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1. RESUMEN

Desde el primer brote por Yersinia ruckeri en 1991 que afectdé la industria
comercial de salmoén, esta bacteria ha generado pérdidas econdmicas importantes
debido ha mortalidades en alevines de salmoén del atlantico (Sa/mo salar) y también por
el uso de vacunas y antimicrobianos en su control. Lo anterior ha motivado el presente
estudio, con el objetivo de caracterizar Y. ruckeri bioquimicamente,
electroforéticamente y determinar su comportamiento frente a los antimicrobianos mas
corrientemente utilizados.

En este estudio fueron analizadas 18 cepas, incluyendo una cepa tipo (ATCC
29473), aisladas de salmon del atlantico entre junio de 1993 a mayo de 1996,
colectadas de pisciculturas de la Xa region.

Algunos de los aislados analizados presentaron similitud bioquimica con la
cepa tipo. Otras cepas contrariamente, mostraron diferencias bioquimicas,
particularmente la ausencia de motilidad y de hidrolisis de tween 80, grupo claramente
definido dentro de los aislados chilenos. Ademas, la fermentacion del sorbitol fue
positiva en cepas de serotipo [ y II.

El analisis electroforético de los aislados por SDS-PAGE mostr6 12 bandas
proteicas con un rango de pesos moleculares de 18 a 97 kDa. Basado en la migracion
proteica, tres grupos definidos fueron detectados. Sin embargo, no fue posible
establecer una relacion entre estos grupos electroforéticos con los grupos
pertenecientes a cepas moviles o inmoviles, cepas resistentes a antimicrobianos o
diferentes variedades seroldgicas de la bacteria.

Acido oxolinico, fue el unico antimicrobiano al cual las cepas resultaron
resistentes (27,7% de los aislados) e incluyen cepas moviles e inmoéviles. Todas las
cepas fueron sensibles a oxitetraciclina, flumequina, florfenicol y sulfametoxazol -
trimetoprim.

Palabras claves : Yersinia ruckeri, caracterizacién bioquimica, resistencia antibiotica,
electroforesis - SDS, salmoén del atlantico.



2. SUMMARY

Since the first outbreak of Yersinia ruckeri in 1991 which afiected the
commercial salmon industry, this bacterium has generated important economic losses
due to the mortalities in Atlantic salmon (Salmo salar) fry and also to the use of
vaccines and antimicrobians for its control. This has motivated the present study which
objectives is to characterize biochemically, electroforetically and also to determine its
behavior against the most currently used antimicrobians

In this study 18 strains were analyzed including the type strain (ATCC 29473),
isolated from Atlantic salmon between June of 1993 to May of 1996, samples were
collected in fish farms in the 10 region.

Some of the isolate analyzed showed biochemically similar to the type strain
(Hagerman strain). Other strains on the contrary, showed biochemical differences,
particularly the absence of mobility and hydrolyze of tween 80, group clearly defined
within the Chilean isolates. In addition, the fermentation of the sorbitol was positive in
strains of serotype I and II.

In relationship to the characterization of the proteinie components analyzed
through the electroforetic in gels of polyacrylamide - SDS, it was determined 12
different proteinic bands with molecular weights that go of 18 kDa to 97 kDa, being
defined 3 groups according to proteinic migration , these group could not be associated
with mobile or immobile strains, strain resistant to antimicrobians or different
serological varieties .

Oxolinic acid, it was the only antimicrobians to which the strains resulted
resistant (27,7%), being presented in mobile and immobile strains, for the case of
oxytetracyclyne, flumequine, florfenicol and sulfametoxazol - trimetoprim the strains
resulted sensitive.

Key words : Yersinia ruckeri, electroforetic, - SDS, Atlantic salmon.



3. INTRODUCCION

La salmonicultura en Chile como actividad productiva a escala comercial se
origina en la década de los 80, consoliddndose a través de los afios como un area de
gran importancia econdmica (Méndez y Munita, 1989). De esta manera, actualmente es
el segundo productor mundial después de Noruega con una produccion de 142.986
toneladas de salmonideos de los cuales 58 % corresponde a salmon del atlantico
(Salmo salar), en el periodo comprendido entre enero-noviembre de 1997, lo que
genero divisas por 595.755 millones de dolares (Vidal, 1998).

