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RESUMEN

Garcia RM, Romero JJ, Ocampo CL, Auré OA. Téc Pecu Mex 1999;37(3)23-30. Uno de los principales
problemas que afectan considerablemente a la acuicultura de agua dulce y marina es sin duda, la
presencia de organismos patégenos; por ejemplo los de la familia Vibrionacea, dentro de la cual se
encuentra la especie Vibrio.fluorens, que ocasiona en los peces hemorragias en la base de las aletas, hoca

y branquias, asi como zonas de necrosis ¢ inflamacién de piel y masculo. Cuando los organismos infectados
logran sobrevivir, quedan con cicatrices en la piel, disminuyendo su valor en el mercado. En este estudio

se evalu6 la efectividad de una cefaguinolona (CQEPCA), que es Ia unién de dos moléculas (fluoroquinolona
y cetalosporma) por un enlace carboxilo, la cual produce un mayor espectro antibacteriano. Con ese propdsito,

se infectaron experimentalmente 500 tilapias con Vibrio fluorens:y se- les administré la CQEPCA a
diferentes concentraciones en dos formas distintas: en el alimento y en el agua. Observindose que el
suministro del antibiético fue mds efectivo en el alimento, puesto que la mortalidad fue menor que la
obtenida al adicionarse en el agua. Mediante la aplicacién del andlisis Probit se determind la dosis efectiva
50% de Ja CQEPCA suministrada en el alimento, la cual fue de 6.56 mg/kg, mientras que en el agua fue de
20.52 mg/kg, siendo el medicamento en el alimento 1.9 veces mds efectivo que en el agua.

PALABRAS CLAVE: Cefaquinolona, Tilapia, Vibrio fluorens.
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Entre las distintas terapias contra la
vibriosis se han empleado agentes
quimioterapéuticos como la furazolidona,
sulfonamidas, trimetoprim, asi como
antibidticos de amplio espectro, como
ampicilina y tetraciclina (4), sefialando los
informes, casos de resistencia, asi como
de muy variada sensibilidad. También se
‘han utilizado antisépticos como azul de
metileno, verde de malaquita y otros;
ademdas de desarrollar agentes biologicos
para inducir la inmunizacién natural
(probidticas), o por medio de vacunas.

El grupo de las quinolonas, introducidas
como agentes antibacterianos en 1964
con el icido nalidixico, conjuntamente con
otras de primera generacién como la
flumequina y el dcido oxolinico, asf como
las quinolonas de segunda generacion
o tluoroquinolonas (ciprofloxacina,
nortloxacina y ofloxacina, y mais adn la
enrofloxacina y danotloxacina), las cuales
han mostrado alta eficacia contra gérmenes
gram (-).

En peces y especificamente contra
vibriosis, se han probado algunas
quinolonas, pero ninguna cetalosporina (4),
no obstante la alta eficacia bactericida y
la baja toxicidad de estos agentes a bajas
concentraciones.

Las quinolonas, en especial las de segunda
generacidon, actian eficazmente sobre
gérmenes como Escherichia coli, Proteus,
Pseudomonas y Mycoplasmas, por lo que
resulta de importancia clinica la
investigacion de su actividad sobre Vibrio,
en particular cuando se le une con una
cefalosporina (5). Desde hace tiempo, se
sabe que la sustitucion de casi cualquier
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radical en el grupo carboxilico en la
posicion 3 del nicleo quinolona, podria
disminuir e incluso eliminar su actividad
antibacteriana al reducir su afinidad por
la enzima girasa A (topoisomerasa II) (6).
Sin embargo, el acoplamiento exitoso de
la molécula con el 4dcido 7-aminocetalos-
poranico (7-ACA), un precursor sin
actividad antibacteriana, a un grupo
carboxilico en la posiciéon 3 del icido 6-
fluor-1-ciclopropil 7-(4 etil-1-piperazinil)-
3-quinolin carboxilico, da origen a esta
nueva molécula.

Esta molécula presenta un amplio espectro
antibacteriano, ademas de esperar que
produzca un efecto sinergista en casos
clinicos inducidos de vibriosis en tilapia
(7). En el presente trabajo se evalua
la efectividad de esta cetaquinolona
(CQEPCA) en tilapias Oreochromis
mossambicus infectadas experimentalmente
con Vibrio fluorens, y se determind la
dosis efectiva 50% para evitar la mortalidad
de los organismos, utilizando dos vias de
administracion (alimento y agua).

