RESUMEN

Se realizd un estudio retrospectivo sobre la susceptibilidad antibidtica de
Flavobacterium psychrophilum frente a diversos antibioticos de uso comun en
acuicultura, para ello se recopilé informacién “in vitro” de los casos clinicos en los
cuales se aislo esta bacteria en ADL Diagnostic Chile Ltda. entre los afios 2000 al
2002, obteniéndose de esta forma 227 aislamientos, cuyas sensibilidades fue

determinada a través del método Kirby-Bauer.

Los datos recopilados se relacionaron con los siguientes factores: zonas
geografica de origen, cuerpo de agua, especie salmonidea, peso corporal y estacién
del ano, con la finalidad de determinar, a través de estadistica descriptiva, si existe
diferencia en la susceptibilidad antibiética de la bacteria con los factores

mencionados.

Se determind diferencias en la susceptibilidad de F. psychrophilum
provenientes de distintas areas geograficas frente a Amoxicilina, Acido Oxolinico y
Flumequina. Por otra parte, no se advirtio diferencia de susceptibilidad de la bacteria
para los factores de cuerpo de agua, especie salmonidea y peso corporal, en cuanto

al factor estacion del afo no fue posible concluir, debido a falta de informacion.



SUMMARY

Was carried out a retrospective study about the antibiotic susceptibility of
Flavobacterium psychrophilum in front of diverse antibiotics of common use in
aquaculture, for it was gathered it information in vitro of the clinical cases in those
which you isolates this bacteria in ADL Diagnostic Chile Ltda. among the years 2000
at the 2002, being obtained in this way 227 isolates, whose sensibilities were

determined through the method Kirby-Bauer.

The gathered data were related with the following factors: geographical areas
of origin, body of water, species salmonidea, corporal weight and station of the year,
with the purpose of determining, through descriptive statistic, if difference exists in

the antibiotic susceptibility of the bacteria with the mentioned factors.

It was determined differences in the susceptibility of F. psychrophilum coming
from different geographical areas in front of Amoxicillin, acid Oxolinico and
Flumequina. On the other hand, difference of susceptibility of the bacteria was not
noticed for the factors of body of water, species salmonidea and corporal weight, as
for the factor station of the year it was not possible to conclude, due to lack of

information.



1.-INTRODUCCION

En nuestro pais la industria salmonera, se inicié a principios de la década de
los afios 80 y desde entonces ha mostrado un gran crecimiento dentro del sector de
los cultivos de recursos hidrobioldgicos (Méndez, 1998), basando su actividad en el
cultivo de cinco especies, de las cuales cuatro son salmones del Pacifico: salmén
coho (Oncorhynchus kisutch), salmon rey (Oncorhynchus tschauytscha), salmoén
massou (Oncorhynchus massou), y la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). La

quinta especie, es el salmén del Atlantico (Salmo salar) (Suarez, 1997).

Debido al gran impacto econémico que se produce con la presentacion de
enfermedades en la salmonicultura producto del costo por pérdida de biomasa, del
farmaco y deficiencia en la conversion alimenticia, es importante considerar la
epidemiologia relacionado en este tema como forma de rentabilizar al maximo la
produccion intensiva de peces que se basa, entre otros puntos claves, en lograr un
adecuado control sanitario (Ortega y col., 1998). Ya que la enfermedad no es un
proceso de caracter monofactorial sino multifactorial, nos lleva a contemplarla como
un proceso dependiente de todo el entorno del pez, la relacion entre estos
elementos definird el estado de salud y enfermedad, ademas condicionara las
medidas a aplicar (Thrusfield, 1995). Dentro de los factores dependientes del medio
ambiente, las caracteristicas del agua constituyen el elemento fundamental, que
creara un ambiente adecuado o inadecuado para la vida del pez, asi como para la
multiplicacion de los agentes patogenos (Thrusfield, 1995). De esta forma, el agua

sobre todo cuando contiene un exceso de materia organica, es un medio ideal para



el crecimiento de muchos géneros de bacterias, siendo las enfermedades
bacterianas responsables de altas mortalidades tanto en peces en estado libre como
en cautividad (Roberts, 1981), provocando las mayores pérdidas econdémicas. Al
respecto a nivel nacional se ha estimado que el 42% de las pérdidas totales son

originadas por patdégenos bacterianos (San Martin, 1996).

Esta situacion ha llevado necesariamente a la industria nacional de cultivos
de salmones a incrementar el empleo de antimicrobianos, ya que la prevencion,
control y erradicacion de enfermedades bacterianas se pueden abordar tan solo por
dos caminos; control profilactico, mediante el empleo de vacunas y la utilizacion de

antibidticos (San Martin, 1996).

Existen bacterias que son patdégenos obligados, y otros oportunistas; dentro
de esta ultima categoria se encuentra Flavobacterium psychrophilum, que es un
importante patégeno de peces que afecta a salmoénidos (Crump y col., 2000)
provocando enfermedades con altas mortalidades y cuyo control se realiza

basicamente con terapia antibidtica.

Con frecuencia no es posible predecir la sensibilidad de las bacterias frente a
los antibidticos, ya que estan dotadas de diversos mecanismos para adquirir
resistencia y por ende aumentar las posibilidades de un fracaso terapéutico (San

Martin, 1996)

Al respecto es importante recordar que la principal causa de que las

bacterias cambien su patrén de sensibilidad es la administracion de dosis



subterapéuticas o intermitentes de las drogas, ya que actuan como una fuerte
presion de seleccion; por esta razén, es que después de un empleo indiscriminado
de algun antibidtico comiencen a presentarse fracasos frente a una terapia
tradicional ya que se ve favorecida la aparicion de cepas que han adquirido
resistencia ya sea por mutaciones cromosdmicas o bien por adquisicion de

plasmidos. (San Martin, 1996)

Flavobacterium psychrophilum, posee plasmidios que son moléculas de
ADN, de forma circular o lineal, que varian en tamafio e incluso presentan algunos
cientos de miles de pares de base (kpb), pueden estar constituidos por cadena
doble o simple de ADN y juegan un importante rol en la adaptacion de las bacterias
y su evolucién (Brooks y col.,1998; Snyder y Champness, 1997). Rangdale (1995),
reporta que en un estudio de 48 aislados, se observaron 4 diferentes perfiles
plasmidiales, los cuales fluctuaron entre 2.0 kb y 2.9 kb, y que la presencia de
plasmidios en algunas cepas de F. psychrophilum determina la resistencia a ciertos

antibioéticos.

Debido a la importancia que reviste las enfermedades provocadas por F.
psychrophilum dentro de las patologias que afectan a la industria salmonicola en
nuestro pais y a los cambios de sensibilidad que ha presentado, frente a los
quimioterapeuticos utilizados para su control, es que en el presente estudio
retrospectivo se analizaran los datos de susceptibilidad in vitro (a través del método
Kirby-Bauer) para esta bacteria a los antibiéticos que se usan comunmente para su
control en Chile, relacionandolos con especificos factores -especie, peso corporal,

cuerpo de agua, estacién del afio y zona geografica - para determinar si existe



relacion entre la susceptibilidad antibidtica y los factores mencionados, con el fin de
utilizar esta informacion como herramienta de gestién sanitaria, en la elaboracion de

estrategias de tratamiento y control de flavobacteriosis, causadas por este agente.

2.-ANTECEDENTES

2.1- Generalidades de F. psychrophilum

Flavobacterium psychrophilum (Bernardet y col., 1996), fue denominada
anteriormente como Flexibacter psychrophilus (Bernardet, 1989) y Cytophaga
psychrophila (Baudin-Laurencin y col., 1989), siendo un importante patéogeno de
agua dulce, para los cultivos de salmoénidos, extendidos a lo largo del mundo
(Baudin-Laurencin y col., 1989; Bernardet y Kerouault, 1989). Esta bacteria fue
aislada inicialmente desde salmdén coho (Oncorhynchus kisutch) en Estados Unidos
y Canada (Bullock, 1972). Desde 1984, aparece también en varios paises europeos
como Gran Bretafia (Bruno, 1992; Santos y col., 1992; Rangdale, 1994), Finlandia,
Alemania y Suiza (Rangdale, 1994) y Espafa (Toranzo y col., 1993), provocando
elevados porcentajes de pérdidas (Mudarris y Austin, 1988; Hansen y col.; Bustos y
col., 1995). Las pérdidas atribuidas a este agente son comunmente alrededor del 10
al 30% del stock de alevines, pudiendo alcanzar niveles de hasta 70%(Scott, 1989).
Desde el momento que se produce el brote, los porcentajes aumentan y su

persistencia se mantiene por mas tiempo (Santos y col., 1992).