Este crecimiento no solo se ha reflejado en cifras de exportaciones, utilidades e
inversiones, sus dimensiones sociales se hacen cada vez mas palpables y necesarias,
generando alrededor de 17.500 empleos en forma directa y aproximadamente 8.000
mas en forma indirecta en empresas ubicadas entre las X y XII regiones (Infante,
1996).

Haciendo una evaluacion objetiva de la realidad acuicola nacional, se puede
observar que la industria salmonera carece de importantes elementos de sostén como;
laboratorios de referencia, estandarizacion en técnicas diagnosticas, unificacion de
criterios diagnosticos en el ambito nacional y otros (Bustos, 1998), que deben ser
considerados como un gran desafio, ya que, en el contexto mundial la situacién chilena
es cada vez menos ventajosa (Bustos, 1996). En este sentido, Campos (1995) asevera
que el futuro de la industria va a depender en gran medida, de la prevencion y control
que se realice sobre las enfermedades.

En el cultivo de peces, las manifestaciones de brotes de enfermedad estan
determinadas por factores tales como: las altas densidades de cultivo, las tasas de
contacto entre huésped y patdogeno, el estrés del manejo productivo, las variaciones
estacionales en la temperatura del agua, la resistencia natural de los peces y el estado
inmune de la poblacion (Busch, 1982; Solervicens, 1995).

Por otra parte, en relacion con agentes bacterianos las compaifiias salmoneras se
encontraban en un lugar de privilegio respecto a paises competidores, sin embargo,
estimaciones hechas en la actualidad responsabilizan a los cuadros bacterianos como
los causantes del 42 % de las pérdidas totales en el ciclo de produccion, las que para el
afno 1997 fueron calculadas en US$ 164 millones (Bustos, 1998).



Una de las principales enfermedades bacterianas en la salmonicultura mundial
es la Enfermedad Entérica de la Boca Roja (ERM = Enteric Redmouth Disease), que
en los afios 50 estuvo asociada con alta mortalidad en pisciculturas de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) en el Valle de Hagerman, Idaho (Davies y Frerichs, 1989;
Rodgers, 1991). En 1966 Ross (Wobeser, 1973) describié por primera vez la bacteria
asociada a esta condicion patoldgica, la cual fue denominada como Yersinia ruckeri
(Ewing y col., 1978; Bergey' S Manual, 1986).

La Enfermedad Entérica de la Boca Roja es una infeccion sistémica de curso
agudo a crénico que afectd primariamente a la trucha arcoiris (O. mykiss), aunque
todos los salmonideos y algunas especies no salmén. En Chile, el salmén del atlantico
(S. salar) es el mas afectado, siendo susceptibles stocks nacionales e importados. Cabe
mencionar ademds que para el caso de la trucha arcoiris (O. mykiss) nacional o
importada aun cuando en esta se ha detectado la presencia del patdégeno, no se ha
informado del desarrollo del cuadro clinico (Enriquez,1998").

En infecciones créonicas la Enfermedad Entérica de la Boca Roja produce
pérdidas relativamente bajas las que pueden llegar a ser dramaticamente altas cuando
las condiciones del agua son inadecuadas o cuando los peces son expuestos a
condiciones de estrés (Inglis y col., 1993).

Yersinia ruckeri, es un bacilo gram negativo corto (1.5-2.0 um por 0,5 um) que
se observa so6lo o asociado en pequenas cadenas. Estudios con hibridaciéon de ADN y
determinaciéon de la relacion citocina - guanina confirman que el microorganismo
pertenece a la familia Enterobacteriaceae (Bullock y col., 1978; Austin y col., 1982).
Por otra parte, la presencia de flagelacion peritrica le confiere a Y. ruckeri la
caracteristica de motilidad, la cual estd relacionada con la temperatura de incubacion.
Es asi como son moviles aquellas cultivadas entre 18 a 27 °C. A 9 °C los flagelos estan
presentes pero no son funcionales, encontrandose totalmente atenuados a 35°C con
completa pérdida de motilidad. Cabe mencionar ademas, que la temperatura 6ptima de
crecimiento para esta bacteria se encuentra entre los 22 y 25 °C (O'Leary y col., 1979;
Furones y col., 1993).