MATERIAL Y METODOS

El Vibrio fluorens resistente, segun API
20 (8), se obtuvo del cepario de coleccicn
del Laboratorio de Microbiologia del
Departamento del Hombre y su Ambiente,
de la Universidad Autonoma Metropo-
litana, Unidad Xochimilco.

Antes de iniciar, se hicieron varias
resiembras en infusiéon caldo-cerebro-
corazén y agar bacterioldgico, posterior-
mente se hicieron tinciones de gram (9) y
se confirm6 su presencia con el
microscopio de contraste de fase.
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Quinientas tilapias juveniles se utilizaron
en esta investigacion, con una talla entre
89 cm y un peso de 10 a 11 g y sin
signos de enfermedad aparente, las cuales
fueron donadas por el Departamento de
Acuicultura de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Se
utilizaron frascos de vidrio con capacidad
de cuatro litros; en cada frasco se colocd
un organismo con dos litros de agua
declorada con tiosulfato de sodio (30 g/l
solucion madre) y se agregaron 0.3 ml de
esta solucion por litro de agua contenida
en cada unidad de estudio. Los frascos
con agua se airearon mediante una
compresora regulada para alimentar 3
litros/min de aire; la temperatura del agua
se mantuvo entre 18 y 21°C. El fin de
mantener a cada organismo por separado,
era para tener la seguridad de que cada
pez tendria la dosis integra de las
concentraciones del medicamento a
estudiar.

La cefaquinolona (Laboratorios Aranda,
S.A. de C.V.) se suministrd en dos formas:
1) mezclada en el alimento, el cual fue
preparado en el Departamento de
Produccién Acuicola, incorporando el
medicamento al alimento ya fabricado a
las concentraciones estudiadas; y 2) el
medicamento en el agua, el cual fue diluido
directamente en los frascos a las
concentraciones estudiadas.

La concentracion mezclada con el alimento,
se baso en el trabajo de Elston et al. (10)
y fueron: 1.0, 2.5, 5.0, 7.5 y 10 mg/kg.
La concentracion de cefaquinolona que se
utilizé en el agua fue: 2, 5, 10, 15y 20
mg/kg de peso corporal, es decir, el doble
de la concentracién utilizada en el
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alimento; por cada forma de aplicacion se
hicieron cinco repeticiones y cada
repeticion estuvo constituida por 25 peces;
los 125 organismos restantes fueron
utilizados como control, manejados de la
misma manera que los organismos
expuestos al tirmaco. La via de infeccion
bacteriana fue por medio de una inyeccién
intramuscular de un inéculo de 1x10° en
solucién liquida de infusién caldo-cerebro-
corazon, diluida en solucién fisiologica de
NaCl. Los primeros signos clinicos
posinfeccion se observaron a las 24 horas
y consistieron en oscurecimiento de la piel,
hemorragia en la base de las aletas, boca
y opérculo. Se hicieron muestreos
bacterioldgicos de cinco peces tomados al
azar, a los cuales se les extrajo higado,
rifdn y corazén y se sembrd para
comprobar la presencia de la bacteria.

A las 48 horas, las tilapias fueron medicadas
de acuerdo al modelo usado por Hui et al.
(11). La administraciéon del medicamento
en el agua se hizo una vez al dia y a la
misma hora. Cada repeticién duré 4 dias,
de lunes a jueves y el viernes se esterilizo
el agua en autoclave a 121°C/15 libras/15
minutos, para su desecho (12). En cinco
organismos tomados al azar, de aquellos
que no murieron, de todos los grupos
tratados, se llevo a cabo la necropsia y se
sembr( a partir de higado, rifidén y corazén
para comprobar la ausencia de Vibrio

Sluorens. Cinco grupos de cinco peces cada

uno se utilizaron como control sin
tratamiento.

El porcentaje de mortalidad de cada grupo
se compar$ por medio de andlisis probit,
y se obtuvieron los modelos ajustados de
cada grupo (13).
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Se determind la potencia relativa (13) entre
los tratamientos y se realiz6 una prueba
de hipdtesis para comparar el coeficiente
de regresion de dichos modelos. Se llev)
a cabo una prueba de Krushkal-Wallis y
posteriormente se hicieron pruebas de U
de Mann Whitney (14) entre pares de grupos,
para probar las diterencias en la mortalidad
entre los grupos tratados y los grupos control.
Ademds, se utilizé un modelo lineal multiple
con el fin de obtener las pendientes de las
concentraciones a estudiar, y probar la
hipotesis entre la diferencia de las
pendientes de los grupos. Para ello se
realiz6 una prueba t de Student (15).