2.2.- Denominaciones del cuadro clinico

Segun la forma de presentacién, el cuadro clinico recibe distintas
denominaciones; una de ellas es la “Enfermedad del Pedunculo” debido a que F.
psychrophilum se aislé en 1941 desde una enfermedad fatal en juveniles de O.
mykiss, en donde la enfermedad producia lesiones abiertas cerca del pedunculo, la
cual fue descrita por primera vez por Davis (1946). Borg (1948), se refirid por
primera vez a Cytophaga psychrophila en infecciones de salmén coho como
“‘Enfermedad de baja temperatura “6 “Enfermedad del agua fria “ (CWD) y Holt y
col., (1989) la denomindé como “Enfermedad bacteriana del agua fria“ porque se
presentaba cuando la temperatura del agua fluctuaba entre 4-10 °C y usualmente
antes que el promedio de temperatura haya alcanzado los 12 °C. De ahi viene su
nombre ya que psychrophilum proviene de las palabras griegas psychros que
significa frio y filo que significa aficionado (Rangdale, 1998). Sin embargo Holt et al.
(1987) reporta ocasionalmente brotes de BCWD cuando la temperatura del agua
sobrepasa los 15 °C. Rangale en 1996 la denomin6é como “Sindrome del alevin de
la trucha arco iris“(Rainbow Trout Fry Sindrome, RTFS) la cual ha sido
diagnosticada en truchas arco iris en incubadoras y balsas jaulas en los lagos de
Chile desde 1993, presentando las mismas alteraciones que se describieron en

RTFS en Europa, con dificultad terapéutica y alta mortalidad (Bustos y col., 1995).



2.3.- Transmisioén

Se han recuperado aislados de F. psychrophilum desde fluido ovarico (Holt,
1987, Rangdale y col., 1996) y desde la superficie de ovas recién desovadas
(Ekman y col., 1999). Brown y col. en 1997, aislaron la bacteria desde el interior de
ovas recién fertilizadas, ovas con ojo y alevines eclosionados, reportando el primer
aislamiento de F. psychrophilum desde el interior de ovas desinfectadas en su

superficie, demostrando que la bacteria puede ser transmitida verticalmente.

Madetoja y col., (2000) reporta que la tasa de eliminaciéon de bacteria desde
peces inoculados via subcutanea esta relacionado con la temperatura, ademas que
el numero de F. psychrophilum liberados desde peces muertos es mayor que la
liberada por peces vivos. F. psychrophilum, ingresa a los peces probablemente via

branquial, a través de la piel y por via oral (Dalsgaard, 1993).

2.4.- Caracteristicas clinicas y anatomopatoldgicas

En los peces juveniles de salmén coho y trucha arco iris, la infeccién por esta
bacteria causa septicemia aguda, provocando lesiones en rifidén, bazo, corazén y
peritoneo, principalmente en invierno-primavera, cuando el rango de temperatura del

agua varia entre los 4y 10 °C (Inglis y col., 1993).

Los peces afectados por esta enfermedad muestran letargia, natacion
superficial, oscurecimiento de la piel y exoftalmia bilateral (Bruno, 1992; Santos y

col.,, 1992; Sarti y col.,, 1992; Bustos y col., 1995). Microscopicamente, se ha



observado necrosis ulcerativa de la piel y compromiso de los principales 6rganos
internos (Bruno, 1992; Santos y col., 1992; Sarti y col., 1992; Bustos y col., 1995),
palidez branquial con hemorragia, exoftalmia bilateral, hemorragia en la base de las
aletas y en casos cronicos ascitis, incluso ulceraciones ventrales con perforacién de
la pared abdominal y evisceracién parcial (Bustos y col., 1995). Otros autores han
observado abultamiento abdominal, palidez branquial y hemorragias en la base del

pedunculo (Bruno, 1992; Toranzo y Barja, 1993)

En los 6rganos internos se observa esplenomegalia (Baudin-Laurencin y col.,
1989; Bruno, 1992; Santos y col., 1992), petequias y/o palidez en higado y rifidn,
gastrodilatacion, gastroenteritis, petequias en ciegos piléricos y grasa visceral
(Bustos y col. ,1995) y ascitis (Santos y col., 1992). El bazo puede presentar desde
petequias (Sarti y col., 1992, Bustos y col., 1995) hasta necrosis purulenta (Sarti y

col., 1992).

2.5.- Morfologia y caracteristicas de las colonias

F. psychrophilum, es un microorganismo Gram negativo, aerobio estricto,
bacilo delgado y curvo. El tamafio promedio es de 0.75 um de diametro y de 1.5 a
7.5 um de largo (Pacha, 1968; Dalsgaard, 1993), ademas presentan movimiento
deslizante (Bernardet y Kerouault, 1989; Dalsgaard, 1993 Schmidke y Carson,
1995). Para su aislamiento, los medios de cultivos que se utilizan son: agar MAO,
agar Cytophaga, agar Shieh y TYES, y la temperatura 6ptima de incubacién seria de
15 °C (Holt y col.,1993). Desarrolla colonias convexas, circulares y solevantadas,

con diametro de 1-5 mm y pigmentacion amarilla, presenta motilidad y no esta
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capacitado para metabolizar carbohidratos (Pacha, 1968; Bernardet y Kerouault,
1989), sin embargo, es fuertemente proteolitico. Segun Dalsgaard (1993), esta
naturaleza proteolitica juega un importante rol en la patogenicidad de las cepas. La
virulencia serd mayor en aquellas que poseen la capacidad de degradar la elastina

(Madsen y Dalsgaard, 1999).

2.6.- Flavobacteriosis en Chile

Es dificil determinar el primer brote de Flavobacteriosis en Chile debido a lo
complejo del aislamiento e identificacion del agente causal, a la insuficiente
informacién y la sobrestimacion de la resistencia de la trucha arco iris (O. mykiss) a
esta enfermedad. Presumiblemente, la enfermedad se introdujo al pais mediante

ovas de truchas infectadas provenientes de paises europeos (Bustos y col., 1995)

La mayoria de los casos de flavobacteriosis en Chile fueron inicialmente
observados en agua dulce, en la isla de Chiloé y zonas cercanas a Puerto Montt
(Bustos y col., 1995). En la actualidad se encuentran diseminados en practicamente
todas las areas de cultivo de agua dulce del pais y estuarinas (Bustos P., com.

pers.).
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2.7.- Sensibilidad a antibi6ticos

Los métodos habitualmente utilizados para determinar la sensibilidad “in
vitro” de las bacterias frente a diferentes quimioterapicos son la prueba de

sensibilidad de las diluciones y Kirby Bauer (San Martin; 1996).

El método de Kirby-Bauer o de difusion consiste en un disco de papel filtro
impregnado con una concentraciéon determinada del farmaco sobre un medio sélido,
sembrado con un inéculo de microorganismos. Después de la incubacién, el
diametro de la zona clara de inhibicién que rodea al farmaco depositado se toma
como medida de la potencia inhibidora del farmaco contra el microorganismo, a
partir del disco se produce por difusidon un gradiente de concentracion del antibiético

del medio (Sumano, 1997).

La interpretacion de la susceptibilidad significa que la infeccién causada por
ese microorganismo puede ser aproximadamente tratada con las dosis habituales
del antibidtico estudiado. La resistencia significa que el microorganismo no seria
inhibido por el antibidtico en las dosis habituales o que el organismo tiene

mecanismos de resistencia contra ese determinado antibiético (Sumano, 1997).

Rangdale (1995), en un estudio realizado en Escocia, determiné in vitro la
susceptibilidad de 48 aislados de Flavobacterium psychrophilum, dando como
resultado que el 100% de ellos fue sensible a enrofloxacino, florfenicol vy
ciprofloxacino; entre 90-96% a doxicilina, amoxicilina, estreptomicina; el 85% a

sarafloxacino; 70-78% a oxolinato de sodio, cloramfenicol y thiamfenicol,
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observandose una resistencia del 100% a sulfadiazina, 84% a neomicina y

furazolidona y 50% a oxitetraciclina.

