada la biomasa de los organismos para que no se
provoquen ellos mismos heridas y con esto la introduccion de alguna bacteria o parasito
oportunista que existen en el medio.

Realizar cortes histologicos para observar la aleracidn de estes producidos por
Vibrio fluorens para poder tener conocimiento de este patogeno por si llega aparecer otra
VEZ

Realizar pruebas de toxicidad para poder proponer este medicamento como
alternativa lerapéutica.
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VIl CONCLUSIONES.

El Vibrio fluorens ataca a la tilapia Oreochromis mossambicus cvando se le
proporciona las condiciones adecuadas, temperatura 21° C y aireacion constante.

Se determind la efectividad de la cefaguinilona { CQEPCA 406 L s ) evitando la
mortatidad del total de los organismos estudiados (250).

Se encontrd que la concentracion optima del medicamento para evitar la mortalidad
de los organismos (alimento 6.85 mg/Kg, y en el agua de 20.52 mg/Kg).

La mejor forma de aplicacién del antibidtico fue en el alimento.

El medicamento en el alimento es de 1.8634 mas efectivo que el medicamento en el
agua.

IX. SUGERENCIAS

Debido a la importancia que reviste en nuestros tiempos la acuicultura como una
alternativa de produccion de proteina animal para la poblacion, es importante ser muy
cuidadoso en el manejo de los organismos con los cuales se trabaja.

En una produccién de organismos acudticos es importante {peces) seleccionar
perfectamente a los organismos con los que se va a trabajar y observar que los organismos
a simple vista sc vea la piel brillante, que no tenga laceractones en la piel, y que estén
completos.

Los organismos que ingresan a una granja antes de ser  introducidos a los estanque
con los peces ya exislentes lienen que ser puestos en cuarentena y estarlos observando
para que no lenga ninguna enfermedad.

Que en los cstanques este controlada la biomasa de los organismos para que no se
provoquen ellos mismos heridas y con esto la introduccion de alguna bacteria o parasito
oportunista que exislen en el medio,

Realizar cortes histologicos para observar la alieracion de estos producidos por
Vibrio fluorens para poder tener conocimiento de este patdgeno por si Hlega aparecer otra
vez

Realizar pruebas de toxicidad para poder proponer este medicamento como
aliernativa terapéutica.
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x ANEXO




1.- El agar bacteriologico se realizo de la siguiente manera

3.7 gr de BHI (caldo infusion de cerebro corazon).
1.5 gr de agar bacterioldgico.
100 ml de agua destilada.

Preparacion:

Todo ef material se homogeneizo en una mezcladora Corning Stirrer pc-353 durante 3
minutos. Se calentd en una estufa Corning Hot Plate pc-100 hasta que se deshizo el agar
bacteriologico (solucién cristalina).

Se esterilizo la solucidn en un autoclave durante 15 minutos. se dejo enfriar,

Se virti6 a cajas petri esterilizadas, dejandose 24 hrs para que hubiera crecimiento bacteriano
en una incubadora a 25°C.

2.- Preparacion de BHI (infusion de cerebro corazén) liquido.

7.4 ml de (BHI) en 200 m! de agua destilada

se coloco en un agitador Corning Stirrer pe- 333 por 3 minutos hasta que quedo homogénco se
virtio 30 m] de la solucion en frascos viales de 60 ml de volumen haciendo 4 replicas se tapo
con tapones parainyectables y con anillos metalicos se cerraron perfectamente con un sellador
y se esterilizo la solucion durante 15 minutos se dejo enfriar después se inoculo con una asada
de bacterias por frasco dejandose en incubacién durante 48 hrs a 25 °C.

3.- Preparacién de la solucién salina para las diluciones.
8.5 gr de NaCl en un litro de agua destilada se mezclo y se homogeneizo con una mezcladora

quedando a un pH de 7. Se toemaron 9 m! de la solucion en 6 wbos de €NnsSayo Se Cerraron ¢on
tapones de rosca esterilizandose durante 15 minutos y sc dejo enfriar para inocular.