RESULTADOS

En los Cuadros 1 y 2 se muestran los
porcentajes de mortalidad de los
organismos medicados con el alimento y
los medicados en el agua respectivamente.
Las Figuras 1 y 2 muestran las mortalida-
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des convertidas a probit. A partir de estos
modelos, se calculd la potencia relativa
entre ambos grupos para determinar la
eficacia comparativa entre las dos formas
de tratamiento, obteniéndose que la
medicacion en el alimento fue 1.9 veces
mis efectiva que la medicacion en el agua.

Con el andlisis probit correspondiente, se
determiné que para el grupo medicado en
el alimento, el 50% de los organismos
sobrevivié con la dosis de 6.86 mg/kg,
mientras que para el grupo medicado en
el agua, la concentracion efectiva 50% fue
de 20.52 mg/kg (Cuadro 3).

El los grupos control sin tratamiento, la
mortalidad fue mayor de 92%. La prueba
de Krushkal-Wallis mostré diferencias
significativas (P<0.01) y las pruebas de
U de Mann Whitney también (P <0.05),
excepto cuando se compard la concen-
tracion de 1.0 mg en el alimento con el
testigo y la concentracion de 2.0, 5.0 y

Cuadro . Porcentaje de mortalidad en peces tratados con cefaquinolona
administrada en el alimento.
REPETICIONES
DOsSIS 1 2 3 4 5 TOTAL % MORTALIDAD
1.0 mg/kg 5/5 5/5 4/5 4/5 5/5 23/25 92
0 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 25/25 100
2.5 mg/kg 4/5 3/5 4/5 5/5 4/5 20/25 80
0 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 25/25 100
5.0 mg/kg 3/5 4/5 3/5 3/5 4/5 17/25 68
0 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 25/25 100
7.5 mg/kg 3/5 2/5 3/5 2/5 1/5 11/25 44
0 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 25/25 100
10.0 mg/kg 2/5 1/5 3/5 2/5 1/5 9/25 36
0 5/5 5/5 4/5 4/5 5/5 23/25 92
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Cuadro 2.- Porcentaje de mortalidad en peces tratados con cefaquinolona

administrada en el agua. -

REPETICIONES

DOsSIS 1 2 3 4 5 TOTAL % MORTALIDAD
2.0 mg/kg 5/5 5/5 5/5 5/5 4/5 24/25 96
0 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 25/25 100
5.5 mg/kg 5/5 5/5 5/5 5/5 4/5 24/25 96
0 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 25/25 100
10.0 mg/kg 5/5 4/5 5/5 4/5 3/5 21/25 84
0 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 25/25 100
15.0 mg/kg 4/5 3/5 3/5 2/5 3/5 15/25 60
0 5/5 5/5 4/5 5/5 4/5 23/25 100
20.0 mg/kg 3/5 2/5 3/5 3/5 1/5 12/25 48
0 5/5 4/5 4/5 4/5 4/5 21/25 92

10.0 mg en el agua contra el testigo
(Figuras 1 y 2).

Las manifestaciones clinicas al infectar
experimentalmente a la tilapia Oreochromis
mossambicus con Vibrio fluorens, tueron
en principio movimientos rapidos al nadar,
a partir de 20 a 40 minutos sus
movimientos disminuyeron; a las 24 horas
postindculo, se observé en algunos
organismos oscurecimiento de la piel,
mientras que en otros se presentod
exoftalmia y hemorragias en las aletas,
opérculo y branquias.

De los cinco grupos control muestreados
se recuperO Vibrio fluorens en el total, y
no se observd crecimiento de Vibrio en
ninguno de los organismos tratados.

DISCUSION

Como se puede observar, la mortalidad
fue menor en los organismos medicados

27

en el alimento, que en aquellos en los
cuales el medicamento se suministréd
directamente en el agua, y en ambos casos,
mucho menor que en los peces no tratados.
El modelo lineal multiple sustenta estos
resultados, aceptindose la hipétesis alterna:
las pendientes de las mortalidades de los
grupos son distintas entre si con una
probabilidad de 0.001 y una confiabilidad
del 95% (13). En las Figuras 1 y 2 se
muestra mayor mortalidad en los
organismos que fueron medicados en el
alimento; esto significa, que se requiere
una mayor concentracion del medicamento
en el agua; sin embargo, podria haber
variaciones de acuerdo con la patogenicidad
del agente. Los resultados obtenidos, son
comparables con los de otros investigadores
utilizando a la enrofloxacina, aunque no
especificamente en tilapia, ya que ¢l
modelo utilizado en la mayoria de los
trabajos ha sido la trucha, organismo que
es atacado por Aeromonas, que producen
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Figura 1.- Porcentaje de mortalidad convertida a Probit en tilapia medicada en el
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los mismos signos que el Vibrio. No se
encontraron trabajos con cetalosporinas en
peces.