En la salmonicultura chilena los antimicrobianos comunmente utilizados son
flumequina, acido oxolinico, oxitetraciclina, sulfatrimetropin y eritromicina ademas de

amoxicilina y florfenicol (San Martin, 1996).

Bovet (1995), menciona que de 34 cepas de Cytophaga sp. y Flexibacter sp.,
aisladas en Chile y sometidas a pruebas de sensibilidad en placas con agar
Cytophaga y sensidiscos, 91% presenté resistencia a sulfametoxasol con
trimetoprin; 100% de sensibilidad a cloramfenicol; 97% a eritromicina; 94% a

flumequina; 91% a acido oxolinico; 62% a oxitetraciclina y solo 50% a ampicilina.

Oxitetraciclina es considerado el antimicrobiano de eleccion para el control
de infecciones producidas por Flavobacterium psychrophilum en salmén coho,
siendo el agente terapéutico mas comunmente utilizado durante brotes de CWD y
RTFS (Holt y col. ,1993). Se ha descrito buenos resultados al usar oxitetraciclina via
oral, en dosis de 50-75 mg/kg pez/ dia por 10 dias han reducido considerablemente
las pérdidas atribuidas a RTFS (Holt y col., 1993). Sin embargo, se ha detectado
que con el tiempo, se ha originado resistencia a estos compuestos (Rangdale,

1995).

Florfenicol ha demostrado ser muy efectivo en reducir mortalidades
causadas por F. psychrophilum. Asi mismo, Flumequina ha sido la mas efectiva en

el control de RTFS en Alemania (Rangadale, 1998).
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Las sulfonamidas y acido oxolinico han evidenciado un reducido efecto
terapéutico y generalmente se ha abandonado su uso en el tratamiento de RTFS y

CWD (Rangdale, 1998).

La eficacia de los antimicrobianos contra patégenos bacterianos acuaticos es
frecuentemente comprometida por la rapida emergencia de resistencia bacteriana.
Asi, numerosos antibiogramas indican la aparicion de resistencia de Flavobacterium
psychrophilum frente a sulfatrimetropin (Lorenzen, 1994; Schmidtke y Carson, 1995;
Bovet, 1995; Bustos y col., 1995), fosfatina y penicilina (Bustos y col., 1995) y una
considerable variacion en la eficacia potencial de oxitetraciclina y acido oxdlinico
(Lorenzen, 1994) y ampicilina (Schmidtke y Carson, 1995.) Mientras que Rangdale y
col., (1998), indican que en los ultimos afios los brotes de RTFS en el Reino Unido
han aumentado en frecuencia, respondiendo en forma reducida a los tratamientos
efectuados. En el caso Chileno, la eficacia de los tratamientos quimioterapeuticos
esta disminuyendo en tanto que estan aumentando progresivamente, dado que esta
patologia es enzodtica en las aguas Chilenas y ha sido muy insistente el uso de

antibioticos (Bustos P. com. pers.).

Por otra parte, se ha promovido el uso de vacunas comerciales (bacterinas)
para el control de RTFS y de las flavobacteriosis tegumentarias y branquiales, sin
embargo esta practica no esta totalmente difundida ya que la eficacia ha sido en
general cuestionada. Una de las razones de este fendbmeno, es probablemente
porque los peces en general son inmunizados a bajo peso, cuando el sistema
inmune no esta aun suficiente desarrollado. Sin embargo, es claro que se requieren

mayor investigacion para optimizar la eficacia vaccinal (Bustos P., com. pers.).
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3.- OBJETIVOS

3.1.- Objetivo general:

Analizar retrospectivamente la informacion disponible en ADL Diagnostic
Chile Ltda. respecto de la susceptibilidad de diferentes antibiéticos para el
control de Flavobacterium psychrophilum en salmoénidos, en la temporada
2000-2002, con la finalidad de utilizar esta informacion como herramienta de

gestién sanitaria.

3.2.- Objetivos especificos:

Determinar si existe diferencia en la susceptibilidad antibiética de
Flavobacterium psychrophilum en casos clinicos proveniente de distintas
areas geograficas.

Determinar si existe diferencia en la susceptibilidad antibidtica de
Flavobacterium psychrophilum en casos clinicos provenientes de diversos
cuerpos de agua.

Determinar si existe diferencia en la susceptibilidad antimicrobiana de
Flavobacterium psychrophilum en casos clinicos presentes en diferentes
especies salmonideas.

Determinar si existe diferencia en la susceptibilidad de Flavobacterium
psychrophilum en casos clinicos en relacion al peso de la especie
salmonidea.

Determinar si existe diferencia en la susceptibilidad antibidtica de
Flavobacterium psychrophilum en los casos clinicos registrados en las

distintas estaciones del afo.
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4.- MATERIALES Y METODOS

4.1.- Materiales

- Un computador.

- Informacién histérica almacenada en ADL Diagnostic Chile Ltda. entre el periodo
2000-2002.

- Mapa y subdivisiones por zonas geograficas.

- Normativas de SERNAPESCA.

4.2.- Métodos

A continuacién, se explicara la forma de diagndstico y la metodologia del
antibiograma realizado en el laboratorio ADL, entre los afos 2000-2002, periodo
desde el cual se extrajo la informacion con la finalidad de realizar el presente

trabajo.

4.2.1.- Forma de diaghostico

El diagndstico en ADL se determina por un conjunto de antecedentes
epidemioldgicos y pruebas de laboratorio, como son el historial clinico del centro,
observacién e inspeccion del Médico Veterinario que asiste a terreno, datos de
mortalidad, caracteristicas ambientales generales, manejos efectuados, condicién
de cultivo de los peces, terapias previas, infraestructura de cultivo, entre otros,

ademas de los diversos examenes de laboratorio: necropsia, cultivos
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bacterioldgicos, tincion Gram, caracteristicas de la colonia, analisis enzimatico

(APY ZYM, marca Merck).

4.2.2.- Antibiograma

El antibiograma se realizé por medio del método de difusién en Agar Anacker
y Ordal modificado (MAOA), incubandose por 48 horas a 17°C. Para la evaluacién
de la susceptibilidad de la bacteria se usaron los siguientes agentes
antimicrobianos: amoxicilina, acido oxolinico , enrofloxacino, florfenicol flumequina y
oxitetraciclina, utilizandose para ello sensidiscos de marca Benton Dickinson (entre

los anos 2000-2001) y Oxoid (durante el afio 2002).

La concentracion de antibidtico de los sensidiscos, se presenta a

continuacion:

Tabla N°1: Concentracion (pg/ml) de antibiético de los sensidiscos.

ANTIBIOTICO CONCENTRACION
(pg/ml)
Amoxicilina 25
A. oxolinico 2
Enrofloxacino 5
Florfenicol 30
Flumequina 30
Oxitetraciclina 30
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La lectura de los milimetros de los halos de inhibicion en: Sensible,
Intermedio y Resistente, se efectud segun la siguiente tabla de referencia humana
indicado por el Nacional Comitte for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)

entregado por el proveedor de sensidiscos (Benton Dickinson).

Tabla N° 2: Interpretacion de antibiogramas segun halos de inhibicion, indicados por

NCCLS.

ANTIBIOTICO RESISTENTE INTERMEDIO SENSIBLE
(mm) (mm) (mm)
Amoxicilina <=16 _ >=17
A. oxolinico <=10 _ >=11
Enrofloxacino <=17 18 a 21 >=22
Florfenicol <=16 17 a 21 >=21
Flumequina <=21 21a25 >=25
Oxitetraciclina <=10 11 a18 >=19

Con la informacion in vitro y clinica que ha sido almacenada en el laboratorio
ADL, se disenid una base de datos con los casos en los cuales se aislo F.

psychrophilum entre los afios 2000 a 2002.
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En dicha planilla se recopild, para cada aislamiento, los siguientes datos:

- Peso de la especie salmonidea

- Especie salmonidea en la cual se aisl6 la bacteria (O. mykiss, O. kisutch, S. salar,
cuyos nombres comunes son: trucha, coho y salar, respectivamente)

- Cuerpo de agua (Piscicultura, Lago, Estuario)

- Area geografica de origen de la especie salmonidea

- Estacion del afio

- Lectura del antibiograma de antibiéticos (Amoxicilina, Acido Oxolinico, Florfenicol,

Enrofloxacino, Flumequina y Oxitetraciclina)

Posteriormente, se ubicd geograficamente los centros de cultivo positivos a
F. psychrophilum, los cuales comprenden desde la IX hasta la Xll region del pais, y
se dispusieron en zonas, segun la division realizada por el Servicio Nacional de
Pesca (SERNAPESCA) para el “Programa de Vigilancia Pasiva” (Anexo 1), con la
finalidad de realizar un adecuado analisis de susceptibilidad antibiética, segun area

geografica.