El nimero y rango geografico de los aislados de Y. ruckeri indican que es
comun en peces y ambientes acuicola, estando los brotes de la enfermedad
relacionada con cultivos intensivos (Inglis y col., 1993). La diseminacion de esta
patologia se debi6 en gran medida a la falta de programas de control, ademas de que en
el estado subclinico es altamente infecciosa y de facil transmision (Mc Daniel, 1971).

! Comunicacion personal. Dr. Ricardo Enriquez.
Ictiopatologia. Universidad Austral de Chile.



Esta transmision de tipo horizontal no necesita el contacto directo entre los peces, ya
que la bacteria se transmite a través del agua (Alvarado, 1990).

En el cuadro clinico los peces aparecen letargicos de color oscuro y
frecuentemente exhiben una condicion debilitada debido a la anorexia, pudiendo
desarrollar en algunas ocasiones procesos hemorrdgicos alrededor de la boca,
mandibula y opérculo (Furones y col.,1993). También pueden presentar exoftalmia y
ceguera producto de la ruptura de la cornea. Internamente, se describen hemorragias en
el bazo, ciegos piloneos, tejido adiposo, vejiga natatoria y tejido muscular. El intestino
posterior se encuentra sin alimento y puede presentar un aspecto distintivo en algunos
casos con material acuoso o mucoide amarillento (Austin y Austin., 1989; Rodgers,
1991).

Actualmente, la Enfermedad Entérica de la Boca Roja ha sido referida como
"Yersiniosis" debido a que a menudo las caracteristicas areas enrojecidas alrededor de
la boca y opérculo no aparecen en los peces afectados sin observase como la clésica
"boca roja" (Frerichs y col., 1985; Inglis y col., 1993).

Las subdivisiones de Yersinia ruckeri se basan en reacciones serologicas
reconociéndose 6 serotipos: el I o de Hagerman; el I o Salmonid Blood Spot (SBS); el
IT o O'Leary; el Il o Australiano; el IV que fue excluido ya que por hibridacién de
DNA se determind que no correspondia al género Yersinia; el V o de Colorado y
finalmente el serotipo VI o de Ontario (Daly y col., 1986, Inglis y col., 1993).

La mayoria de los brotes de Yersiniosis son causados por cepas del serotipo I o
Hagerman, pero también han ocurrido cuadros clinicos producidos por los serotipos I,
IL, IIT y V (De Grandis y Stevenson., 1985; Daly y col., 1986).

En Chile, el primer aislamiento de Yersinia ruckeri fue realizado en 1983 desde
el intestino de una carpa comun (Cyprinus carpio} capturada en el rio Valdivia
(Enriquez y Zamora, 1987). En los cultivos comerciales de salmon fue detectada en el
ano 1991 y a partir de esa fecha ha estado presente tanto en lagos como en pisciculturas
de la X regién. Mayoritariamente los aislamientos han sido de cepas serotipo I
detectandose solo en forma ocasional el serotipo II (Enriquez, 19977).

Como medio de cultivo para Yersinia ruckeri, se ha utilizado el agar de soya
tripticasa (TSA) en donde las colonias crecen, normalmente con un didmetro de 1 a 2
mm, redondas, lisas, ligeramente convexas y con bordes completos. Estas colonias no
presentan fluorescencia bajo la luz ultravioleta pero pueden aparecer ligeramente

? Comunicacién personal. Dr. Ricardo Enriquez.
Ictiopatologia. Universidad Austral de Chile.



iridiscentes al reflejo de la luz. A la luz natural son traslucidas con un color blanco
cremoso, el olor producido durante el crecimiento en este medio, es distintivo y Gnico
entre los patdgenos bacterianos de los peces (Busch y Lingg, 1975; Austin y col., 1982;
Busch, 1982; Furones y col., 1993). La bacteria crece tanto en condiciones aérobicas
como anaerdbicas en cualquiera de los medios primarios enriquecidos, dentro de un
rango de pH entre 6.5 a 7.7, en un tiempo que va desde las 12 a 96 horas (Amend y
col., 1983). En relacion con el crecimiento de Y. ruckeri en otros medios de cultivo
Ewing y col. (1978) determinaron que el 100 % de los aislados crece en agar Mac
Conkey, el 88 % crece en agar Samonella Shigella, 56 % en agar bilis Verde Brillante
y no crece en agar Bilis Verde Brillante enriquecido con selenito.