La mortalidad obtenida en este ensayo,
fue menor que la sefalada en otros trabajos
realizados con organismos acuiticos, como
es el caso de la trucha (16). Las lesiones
encontradas probaron que el agente fue lo
suficientemente patdgeno como para afectar
los Organos externos e internos; estas
lesiones son comparables con las descritas
en la bibliografia. Posteriormente el
Vibrio fluorens se aislé de higado, riion
y corazdén de los organismos sacrificados
(17,18).

De acuerdo a los resultados obtenidos en
el estudio, se concluye que la concentracion
Optima del medicamento para proteger al
50% de los organismos fue de 6.85 mg/kg

en el alimento y de 20.52 mg/kg en el
agua, y que la mejor forma de adminis-
tracion del medicamento fue en el alimento,
ya que por esta via, la cefaquinolona fue
1.9 veces mas efectiva que cuando se
administré en el agua.

La relevancia de este trabajo radica en
que el firmaco, es el primer producto
antibacteriano de sintesis de origen
nacional, el cual ha mostrado una gran
efectividad contra Vibrio fluorens; dado
que hay pocos productos aceptados paia
su utilizacién en el drea acuicola y la
resistencia de las bacterias a éstos es
notable, esta molécula representa una
alternativa para el control de gérmenes
gram negativos. Sin embargo, considerando
que es un producto en fase experimental,
no se tiene adn el costo real a escalas
industriales.

Cuadro 3. Datos obtenidos mediante la aplicacion del analisis probit.

GRUPO Dosis, mg/kg Mortalidad, %  Log. Dosis (y) Probit (x)
1« 1.0 92 0.000 6.41
1 2.5 80 0.398 5.84
1 5.0 68 0.699 5.47
1 7.5 44 0.875 4.85
1 10.0 36 1.000 4.64
2 xx 2.0 96 0.301 6.75
2 50 96 0.699 6.75
2 10.0 84 1.000 5.99
2 15.0 60 1.176 5.25
2 20.0 48 1.301 4.95

* En el alimento.

log Dosis = 3.5682 — 0.54645 (probit)
DL50 = antilog (log dosis/probit 5)
antitog [log dosis/3.5682 — 0.54645 (5)]
10 0.8359

6.8538 mg/kg

** En el agua.

log Dosis= 3.5323 - 0.04440 (probhit)
DL50 = antilog (log/probit 5)

= antilog[log dosis/3.5682 — 0.54645 (5)]
= 10 1.3123

20.52 mg/kg.
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BACTERICIDAL EFFECT OF CE-
PHAQUINOLONE AGAINST Vibrio
fluorens IN TILAPIA (Oreochromis
mossambicus).

ABSTRACT

Garda RM, Romero JJ, Ocampo CL, Auré OA.
Téc Pecu Mex 1999;37(3)23-30. One of the main
problems that greatly affects aquaculture, both in
fresh and salt water, is the presence of pathogenic
organisms such as the Vibrionaceae family. Vibrio
fluorens produces in fish bleeding at the base of
the fins, mouth and branquiae, and inflammation
and necrosis of skin and muscle. When fish survive
the infection, scar tissue remains reducing the
market value. In this bioassay, the activity of a
new cephaquinolone was evaluated in
experimentally infected tilapia. This antibiotic is
the result of the joining through a carboxile
bonding of a fluoroquinolone with a cephalosporine,
thus providing a wider spectrum of activity, This
cephaquinolone was administered at different
concentrations in the water and also mixed with
the food. It was observed that when the antibiotic
was added, mortality decreased. The effective 50%
dose in food was 6.6 mg/kg while in water it was
20.5 mg/kg. Effectiveness, of the drug proved to
be 1.9 times greater in food than in water.

KEY WORDS: Cephaquinolone, Tilapia, Vibrio
fluorens, Aquaculture.
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