4.2.3.- Andlisis estadistico

Para el analisis de los datos de susceptibilidad, se consideré los aislamientos
de F. psychrophilum sensibles frente a los diversos antibidticos en estudio,
aplicandose estadistica descriptiva para los siguientes factores: zona de origen,

cuerpo de agua, especie salmonidea, estacion del afio y peso corporal.
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La estadistica descriptiva formula reglas y procedimientos para la
presentacion de una masa de datos en una forma mas util y significativa, ademas
establece normas para la representacion grafica de los datos, empleandose con el
objetivo de tener una representacion visual de la informacion. De esta manera los
datos del trabajo de investigacién fueron ordenados, resumidos y clasificados en
tablas de frecuencias absolutas y relativas, ademas se utilizaron graficos de barras y
torta, indicados para variables cualitativas nominales, presentando asi los datos en
forma de dibujo para percibir facilmente los hechos esenciales y compararlos (Zar;

2000).

Para analizar el factor peso de la especie salmonidea, se realizd6 una
estratificacion de los datos, de esta forma se dividieron los 227 aislamientos en tres

grupos con frecuencias homogéneas, criterio practico y util para poder compararlos.

La estratificacion origind tres intervalos, que se detallan a continuacion:
- Pecesconpesoentre 0.15y1.5¢g
- Pecesconpesoentre 1.6y 9.3g

- Peces con peso entre 10.3y 303 g

Esta divisién tiene su correspondencia tanto en el estado de desarrollo de los

salmones como en el cuerpo de agua en se cultivan, como indica la siguiente tabla:
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Tabla N° 3: Estado de desarrollo y cuerpo de agua en que se cultivan los

salmonidos, segun el peso.

Rango de peso Estado de Cuerpo de agua Ne°
Desarrollo
0.15y 1.5¢r. Alevin Piscicultura 76
1.6 y 9.3¢r. Alevin Piscicultura 76
Alevin-parr Lago
10.3 y 303gr. Pre-smolt Lago 75
Smolt Estuario
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5.- RESULTADOS
5.1.- Mapa de distribucién geografica.
El estudio retrospectivo realizado permiti6 determinar la existencia de 227

aislamientos de F. psychrophilum, distribuidos geograficamente como se indica:

Zona de Panguipulli
N =36

ZonadeNngzcg Huillinco Zonade Lago Llanquihue

N=11

Zona de Seno Reloncavi
N=17

Zona de Lago Natri
N=14

Zona de Castro
N =60

Zona Chiloé Sur
N =47

3
g
Z
1%
9]
Q
H
2
2

Zona de Aysén
N=14

Figura N° 1: Distribucion geografica de los aislamientos de Flavobacterium
psychrophilum.
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5.2.- Analisis descriptivo.
5.2.1- Distribucion por zona de origen.

La distribucion de los datos en ocho zonas geograficas, se presenta en el

siguiente grafico:

30 | 6.4 N=227
< 25 4
> 20,7 Panguipulli=
0 20 Lago Llanquihue=
o 15,8 Seno Reloncavi=
c | Castro=
15 12,3
.qé Lago Huillinco=
10 A 7.4 Chiloé Sur=
t_mts 4.8 6,1 6,1 Lago Natri=
T 51 ’ . . l Aysén=
N [] | |
N & N < & N Q o
: : J 2 & L © @ &
S & ¢ &
Q® P Q¢ o & P
o S
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Gréfico N° 1: Distribucion porcentual de los aislamientos de Flavobacterium
psychrophilum segun zona de origen, entre los afios 2000-2002.

Se observa claramente que la mayor concentracién de los aislamientos se
produjo en la zona de Castro con un 26.4%, seguido de la zona Chiloé Sur (20.7%)
y la zona de Panguipulli (15.8%), en tanto en las zonas de lago Huillinco, Seno
Reloncavi y lago Llanquihue se obtuvo un 12.3%, 7.4% y 4.8%, respectivamente.

Por su parte, las zonas de Natri y Aysén poseen un 6.1%.
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5.2.2- Distribucién por cuerpo de agua.

En el grafico N° 2 se presenta la distribucion de los aislamientos de F.

psychrophilum en tres cuerpos de agua: Piscicultura, Lago y Estuario.

N =227
Piscicultura = 140
32,1% @ Piscicultura Lago = 73
Blago Estuario = 14
O Estuario

Grafico N° 2: Distribucién porcentual de los aislamientos de Flavobacterium
psychrophilum segun cuerpo de agua, entre los afios 2000-2002.

Destaca que la mayor cantidad de los aislamientos de Flavobacterium
psychrophilum provienen desde Piscicultura constituyendo el 61.7%, seguido por
Lago con un 32.1% y el menor porcentaje lo aporta el Estuario con tan solo el 6.2%

del total de aislamientos en estudio.
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5.2.3- Distribucion por especie salmonidea.

En el grafico N° 3 se observa la disposicion de los aislamientos segun las

tres especies salmonideas en estudio: trucha arco iris, salar y coho.

N =227
- O. mykiss = 88
BO.mykiss || 3 salar= 98
B S. salar O. kisutch = 41
OS kisutch

43,2%

Gréafico N° 3: Distribucion porcentual de los aislamientos de Flavobacterium
psychrophilum segun especie salmonidea, entre los afios 2000-2002.

Se aprecia que la mayor cantidad de aislamientos de Flavobacterium
psychrophilum se distribuyen entre las especies salar y trucha, con un 43.2% vy
38.8% respectivamente y en menor proporcidon se presenta la especie coho, con

solo un 18.0%.

5.2.4.- Distribucion por estacion del afio.

Se presenta en el siguiente grafico la distribucion de los aislamientos de F.

psychrophilum por estacién del ano.
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N =227
OVerano Verano =
43,2% @ Otofio Otofo =
B Invierno InYIerno =
) Primavera =
B Primavera
9,2%
25,6%

Grafico N° 4: Distribucion porcentual de los aislamientos de Flavobacterium
psychrophilum segun estacion del afo, entre el 2000- 2002.

Se observa un mayor porcentaje de aislamientos en Primavera (43.2%), un
porcentaje similar entre las estaciones de Verano e Invierno, (22.0% y 25.6%
respectivamente) y un valor muy bajo en Otofio (9.2%).

5.2.5.- Distribucién por peso.

A continuacion se presenta la distribucion de los aislamientos con respecto a
tres categorias, segun peso.

34%
P1=76
- P2 =76
- ars P3=75

P 1= Peces entre 0.15g - 1.5 P 2= Peces entre 1.6g - 9.3g P 3= Peces entre 10.3g - 303g

Grafico N° 5: Distribucion porcentual de aislamientos de Flavobacterium
psychrophilum segun peso de la especie salmonidea, entre los afios 2000-2002.

50
21
58
98
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Se observa que la divisidon de los aislamientos realizada bajo el criterio peso,
arrojo tres rangos de peso con idéntica cantidad de aislamientos en Peso 1 y Peso
2, constituyendo el 34% cada uno de ellos y el Peso 3 conforma el 33% del total de

los aislamientos.

5.2.6- Sensibilidad a antibi6ticos.

5.2.6.1.- Antibiograma.

En la tabla N° 4 se presenta la sensibilidad “in vitro” determinada mediante

difusion en agar Anacker y Ordal modificado (MAOA), de los aislamientos de F.

psychrophilum frente a los seis antibiéticos analizados en este estudio.

Del total de 227 aislamientos de F. psychrophilum, el 98% fue sensible al

menos a un antibiotico.

Tabla N° 4: Sensibilidad “in vitro” de aislamientos de Flavobacterium

psychrophilum frente a seis antibidticos.