En casos clinicos de Yersiniosis el diagndstico se realiza a través del
reconocimiento de la signologia junto al aislamiento de Y. ruckeri desde 6érganos como
riton, higado o cerebro (Shorts y Nemetz, 1993). En el caso de portadores
asintomaticos la muestra debe tomarse desde el intestino posterior para su siembra en
TSA, incubacion a 20-24 °C por 48 horas y posterior reconocimiento de la morfologia
tipica de las colonias (Busch y Lingg, 1975; Bullock y Snieszko, 1979; Mc Daniel,
1979; Noga y col., 1988). El diagnostico presuntivo de la enfermedad est4 basado en la
aislamiento inicial de un bacilo gram negativo y citocromo oxidasa negativo (Busch,
1982). La confirmacién diagndstica se realiza a través del uso de antisueros especificos
en pruebas de aglutinacion en placa y en procedimientos con fluorescencia (Me Daniel,
1979; Barja y Toranzo, 1988).

Para la caracterizacion bioquimica de este agente se han utilizado los métodos
convencionales y nuevas herramientas diagnosticas como el sistema API-20E, sin
embargo, API-20E en muchos casos no discrimina entre Yersinia ruckeri y la
enterobacteria Hafnia alvei (Austin y Austin, 1989; Romalde y Toranzo, 1991).
Bioquimicamente, Yersinia ruckeri se describe como un grupo homogéneo en sus
caracteristicas. Es un microorganismo con metabolismo fermentativo, positivo a
pruebas como motilidad, rojo-metilo, degradacion de gelatina y tween 80, reduccion de
nitratos, produccion de acido a partir de maltosa, manitol, trehalosa, glicerol y negativo
a citocromo oxidasa, voges-proskauer, desaminacion de la fenilalanina, degradacion de
esculina, gas de glucosa, fluorescencia, produccion de indol, producciéon de hidrogeno
sulfurado en TSI, produccion de acido a partir de lactosa, sacarosa, inositol, arabinosa,
sorbitol, salicina, rhamnosa y xilosa (Wobeser, 1973; Ewing y col., 1978; O'Leary y
col., 1979; Stevenson y Daly, 1982; Austin y Austin, 1989; Davies y Frerichs, 1989;
Furones y col., 1993). Sin embargo, se han reportado resultados variables en algunas
pruebas como rojo-metilo, voges-proskauer, motilidad a 25°C, liquefaccion de la
gelatina, fermentacion del sorbitol y arabinosa (Stevenson y Daly, 1982).



El control de Yersiniosis en salmonideos de cultivo se realiza a través de
vacunaciones y agentes antimicrobianos, unido a condiciones de cultivo y manejo
adecuados. Desgraciadamente, las vacunaciones no dan un 100% de proteccion y el
uso de antibidticos aun es requerido en ciertas circunstancias (Rodgers, 1991).
Oxitetraciclina, acido oxolinico y sulfamerazina se utilizan para tratar la enfermedad,
los cuales pueden controlar el problema, pero su uso a la vez causa una serie de
desventajas, tales como desarrollo de resistencia bacteriana, recurrencia de nuevos
brotes y altos costos (De Grandis y Stevenson, 1985; Johnson, 1989; Rodgers, 1991).
Los errores mas comunes detectados que predisponen a la aparicion de cepas
resistentes se refieren a los siguientes aspectos: tratamientos no avalados por pruebas
de sensibilidad, bajas dosis, interrupcion o disminucién del tiempo minimo
recomendado, errores de célculo, uso reiterativo de un solo antibiotico (Jarpa, 1990).

Con la finalidad de que se contribuya en determinar el comportamiento de este
patdégeno en nuestro ecosistema, para lo cual se caracterizd aislados nacionales de
Yersinia ruckeri bioquimicamente, electroforéticamente y se determind su
comportamiento frente a los antibidticos actualmente de mayor uso en Chile, se realizo
el presente estudio.