4.- Peso de los organismos

Organismos tratados con el medicamento incorporado en el alimento

[.Omg/Kg | 2.5 mg/Kg 5.0 mg/Kg 7.5mg/Kg 10mg/Kg
10.1 10.2 10.1 10.t 10.3
10.2 10.5 10.3 10.3 10.2
10.5 10.6 10.4 10.4 10.1

98 10.1 10.3 10.1 10.2
10.7 10.4 10.2 10.3 i0.4
0.8 9.9 10.4 10.2 10.5
10.9 10.1 104 10.3 . 10.1
10.5 10.5 10.0 9.9 9.8
11.1 10.7 10.1 0.8 10.4
10.3 10.8 104 10.1 10.5
10.3 10.9 10.1 10.2 10.8
10.4 10.5 10.3 10.4 10.5
10.5 10.4 10.5 10.3 10.5
10.1 10.3 10.0 10.1 10.3
10.2 10.1 10.1 10.5 10.1
10.3 10.2 10.3 10.6 10.6
10.4 10.3 10.6 10.1 10.0
10.5 10.3 10.2 10.4 10.8
10.3 10.2 10.5 10.6 10.5
10.2 10.3 10.7 10.7 104
10.8 10.5 10.2 10.8 10.3
10.7 10.6 10.0 10.4 10.5
10.1 10.6 10.1 10.5 10.6
10.3 10.3 10.4 10.1 10.2
10.4 10.7 10.6 10.7 10.1




Organismos tratados con el medicamento incorporado en el agua

20mg/Kg |5.0mg/Kg {10 mg/Kg |15 mg/Kg |20 mg/Kg
10.6 10.2 10.4 10.3 10.9
16.3 10.3 10.5 10.4 11.0
10.2 10.1 10.1 10.2 11.0
10.4 10.2 10.2 10.1 10.1
10.5 10.3 9.9 10.3 10.4
10.3 10.4 10.3 10.2 10.5
10.2 10.5 10.4 10.5 10.2
10.4 10.4 10.1 10.3 10.3
10.5 10.1 10.3 10.3 10.4
10.8 10.1 10.6 10.7 10.2
10.4 10.1 10.1 10.8 11.0
10.5 103 10.2 10.4 10.6
10.3 10.4 10.3 10.3 10.6
10.2 10.5 10.4 10.2 11.0
10.1 103 10.9 10.5 10.6
10.3 10.3 103 10.2 0.4
0.4 10.0 9.9 0.4 10.3
10.5 10.7 10.8 10.3 10.5
10.3 10.5 10.7 10.6 10.6
10.4 10.4 10.1 10.4 10.2
10.3 10.3 10.3 10.5 103
10.3 10.4 10.4 10.2 10.1
10.2 10.3 10.6 103 10.3
10.1 10.3 10.4 10.4 10.4
10.3 10.4 10.2 10.8 10.3




5.-Preparacion del alimento:

INGREDIENTES I KILO 250 g
Harina de came 5% 50gr 12.5 gr
Harina de pescado 25% 25¢r 62.5 gr
Harina de trigo 45% 450 ar 112.5 gr
Pasta de soya 20% 200 pr 50 gr
Pasta de girasol 5% 50 gr 12.5 gr
Minerales 0.5 gr 0.125 gr
Vitaminas 2.0 gr 0.5 gr
aglutinanie 3.5 gr 0.875 gr

Se homogeneizan todos los ingredientes y se le agrega poco a poca agua tibia hasta formar
una mezcla consistente (masa). se extiende en un plastico y con un rodillo se aplasta hasta
que quede una tortilla dejandose secar durante 36 hrs.

6.- incorporar del medicamento en ¢l alimento

D Dosis necesaria por el animal : mg/ Kg: ppm

A: Cantidad requertda de alimento : gr / dias / pez.

C: Concentraciéon de la muestra de alimento y medicamento mg / gr de alimento.

Peso del pez: Kg.

D=AC/P=mg/Kg.

P=AC/D=Kg.

A=DP/C = galim/per ' dias.

C=DP/A =mg/gde alimento.

PESO (gr) | DOSIS mp/Kg | ALIMENTO= (gr) MEDICAMENTO
10.0 1.0 0.5 I mp/30gr de alimento
10.0 2.5 0.5 2.5 mg/50gr
10.0 5.0 0.5 5.0 mg/S0gr
10.0 5.0 0.3 7.5 mg/50gr
10.0 5.0 0.3 10.0 mg/50gr

+ Se multiplica por 235 peces v por 4 dias del tratamiento
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7.- Incorporacion del medicamento en el agua.

DOSIS mgf](g. VOL. : LITROS PPM DOSIS EN AGUA
2.0 2 10 20pg
5.0 2 25 50ug
1o 2 50 100pg
15 2 75 150pg
20 2 100 200pg

Se pesaron 10 mg del medicamento CQEPCA - 406 S (1,
Se disolvieron en 10 ml de agua destilada (Reverte 1982, Frey 1995).

Tomandose de esta solucion con una micropipeta las siguientes cantidades

20l =20 pg
50l = 50pg
100p! = 100ug
150 =150pg

200p1 = 200pg

Proporcionando esta dosis diariamente durante 4 dias a la misma hora.
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