Antibidtico Total N° sensibles | Sensibles (%)
aislamientos

Amoxicilina 195 115 58.9
Acido Oxolinico 226 117 51.7
Florfenicol 218 174 79.8
Enrofloxacino 218 151 69.2
Flumequina 222 140 63.0
Oxitetraciclina 205 163 79.5
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En este estudio F. psychrophilum presento frente a Florfenicol y

Oxitetraciclina las mayores sensibilidades en este estudio, con un 79.8% y 79.5%

respectivamente. Por el contrario, frente a Enrofloxacino y Flumequina evidencio

menor porcentaje de sensibilidad (69.2% y 63.0%), en tanto, frente a los antibidticos

Amoxicilina y Acido Oxolinico, mostré las sensibilidades mas bajas con tan solo un

58.9% y 51.7% respectivamente.

5.2.6.2.- Sensibilidad por zona de origen.

A continuacion se presentan en forma grafica la sensibilidad de aislamientos

de F. psychrophilum frente a los seis antibiéticos en estudio.

N=195
—~ 90 - ’ 84,6
S 80+ 69,2
70 4 61,5
o
S 604 484 54.9 51,2
2 50 - 416
o 404
2 30 4
o 204
@ 10
0 a T
» ¥ & «© X N N oy
X ¥ & & N o ° &
& S o® > ® S
Q3 Ny & S N V4
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Panguipulli =
Lago Llanquihue =
Seno Reloncavi =
Catro =

Lago Huillinco =
Chiloé Sur =

Lago Natri =
Aysén =

Gréafico N° 6: Porcentaje de sensibilidad de aislamientos de Flavobacterium

psychrophilum frente a Amoxicilina.

La sensibilidad que presenta F. psychrophilum frente a Amoxicilina es

variable con respecto a la zona de origen, asi los mayores porcentajes de

1
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sensibilidad se observan en las zonas de Lago Llanquihue y Lago Huillinco con un
87.5% y un 84.6%, respectivamente, seguido por la zona de Lago Natri (69.2%),
Seno Reloncavi (61.5%) y Castro (54.9%). Las zonas, en donde la bacteria presento
los menores porcentajes de sensibilidad, fueron Chiloé Sur (51.2%), Panquipulli

(48.4%) y Aysén con solo un 41.6%.

N= 226
90 4 78,5
< 804 Panguipulli = 36
£ 70 555 58,8 586 Lago Llanquihue = 11
'% 60 ’ 50 Seno Reloncavi = 17
T 50 - 39,2 Castro= 60
= 40| ’ 35,7 Lago Huillinco = 28
= 30 272 Chiloé Sur= 46
2 204 Lago Natri = 14
10 Aysén = 14
O T T T
D & & QO ey & & N
(\0?\ ) (\0\}‘\(\ \OQO O’be \)§\\ ) ‘\OQJ(O ()é ?ﬁ%
> Q AN O
Q’b \> (@] O \,’b
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Gréafico N° 7: Porcentaje de sensibilidad de aislamientos de Flavobacterium
psychrophilum frente a Acido Oxolinico.

El antimicrobiano Acido Oxolinico presenta muy baja sensibilidad en la zona
Lago Llanquihue (27.2%), Lago Natri (35.7%) y Lago Hullinco (39.2%), aumentando
en la zona de Castro, Chiloé Sur y Seno Reloncavi (50% a 58.8%), finalmente la

zona en que la bacteria presenté la mayor sensibilidad fue Aysén, con un 78.5%.
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Gréfico N° 8: Porcentaje de sensibilidad de aislamientos de Flavobacterium
psychrophilum frente a Florfenicol.

Se observa que los aislamientos de F. psychrophilum presentan una buena
sensibilidad frente a Florfenicol en todas las zonas, asi los mayores porcentajes se
obtuvieron en el Lago Llanquihue, Lago Huillinco, Aysén y Chiloé Sur, oscilando
entre 90.9% y 81.3% de sensibilidad, seguido por Castro (78.9%) y Lago Natri
(78.5%). Los menores porcentajes de sensibilidad se presentaron en las zonas de

Panquipulli y Seno Reloncavi, con un 72.2% y 70.5%, respectivamente.
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Gréafico N° 9: Porcentaje de sensibilidad de aislamientos de Flavobacterium
psychrophilum frente a Enrofloxacino.

La sensibilidad que presenta F. psychrophilum frente a Enrofloxacino es
homogénea en relacion a las zonas geograficas de origen, de esta forma se observa
que las zonas en que la bacteria muestra mayor sensibilidad frente a este
antibiético, lo constituyen Panquipulli (75.0%), Chiloé Sur (73.9%), Lago Llanquihue
(72.7%), seguido por Castro (68.4%) y Lago Huillinco (66.7%). Las zonas en que la
bacteria presento menores porcentajes de sensibilidad lo conforman Lago Natri,

Aysén y Seno Reloncavi, oscilando entre un 60% y 61.5%.
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Gréfico N° 10: Porcentaje de sensibilidad de aislamientos de Flavobacterium
psychrophilum frente a Flumequina.

F. psychrophilum presenta una sensibilidad homogénea frente a Flumequina
en seis de las ocho zonas geograficas estudiadas, de esta forma Aysén, Seno
Reloncavi, Castro, Chiloé Sur, Panguipulli y Lago Huillinco, los porcentajes de
sensibilidad fluctuaron entre un 60.7% y un 71.4%. En tanto Lago Natri y Lago
Llanquihue presentaron con un 50%

los menores porcentajes, y 27.2%

respectivamente.
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Gréfico N° 11: Porcentaje de sensibilidad de aislamientos de Flavobacterium
psychrophilum frente a Oxitetraciclina.

Se observa que los aislamientos de F. psychrophilum presentan una buena
sensibilidad frente a Oxitetraciclina, constituyendo Seno Reloncavi y Lago
Llanquihue las zonas en que la bacteria exhibe con mayores porcentajes de
sensibilidad, con un 92.8% y 90.9% respectivamente, en tanto en las zonas de
Chiloé Sur, Aysén, Lago Huillinco y Castro el porcentaje de sensibilidad oscilaron
entre un 83.7% y 77.7%, menor proporcion presentan las zonas de Lago Natri

(71.4%) y Panguipulli (68.7%).
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5.2.6.3.- Sensibilidad por cuerpo de agua.
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Gréafico N° 12: Porcentaje de sensibilidad de aislamientos de Flavobacterium
psychrophilum frente a seis antibiéticos, segun cuerpo de agua.

La sensibilidad de aislamientos de F. psychrophilum provenientes de
diversos cuerpos de agua frente a Florfenicol, Oxitetraciclina y Flumequina, fluctué
entre un 78% y 85%; 79% y 83%; 64% y 62%, respectivamente. En tanto en
Enrofloxacino y Amoxicilina se observa un porcentaje levemente mayor en lago,
con respecto a piscicultura y estuario. Por otra parte frente a Acido Oxolinico la
bacteria presenta un 62% de sensibilidad en estuario, porcentaje levemente mayor

en comparacion con el 51% observado en piscicultura y lago.
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5.2.6.4.- Sensibilidad por especie salmonidea.
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Gréafico N° 13: Porcentaje de sensibilidad de aislamientos de Flavobacterium
psychrophilum frente a seis antibidticos, segun especie salmonidea.

En cuanto a la sensibilidad antibidtica de los aislamientos de F.
psychrophilum provenientes de distintas especies salmonideas, se observa que en
las tres especies estudiadas la bacteria mostré la mayores sensibilidades frente
Florfenicol y Oxitetraciclina, en tanto Amoxicilina y Acido Oxolinico mostraron las

sensibilidades mas bajas.

En general se aprecia una cierta homogeneidad en los porcentajes de

sensibilidad antibiética entre las especies.

O.mykiss = 88
S.salar= 98
O. kisutch = 41



5.2.6.5.- Sensibilidad segun estacién del afio.
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Grafico N° 14: Porcentaje de sensibilidad de aislamientos de Flavobacterium

psychrophilum frente a seis antibioticos, segun estacion del ano.