4. MATERIAL Y METODO

4.1 MATERIAL.

4.1.1 Material Biologico.

El presente estudio se realizd en el Laboratorio de Ictiopatologia de la Facultad
de Ciencias Veterinarias de la Universidad Austral de Chile. Para esto, se utilizaron 18
cepas de Yersinia ruckeri (Tabla 1) pertenecientes al cepario de la Unidad, las cuales
fueron confirmadas serologicamente por aglutinacion répida en placa. Los aislamientos
se efectuaron desde salmoén del atlantico (Salmo salar) afectados clinicamente,
muestreados entre junio de 1993 a mayo de 1996, desde centros de cultivo en la Xa
region.

TABLA N° L. Cepas de Yersinia ruckeri aisladas desde salmon del atlantico (Salmo
salar) indicando serotipo, fecha y lugar de aislamiento.

Cepa Serotipo Fecha de aislamiento Lugar de aislamiento
1 1 15/11/1993 Lago Llanquihue
2 1 13/01/1994 Mar
3 1 21/04/1995 Lago Llanquihue
4 1 27/12/1994 Lago Llanquihue
5 1 21/11/1995 Lago Llanquihue
6 1 10/06/1993 Mar
7 1 09/12/1994 Lago Llanquihue
8 1 29/12/1995 Lago Llanquihue
9 1 09/04/1996 Lago Rupanco
10 1 31/11/1995 Lago Llanquihue
11 1 10/11/1995 Lago Llanquihue
12 1 26/12/1994 Lago Llanquihue
13 1 18/03/1995 Lago Rupanco
14 1 11/04/1996 Mar
15 1 31/10/1995 Mar
16 1 14/03/1995 Lago Rupanco
17 1 ATCC (29473)
18 II 10/04/1995 Lago Llanquihue




4.1.2 Material de laboratorio

El material utilizado para realizar las pruebas bioquimicas y sensibilidad
antibidtica, es el de uso rutinario en el laboratorio de diagndstico Ictiopatologico. Por
otra parte, la electroforesis de los componentes proteicos de Y. ruckeri se efectud en el
Instituto de Inmunologia de la Universidad Austral de Chile.

4.1.2.1 Caracterizacion bioquimica.
Se preparo la siguiente bateria de 26 pruebas bioquimicas estandarizadas.

-Citocromo Oxidasa.
-Oxidacion/Fermentacion de la glucosa.
-Motilidad en medio semi-solido.
-Reduccion de Nitratos.
-Produccion de Indol.
-Produccion de Hidrogeno Sulfurado (H,S en tiras de acetato de plomo).
-Prueba de Rojo-Metilo.
-Prueba de Voges-Proskauer.
-Prueba de la Desaminacion de la Fenilalanina.
-Gas de Glucosa.
-Fluorescencia.
-Degradacion de :  Esculina.

Gelatina.

Tween 80.

-Produccién/acido de:
Salicina.
Trehalosa.
Sacarosa.
Lactosa.
Xilosa.
Manitol.
Glicerol.
Sorbitol
Maltosa.
Inositol.
Arabinosa.
Rhamnosa.
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4.1.2.2 Caracterizacion Electroforética.
La electroforesis se efectuo a través de geles de Poliacrilamida - SDS.
4.1.2.3 Sensibilidad Antibiotica.

Se utilizo agar Miieller-Hinton y sensidiscos cuya concentracion se describe en
la Tabla 2.

TABLA N° 2. Antibioticos y concentracion utilizada para la prueba de sensibilidad.

Antibioticos Concentracion (ng)
Ac. Oxolinico 2
Oxitetraciclina 30
Flumequina 30
Florfenicol 30
Sulfametoxazol-Trimetoprim 25

4.2 METODO

4.2.1 Obtencion de las cepas.

Cada cepa identificada adecuadamente, se sembré en TSA (agar de Soya
Tripticasa) por 24 a 48 horas a 22°C, una vez obtenido un buen crecimiento de las
colonias se efectuaron las pruebas bioquimicas y se determind la sensibilidad
antibidtica, ademas, se multiplicé cada cepa en cinco placas de TSA para asi poder
obtener un pellet que permitiera procesarla por medio de electroforesis.

4.2.2 Caracterizacion bioquimica.

Todas las pruebas se realizaron en tubos segiin la metodologia descrita para
cada una de ellas las cuales ya estan estandarizadas, incubandose a 22 °C por 48 horas,
transcurrido este tiempo se procedid a su interpretacion.
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4.2.3 Caracterizacion Electroforética.