Se observa que en las estaciones de Otofo, Invierno y Primavera la bacteria

frente a Florfenicol y Oxitetraciclina presenté los mayores porcentajes de

sensibilidad y frente a Acido Oxolinico las mas bajas. En la estacion de Verano la

bacteria mostré frente a Flumequina y Oxitetraciclina los mayores porcentajes de

sensibilidad y frente a Amoxicilina la menor sensibilidad.

50
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58
98
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5.2.6.6.- Sensibilidad segln peso.
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Gréfico N° 15: Porcentaje de sensibilidad de aislamientos de Flavobacterium
psychrophilum frente a seis antibioticos, segun peso de especie salmonidea.

Se aprecia homogeneidad en la sensibilidad antibiética en los tres rangos de
peso estudiados, evidenciando que la bacteria frente a Oxitetraciclina, Florfenicol y
Enrofloxacino presentd los mejores porcentajes de sensibilidad antibidtica, y que

frente a Amoxicilina y Acido Oxolinico las sensibilidades mas bajas.

Peso 1 =76
Peso 2 =76
Peso3=75
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6.- DISCUSION

La distribucion de los aislamientos de Flavobacterium psychrophilum segun
zona de origen presentd una mayor concentracion en Castro y Chiloé Sur (grafico
N° 1), dicha situacion se deberia a que el laboratorio del cual se extrajo la
informacién se ubica en la ciudad de Castro (Chiloé), esto podria explicar que desde
las zonas geograficamente cercanas a él exista una mayor cantidad de casuistica
desde los cuales se realizaron los aislamientos y que las zonas mas alejadas de

Castro la cantidad de estos sea menor.

La distribucion de los aislamientos segun cuerpo de agua (grafico N° 2)
presenté el mayor porcentaje en Piscicultura (61.7%) seguido por Lago (32.1%) y en
una proporcion mucho menor en Estuario (6.2%). Dicha distribucion es esperable,
debido a que en la practica clinica la mayor cantidad de aislamientos se dan en
Pisciculturas, que es en donde usualmente se crian las fases de alevines y
juveniles, siendo los estados de desarrollo mas susceptibles (Silva R., com. pers.), y
a temperaturas del agua entre 4° C y 10° C (Dalsgaard, 1993) coincidiendo con
Rangadale (1998) que menciona temperaturas inferiores a 10° C (Rangadale, 1998).
Aunque en la practica clinica en Chile esto a variado mucho y se detectan a menudo
cuadros producidos por F. psychrophilum a temperaturas entre 13 y 16° C (Guzman

0., com. pers.)

F. psychrophilum carece de un huésped especifico, ya que ha sido aislado

desde distintas especies de peces (Wakabayashi, 1992). Dentro de las especies
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salmonideas S. salar posee una de las mayores susceptibilidades a la infeccién por
esta bacteria, seguido por trucha y coho (Bustos P. com. pers.) lo que coincide con
lo observado en este estudio (grafico N° 3). Cabe mencionar que la especie salar,
es la especie mas cultivada en Chile, produciendo 142.314 toneladas durante el afo
2004 (Fuente: Informe estadistico y de Mercado de SalmonChile, 2004), esto

potencia la mayor casuistica.

La distribucion de los aislamientos de F. psychrophilum segun estacion del
afio, muestra que el mayor porcentaje se presentd en Primavera, seguido por las
estaciones de Invierno, Verano y un valor muy bajo en Otofo (grafico N° 4). Esto se
deberia en parte por el ciclo de vida del salmén de origen nacional, el cual
predomina actualmente en Chile. En términos generales se produce el desove y
fecundacion durante la estacién de Otofio, la etapa de absorcion de saco vitelino y
primera alimentacién en Invierno, en Primavera los individuos estan en el estado de
desarrollo de alevin y parr, en tanto en Verano los peces se encuentran en estado
de pre-smolt y smolt. (Guzman O., com. pers.). En caso de peces importados, el
ciclo difiere pero lejos, el predominio es de las cepas chilenas, sobre las cuales
fundamentalmente descansa lo expuesto en el parrafo anterior (Bustos P., com.

Pers,).

De esta forma se explicaria que la mayor cantidad de aislamientos se hayan
concentrados en las estaciones de Primavera e Invierno, ya que los individuos se
encuentran en estados de desarrollo en que generalmente se presenta los brotes de

flavobacteriosis. Al respecto, se ha reportado en Estados Unidos que F.
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psychrophilum afecta principalmente a alevines con saco (Holt, 1987), y en Europa

se ha aislado frecuentemente desde alevines pequefios (Sarti y Giorgetti, 1996).

Las menores cantidades de aislamientos se produjeron en Otofio y Verano,
estaciones del afio en que los salménidos se encuentran en estados de desarrollo
muy inicial o mas bien avanzado, respectivamente. Al respecto, Evensen y Lorenzen
(1996) indican que en alevines de mayor tamano y en individuos mas grandes,

generalmente los signos clinicos son menos obvios.

Con respecto a la distribucion de los aislamientos segun peso corporal, que
se representa en el grafico N° 5, se observa una division de los datos en tres grupos
con una frecuencia homogénea entre ellas. Esta division tiene su correspondencia
tanto en el estado de desarrollo de los salmones (alevin, pre-smolt y smolt) como en
el cuerpo de agua en que se cultivan (piscicultura, lago y estuario), tal como se

indica en la tabla N° 3.

En el presente estudio se obtuvo una alta sensibilidad de los aislamientos de
F. psychrophilum frente a los antibiéticos Florfenicol y Oxitetraciclina, moderada
frente Enrofloxacino y Flumequina y mas baja frente a Amoxicilina y a Acido
Oxolinico (Tabla N° 4). Estos datos, en general, concuerdan con la practica clinica,
en referencia a los resultados de eficiencia terapéutica en brotes de flavobacteriosis

visceral en Chile, en los ultimos afios (Guzman O., com. pers.).

Al confrontar la sensibilidad obtenida en la presente investigacién respecto a

la literatura cientifica, se observa una menor sensibilidad de los aislamientos frente



40

a los antibiéticos en estudio, excepto Acido Oxolinico el cual presenta un porcentaje
similar con lo descrito. Asi, Florfenicol a pesar de constituir el quimioterapeutico con
mejor sensibilidad en el estudio (79.8%), este porcentaje es menor con respecto a lo
reportado por Rangdale (1995), quien en un estudio realizado en Escocia determiné
un 100% de sensibilidad in vitro; similar observacion hace Ortiz (2002), reportando
un 95% de sensibilidad frente al mencionado antibidtico en aislamientos nacionales
de F. psychrophilum. Florfenicol ha sido utilizado en ensayos clinicos de laboratorio
y terreno reportando ser muy efectivo via oral, en reducir las mortalidades causadas

por F. psychrophilum en cuadros de flavobacteriosis visceral (Rangdale, 1998).

Se describen buenos resultados en el control de infecciones originadas por
F. psychrophilum mediante la utilizacion de Oxitetraciclina (Lorenzen y col., 1991),
considerandose el antimicrobiano de eleccién (Holt y col. ,1993). Respecto a la
sensibilidad obtenida en esta investigacion (79.5%), ésta fue mayor que el 62%
reportado por Bovet (1995) en un estudio basado en aislamientos de Cytophaga sp.,
pero menor que el 97.8% descrito por Riofrio (2000) y el 95% reportado por Ortiz

(2002).

En relacion a Flumequina, Ortiz (2002) reportd un 94% de sensibilidad,
bastante mas alto al 64.6% observado en el presente estudio. Bustos y col. (1995)
también describen susceptibilidad de cepas chilenas de F. psychrophilum frente a
este antimicrobiano. Ademas, se ha descrito como efectiva en el control de brotes

de RTFS en Alemania (Weis, 1987).
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En relacién a la sensibilidad de F. psychrophilum frente a Enrofloxacino
(69.2%) Riofrio (2000) y Ortiz (2002) reportaron una mayor sensibilidad con un

100% y 97% respectivamente en cepas chilenas.