4.2.3.1 Obtencion de Proteinas de Yersinia ruckeri

La obtencion de las proteinas de Yersinia ruckeri se realizd mediante el
procedimiento descrito por Tabatabai y col (1979) para Brucella y modificado por
Onate y Folch (1989). Las bacterias fueron inactivadas por 24 horas en metanol al 60
% p/v, luego fueron lavadas con solucion de NaCl al 0.85 % p/v, y centrifugadas a
3500-4000 rpm por 15 minutos, este tltimo paso se repitid tres veces para obtener asi
bacterias libres del medio de cultivo. Luego las bacterias fueron colocadas en solucion
salina hipertonica de NaCl 1 M y citrato de sodio 0.1 M y mantenidas durante 24 horas
a 4°C. La suspension se sometio a sonicacion (Ultrasonic Homogenizer 4710 series),
durante 10 minutos a 60 Watt y luego se centrifugaron a 12.000 x g por 20 minutos a
4°C (Sorvall RC 28S). Posteriormente con la finalidad de concentrar las proteinas, el
sobrenadante se dializé utilizando para ello bolsas de membrana de celulosa regenerada
(Cellu Sep tm T3 Regenerated Cellulose Tubular Membrana), con poros de 4.000-
6.000 Dalton, procediendo de la siguiente forma:

- Hervir por 5 minutos las bolsas en EDTA al 1 %.

- Lavar con agua destilada para eliminar todo residuo de EDTA.

- Llenado de las bolsas, selladas con hilo e identificadas unitariamente.
- Las muestras se sumergieron en suero fisioldgico al 0.4%.

- Se mont¢ el contenedor sobre un agitador magnético de movimiento continuo, por un
tiempo de 48 horas, dentro de las cuales se cambi6 la solucion entre 2 a 3 veces al dia.

Luego de efectuada la didlisis, con la finalidad de concentrar mas las proteinas,
cada bolsa que contenia las muestras fue espolvoreada con PEG (Polietilen Glicol).
Posterior a esto se centrifugaron a 20.000 r.p.m. por 20 minutos y finalmente las
muestras se concentraron durante 2 horas (Speed Vac SC-110). Las proteinas asi
obtenidas fueron conservadas a -20°C.
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4.2.3.2 Determinacion de la Concentracion de Proteinas de Yersinia ruckeri.

La cuantificacién de las proteinas se realizd6 mediante el método de Bradford
(1976). Para lo cual se tom6 1 mi del reactivo con 10 ul de muestra a analizar y se leyo
la absorvancia a 595 nm (Shimadsu UV-Visible 120-02), contra un blanco de solucion
Bradford. Luego se calculd la concentracion mediante la lectura de la absorvancia
interpolando a una curva de calibracion obtenida en el Instituto de Inmunologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad Austral de Chile.

4.2.3.3 Electroforesis en Geles de Poliacridamida - SDS.

Con el objetivo de caracterizar las cepas nacionales a través de los pesos
moleculares de sus proteinas, se realizo electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS (Dodecil sulfato de sodio) (Sigma Chemical Company). Con un
sistema discontinuo de tampones segun el método de Laemmli (1970). EI gel usado
contenia una relacion de acril bis acrilamida de 30: 0.8% p/v, el que fue dispuesto entre
placas de vidrio de 17 x 15 cm, con espaciadores de 1 mm sellados con glicerina y
sujetos por pinzas. Se utilizo un gel separador al 8 % p/v de acril bis acrilamida con
tampon Tris - glicina pH 8,8 al 1.5 M, en presencia de SDS al 10% p/v seguido de un
iniciador como persulfato de amonio (NH4), S,0g y un catalizador N', N', N', N'-
tetrametilendiamina al 99% (TEMED), todos los reactivos usados fueron Sigma
Chemicals Co.

Una vez polimerizado el gel separador, se colocod sobre éste un gel espaciador
que contenia 5% p/v de acril bis acrilamida con tampon Tris - glicina pH 6,8 en
presencia de SDS al 10% p/v y TEMED al 99% p/v. Antes de polimerizar el segundo
gel, se coloco una peineta para asi hacer los pocillos sobre los cuales se depositaron las
muestras. Previo a la corrida, las muestras de proteinas se prepararon en tampon de
Tris - HC1 pH 6.8, 0.125 M, SDS 5% p/v, glicerol 25% p/v y 0.05% p/v azul de
bromofenol, adiciondndole 5% p/v de 2- mercaptoetanol y calentdndola a 100 °C por 2
minutos. La electroforesis fue corrida en buffer Tris - glicina pH 8,3 en presencia de
SDS al 10 % p/v durante 20 minutos a 15 mA para el gel espaciador y 50 minutos a 20
mA para el gel separador.
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4.2.3.4 Tincion de los Geles de Poliacrilamida para Visualizar Proteinas.

Las proteinas obtenidas de Y. ruchen fueron corridas en gel de poliacrilamida -
SDS, segun el procedimiento descrito anteriormente. La visualizacion se realizo
mediante el tratamiento del gel con una solucién de tefiido que contiene Azul de
Coomasie G 0.3 % p/v (Sigma Chemical Co.) en 50 % p/v de metanol y 10 % p/v de
acido acético, en la que se mantuvo durante 24 horas a temperatura ambiente.
Transcurrido este periodo, el gel fue pasado a una solucioén de destefiido que contiene
etanol 70 % p/v y acido acético 10 % p/v, con lo cual se realizaron varios lavados hasta
lograr las bandas de proteinas nitidas.

4.2.3.5 Determinacion de los pesos moleculares.

El célculo de los pesos moleculares se obtuvo a través de un grafico en base al
logaritmo del peso molecular de las proteinas estdndares versus Rf, que corresponde a
la distancia de migracion del colorante. De esta manera se puede calcular en forma

aproximada el peso molecular de las proteinas obtenidas en geles de poliacrilamida -
SDS(Fig. 1).

P D208

Fig. 1. Curva de calibracion de los estindares de peso molecular conocido en gel de
poliacrilamida, obtenido a partir de seis proteinas con los siguientes pesos: Miosina (205
kDa), Galactosidasa (116 kDa), Fosforilasa b (97 kDa), Albumina de Suero Bovino (66
kDa), Ovoalbtimina (45 kDa), Anidrasa Carbénica (29 kDa).
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4.2.4 Susceptibilidad antibiética.

Cada cepa fue procesada segin el método de difusion en agar Método de Kirby
Bauer (Otth, 1990) con el objetivo de evaluar la respuesta frente a los antibidticos. La
suspension bacteriana se prepard en una solucion de suero fisioldgico estéril (NaCl
0.85%), con una torula de algodon hidréfilo estéril se sembro la placa de agar Miieller-
Hinton en 2 a 3 direcciones, distribuyéndose homogéneamente sobre la superficie del
agar, posteriormente se aplicaron los sensidiscos incubandose por 18 horas a 20-25 °C.

Al momento del célculo de los halos de inhibicién de cada cepa, se procedid
realizando tres mediciones, de manera que el resultado final que fue un promedio de

dichos valores se compard con los halos de inhibicion estandares descritos en la Tabla
3.

TABLA N° 3. Halos de inhibicién estandares descritos segin resistencia, sensibilidad
intermedia v sensibilidad total.

Agente Sigla Resistente Intermedio Sensible
Antimicrobiano * (R) @M oS
Ac. Oxolinico AOX <10 mm > 11 mm
Oxitetraciclina OXT <14 mm 15- 18 mm > 19 mm
Flumequina UB <16 mm 17- 19 mm > 20 mm
Florfenicol FFC <16 mm 17 - 20 mm > 21 mm
Sulfametoxasol- SX-TR <10 mm 11-15mm > 16 mm
Trimetoprin

* Fecha de vencimiento Octubre 1997.
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En la Tabla 4, se presentan las caracteristicas bioquimicas de cepas de Yersinia
ruckeri aisladas de salmén del atlantico (S. salar) desde Junio de 1993 a Mayo de
1996, muestreadas en la Xa region.

TABLA N° 4. Caracteristicas bioquimicas de cepas de Y. ruckeri aisladas desde
salmon del atlantico (S. salar), cultivadas por 48 horas a 22 °C.