A diferencia de lo observado en el presente estudio con respecto a la
sensibilidad frente a Amoxicilina (58.9%), Dalsgaard y Madsen (2000) y Riofrio
(2000) describen un 100% de sensibilidad en aislamientos nacionales de F.
psychrophilum frente a dicho antibiético, sin embargo Rangdale (1994) menciona
que ha encontrado aislamientos de F. psychrophilum resistente a Amoxicilina en
lugares donde este antimicrobiano ha sido utilizado extensamente por largos
periodos (sobre tres afos), asi Schmidt y col (2000) en un estudio realizado en
Dinamarca, determinaron un 100% de resistencia a este antibidtico. Alderman
(1998) menciona la emergencia de resistencia de F. psychrophilum a Amoxicilina,
debido a su excesivo uso en terapias, disminuyendo la sensibilidad a la droga con el
transcurso del tiempo. Cabe destacar que en Chile, Amoxicilina fue bastante
efectivo durante los primeros afios de uso, luego fue progresivamente perdiendo
eficacia por las razones expuestas en las citas bibliograficas precedentes (Bustos

P., com. Pers,).

En relacién con Acido Oxolinico, Bovet (1995) y Bustos y col. (1995),
reportaron sensibilidad “in vitro” en aislamientos nacionales frente a este antibidtico,
por su parte Riofrio (2000) constaté sélo un 51.1% de sensibilidad, concordando
con el 51.7 % observado en este estudio. Del mismo modo, Dalsgaard y Madsen
(2000) indican un 48% de sensibilidad frente a este antibidtico y Skarmeta (1996)

evidencio resistencia en 10 de sus 11 cepas espanolas. Acido Oxolinico ha
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evidenciado un reducido efecto terapéutico y se ha abandonado su uso en el
tratamiento de cuadros clinicos provocados por F. psychrophilum (Rangdale, 1998);
Por esta razéon este antibidtico nunca fue muy usado en los casos de

flavobacteriosis (Silva R., com. pers.)

El hecho que cinco de los seis antibi6ticos analizados muestren una menor
sensibilidad a lo descrito en literatura, podria deberse a que los aislamientos de
cepas de F psychrophilum en el estudio fueron realizados varios afios después a los
analizados en la literatura. Al respecto Bruun y col (2000), reportan un incremento
significativo en la resistencia de F. psychrophilum a Amoxicilina en Dinamarca,
considerando que mientras en 1994 no existian cepas resistentes, en 1998 un 36%
de las cepas analizadas fueron resistentes a este antimicrobiano, siendo en este

pais la Amoxicilina utilizada desde 1993.

De este modo, durante este lapso de tiempo las bacterias podrian haber
sufrido cambios por diversos factores, algunos de los cuales se analizaran a

continuacion:

Un factor importante seria la excesiva utilizacién de los antibidticos en la
industria salmonera, ya que segun San Martin (1996), la principal causa de que las
bacterias cambien su patréon de sensibilidad es el empleo indiscriminado de
antibioticos, comenzando a presentarse fracasos frente a una terapia tradicional ya
que se ve favorecida la aparicidon de cepas que han adquirido resistencia ya sea por

mutaciones cromosémicas o bien por adquisicion de plasmidos.
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Flavobacterium psychrophilum adquiere resistencia frente a los antibidticos
por la presencia de plasmidios (Rangdale, 1995). Ortiz (2002) pudo establecer en su
estudio con 21 aislamientos nacionales, cierta relacién entre resistencia bacteriana y
plasmidios. Es asi, como para el Acido Oxolinico determiné resistencia en 7
plasmidiotipos , siendo los tamafios observados entre 2.1 kb y 3.7 kb, similar a lo
que ocurrio para flumequina. En cuanto a Amoxicilina, en 5 plasmidiotipos se
establecio resistencia y el tamano de los plasmidios encontrados vario desde 2.8 kb
a 4.8 kb y para Oxitetraciclina observo en 2 plasmidiotipos cuyos pesos fluctuaron

entre 2.1 kb y 4.8 kb.

En cuanto a la relacién entre uso indiscriminado de antibiético y resistencia
bacteriana, es necesario mencionar la excesiva utilizacion de antibiéticos por parte
de la industria acuicola chilena, ya que para producir una tonelada de salmén, se
usa 75 veces mas antibidtico que en la industria Noruega (Cabello, 2003),
utilizandose para estimular el crecimiento de los peces, prevenir enfermedades
bacterianas y para el tratamiento de estas mismas (Burka y col. 1997), McPherson y
col. (1991) determinaron resistencia de bacterias Gram negativas frente a varios
antibioticos, dichas bacterias fueron obtenidas desde el tracto intestinal, agua vy
sedimento de estanques de pisciculturas y rios del sureste de Estados Unidos, la
resistencia fue asociada a la realizacion de tratamientos con estos agentes
microbianos. Spanggaard y col. (1993) sefialan que existe aumento de la resistencia
a Oxitetraciclina y Acido Oxolinico en bacterias presentes en zonas de cultivos de
salmones en Dinamarca y que la resistencia a Acido Oxolinico se debe al excesivo

uso que se la ha dado a este agente antimicrobiano en la produccion de salmones.
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La presencia de antibidticos residuales también influiria en la apariciéon de
resistencia bacteriana, al respecto estudios han comprobado que los antibidticos
permanecen en el ambiente acuatico de los recintos de acuicultura por periodos
prolongados de tiempo, esto se produce porque estas sustancias son adicionadas
en masa al alimento, el cual no es consumido totalmente, permaneciendo en el
ambiente con la habilidad de seleccionar bacterias resistentes a los antibiticos
(Hektoen y col. 1995). Se ha reportado que la acumulacién de alimento para peces
con antibiéticos en el medio ambiente seria la causa de los niveles de resistencia de
Acido Oxolinico en bacterias presentes en zonas de cultivos de salmones en
Dinamarca (Vaughan y col. 1996). Nygaard y col. (1992) mencionan que los
posibles impactos a causa de los residuos de agentes antibacterianos en el
sedimento de las pisciculturas son cambios en la cantidad y calidad de la flora
bacteriana del sedimento, originando modificaciones organicas en los niveles de
degradacion, efectos toxicos sobre la fauna silvestre y desarrollo de la resistencia

bacteriana.

Hektoen y col. (1995) senalan la persistencia de algunos antibiéticos como
Oxitetraciclina, Acido Oxolinico y Flumequina, por mas de 180 dias en las capas
mas profundas del sedimento, mientras que en las capas superficiales es menor,
principalmente por el mayor arrastre y redistribucion de ellos que por degradacion.
Finalmente, la concentracion de Florfenicol disminuyé rapidamente, calculandose
una vida media de 4.5 dias. Cabe destacar que en la medida que se avanza en el
desarrollo tecnolégico y la presion del consumidor, los equipos de deteccion de
residuos antibidticos son mas sofisticados y hoy en dia, se detectan mayor

residualidad en el mismo periodo de tiempo (Bustos P., com. Pers,).
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Otro factor que pudo haber influido en los bajos porcentajes de sensibilidad
obtenidos, podria deberse al aislamiento de cepas silvestres ya que uno de los
efectos del uso de antibidticos en acuicultura es la seleccion de bacterias
resistentes, tanto en la flora normal de los recintos acuicolas y alrededor de ellos
como entre los patégenos causantes de enfermedades de peces (Alderman y col.
1998), al respecto Miranda y col. (2002) reportd la presencia de bacterias con
resistencia multiple a antibiéticos en el entorno acuatico que rodea a varios recintos

de acuicultura del salmén en Chile. (Miranda y Zemelman, 2002).

En cuanto al porcentaje de sensibilidad de los aislamientos de F.
psychrophilum provenientes de distintas areas geograficas frente a los seis
antibioticos en estudio, se observo que frente a Florfenicol (grafico N° 8),
Enrofloxacino (grafico N° 9) y Oxitetraciclina (grafico N° 11) presentaron porcentajes
de sensibilidad homogéneos entre las distintas zonas geograficas, ademas dichos
porcentajes fueron similares al determinado con la totalidad de los aislamientos
(Tabla N° 4), lo que concuerda con lo observado por Riofrio (2000), quien determiné
en su estudio con cepas chilenas provenientes desde diversas areas geograficas,
una estrecha similitud en sus caracteristicas morfolégicas y bioquimicas,
confirmando la homogeneidad existente entre cepas de esta bacteria. En tanto,
Chakroun y col. (1998), analizaron diferentes cepas de F. psychrophilum,
provenientes de diferentes areas geograficas, no observando ninguna correlaciéon

entre ribotipos y el origen geografico de los aislamientos.

Por el contrario, la bacteria frente a Amoxicilina (grafico N° 6), Acido

Oxolinico (grafico N° 7), y Flumequina (grafico N° 10), no presentaron porcentajes
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de sensibilidad homogéneas entre las distintas zonas geograficas. Precisamente,
estos antibidticos son los que presentaron las menores sensibilidades en el estudio,
situacion que se explicaria por que Amoxicilina adquiere facilmente resistencia,
debido presumiblemente a su mecanismo de accién, ya que actua sobre la pared al
impedir su transpeptidacion (Sumano, 1997), en tanto el sitio de acciéon de Acido
Oxolinico y Flumequina es sobre DNAgirasa, lo que no facilita el desarrollo de
resistencia, pero lamentablemente esto se ha producido por el excesivo uso luego

de los buenos resultados iniciales (Luders C., com. pers.).

Con los mencionados antecedentes, se podria inferir que la heterogeneidad
de la sensibilidad de la bacteria frente a las drogas en cuestién con respecto a las
zonas, se deberia al excesivo uso en aquellas en que se observa mayor resistencia,
observandose entre Acido Oxolinico y Flumequina resistencia cruzada debido a que
ambas pertenecen al grupo de las quinolonas (Luders C., com. pers.). Esto se
evidencia en la zona Lago Llanquihue y Lago Natri, que presentaron porcentajes de
sensibilidad mucho mas bajos tanto para Acido Oxolinico como para Flumequina.

En cuanto a la susceptibilidad antibiética de F. psychrophilum provenientes
de diversos cuerpos de agua (grafico N° 12), de diferentes especie salmonidea
(grafico N° 13) y de distintos pesos de la especie salmonidea (grafico N° 15),
presentaron porcentajes de sensibilidad similares a lo observado en la totalidad de
los aislamientos (Tabla N° 4), es decir, en general siguen un mismo patrén,
concordando con lo descrito en la literatura. Al respecto, tanto Riofrio (2000) como
Ortiz (2002) en estudios con aislamientos nacionales de F. psychrophilum, se
observd que los porcentajes de sensibilidad de cepas provenientes de distintas

especies salmonideas y de cepas procedentes de diversos cuerpos de agua,
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presentaron el mismo patrén de sensibilidad que se presentd en la totalidad de los
aislamientos. Con respecto a la variable peso no existe antecedentes descritos ni
publicados para confrontar los resultados obtenidos en este estudio. A partir de lo
anteriormente mencionado y a los resultados obtenidos en este estudio, podria
inferirse que no existe relacién entre la sensibilidad antibidtica de F. psychrophilum

con respecto a las variables de especie salmonideas y cuerpos de agua.

En relacion al porcentaje de sensibilidad de los aislamientos de F.
psychrophilum provenientes desde las estaciones del afio (grafico N° 14), se
observd que la sensibilidad frente a Oxitetraciclina y Enrofloxacino en las cuatro
estaciones son similares a los porcentajes de la totalidad de los aislamientos (Tabla
N° 4) y que junto con Florfenicol siguen mostrando los mayores porcentajes de
sensibilidad. En cuanto a Acido Oxolinico, tal como en los porcentajes de la totalidad
de los aislamientos (Tabla N° 4), constituye el antibiético en que la bacteria presentd
los menores porcentajes de sensibilidad en tres estaciones del afo, en tanto, en
Verano la menor sensibilidad la constituyo frente a Amoxicilina. Se observa que los
antibioticos que presentaron menor sensibilidad (Amoxicilina y Flumequina)
mostraron mayor heterogeneidad en cuanto al porcentaje de sensibilidad entre las
estaciones del afno, ademas en la estacién de Verano, se observd variaciones al
comparar las sensibilidades frente a Florfenicol, Amoxicilina y Flumequina con
respecto al porcentaje de sensibilidad que obtuvieron con la totalidad de los
aislamientos. Situacién que no necesariamente se adjudicaria a altas temperaturas
en esta estacion, debido a que en muchas pisciculturas se manejan la temperatura,

mas bien, este efecto es fortuito y derivado de la casuistica que no permite
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comparaciones apropiadas, existiendo riesgo de interpretacion equivocada (Bustos

P., com. pers.)

En el presente estudio se analizaron los datos de sensibilidad in vitro de F.
psychrophilum a través de antibiograma, el cual constituye una referencia acerca de
los antibidticos que tendrian una buena eficacia terapéutica. Sin embargo, para
tomar la mejor decisién en la eleccion de la droga a utilizar para el tratamiento de un
brote determinado, existen otros factores claves que evaluar del producto quimico
terapéutico, entre ellos: si es un bacteriostatico o bactericida, la concentracion
minima inhibitoria y como se relaciona con la concentracion plasmatica,

biodisponibilidad de la droga, entre otros.
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7.- CONCLUCIONES

Existe diferencia en la susceptibilidad antibiética de Flavobacterium
psychrophilum en casos clinicos proveniente de distintas areas geograficas
frente a Amoxicilina, Acido Oxolinico y Flumequina. Esto podria deberse al

mayor o menor uso de la droga.

No se encontré diferencia en la susceptibilidad antibiética de Flavobacterium

psychrophilum en casos clinicos provenientes de diversos cuerpos de agua.

No se encontré diferencia en la susceptibilidad antimicrobiana de
Flavobacterium psychrophilum en casos clinicos presentes en diferentes

especies salmonideas.

No se encontr6 diferencia en la susceptibilidad de Flavobacterium
psychrophilum en casos clinicos en relacion al peso de la especie

salmonidea.

No se puede concluir si existe diferencia en la susceptibilidad antibiética de
Flavobacterium psychrophilum en los casos clinicos registrados en las

distintas estaciones del afio, debido a falta de informacion.
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Anexo N° 1= Areas y sus referencias geograficas, segun divisién realizada por

SERNAPESCA.
Zona Limites y referencias geograficas
Maule Lmte. Norte: Pta. Curaumilla
Lmte. Sur: 36° L.S.
Concepcion/ Lmte. Norte: 36° L.S.
Nehuentué Lmte. Sur: 39° L.S.
Lmte. Norte: 39° L.S.
Valdivia Lmte. Sur: 40° 20' L.S.
Lmte. Este: 73° W
Lmte. Norte: 39°L.S.
A Lmte. Sur: 40° 20'L.S.
Panguipulli

Lmte. Oeste:73°W- Incluye Lagos Ranco, Panguipulli, Rifiihue,
Maihue

Lago Rupanco

Lago Llanquihue

Lago Chapo

Osorno

Lmte. Norte: 40°20' L.S.
Lmte. Sur: Pta. Puga hasta Limite con Argentina - Excepto Lagos
Puyehue, Rupanco, Llanquihue, Chapo.

Estero Reloncavi

Seno Reloncavi

Incluye Puerto Montt, Chinquihue, llque, Huenquillahue, Huelmo,
Pta. Guatral, Isla Guar, Bahia Lenca, Contao, La Poza, Aulen.

Fiordo Comau

Lmte. Oeste: 73°W hasta Pta. Chulao — Incluye Canal Llancahue,
Canal Cholgo, Canal Hornopirén

Calbuco / Chiloé
Insular Norte

Lmte. Sur: 42° L.S.
Lmte. Este: 73° W - Incluye Calbuco, IslaTautil, Canal Huito, Isla
Tabon, Bahia Manao, Bahia Linao, Bahia de Ancud.

Castro

Lmte. Norte: 42° L.S.
Lmte. Sur: 43° L.S.
Lmte. Este: 73° W

Lago Huillinco

Incluye Lago Cucao




Lmte. Norte: Pta. Chulao

Chaitén Lmte. Sur: 43° LS.
Lmte. Oeste: 73° W
Lmte. Norte: 43° L.S.

Chiloé Sur Lmte. Sur: 43° 40' L.S.
Incluye Lagos Tarahuin y Tepuhueco

Lago Natri

Ci Lmte. Norte: 43° 40' L.S.

ISnes Lmte. Sur: 44° 58' L.S.

Lmte. Norte: 44° 58' L.S.

Aysén Lmte. Sur: 46° L.S.
Lmte. Norte: 51° L.S.

Natales

Lmte Sur: 522 L.S.

Punta Arenas

Lmte. Norte: 52° L.S.
Lmte. Sur: 54° L.S.
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