Pruebas CEPAS

Bioquimicas 112 |3(4|5|6|7|8|9(|10)11(12]13 (1415|1617 |18
Citocromo Oxidasa -l -t -1 -1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-
Oxid/Ferm. de la glucosa F|F|F|F|F|F|F|F|F|F|F|F|F|F|F|F|F]|F
Mot. en medio semi-so6lido MIMM|T IMM|T|T|T|[T|[T|[T|T|M|T|M|M[M
Reduccién de nitratos S I B N e o O U i O s O R O O O s
Produccioén de indol N D D T e e e e
Prod.de H,S (acetato de plomo) + |+ [+ |+ + |+ +]|-]+]|+[+]+]|+]-|+[+]|+] -
Prueba de rojo-metilo S T S S o S I S S N N I S I N N S I S O S
Prueba de voges-proskauer i e e e e e i A S
P. de Des. De la Fenilalanina - - - - - - - -
Gas de glucosa +l+ |+ - --1+-1-1-1-1-1-1+|-1-1-1-
Fluorescencia - -1t -1-1-1-=1-1-=1-1-1-71-=1-°1-1-1-1-
Degradacion de: Esculina -l -t - -1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-
Gelatina L e I I O T s e o o e O O
Tween 80 +{+ [+ -+|+---1-1-1-1-/+|-/|+|+]+
Produccion /acido de: Salicina S I R I I T S i I I I A I A R R
Trehalosa +l+ |+ 1+l + |+ [+ |+ [+ 1+ + ]+ + 4+ ]+ [+ ]+ -
Sacarosa S I e U I T U U T I I R
Lactosa -l - - - -1-1-1-1-1-1-{-1-1-1-1-1-1-
Xilosa SO e R D I e e e
Manitol S I S I O o I s o o I o O oo O i o
Glicerol o I I S I I O N I N I S A S S (N O
Sorbitol - -1 -1-1-1-1-1-1-1+1- -+ - - - - |+
Maltosa +l+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ ]+ ]+ F+]+]+
Inositol e e e e e e
Arabmosa -l - - -] ---1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-
Ramnosa e e e e e e

F: Fermentador M: Mévil  I: Inmévil +: Positivo -: Negativo ATCC: 17 Serotipo II: 18
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De la Tabla 4, se desprende que las 17 cepas de Yersinia ruckeri analizadas,
evidenciaron metabolismo fermentativo de la glucosa, ademas fueron positivas a:
Reducciéon de nitratos, rojo-metilo, voges-proskauer, degradacion de gelatina,
produccion éacido de trehalosa, manitol, glicerol y maltosa. Por otra parte, fueron
negativas en relacion a : citocromo oxidasa, produccion de indol, desaminacion de la
fenilalanina, fluorescencia, degradacion de esculina, produccion acido de salicina,
sacarosa, lactosa, xilosa, inositol, arabinosa y rhamnosa.

Ademas, se observa que todas las cepas modviles fueron capaces de hidrolizar el
tween 80 y las cepas inmoviles presentaron la reaccion inversa.

Por otra parte, las cepas 10, 13 y 18 presentaron positividad a la reaccion de
fermentacion del sorbitol.
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5.2 ANALISIS ELECTROFORETICO.

La caracterizacion electroforética en gel de poliacrilamida - SDS de los
componentes proteicos en las cepas de Yersinia ruckeri analizadas, definié 12 bandas
proteicas cuyos pesos moleculares fueron de: 97, 63, 60, 58, 50, 40, 37, 33, 29, 26, 20
y 18 kDa (Fig. 2 y 3), calculados mediante una curva de calibracién (Figura 1).

Segun las bandas obtenidas en la electroforesis se aprecian tres grupos definidos
segun la migracion proteica. El primero, constituido por las cepas 3, 5, 8, 10 y 18, con
8 a 9 bandas que presentaron pesos moleculares de: 18, 20, 26, 29, 40, 58, 60, 63 y 97
kDa. El segundo grupo, conformado por las cepas 4, 7,9, 11, 12, 13, 15 y 16, presentd
4 y 5 bandas proteicas con pesos moleculares de: 26, 33, 37, 40 y 50 kDa. Finalmente,
las cepas 1, 2, 6 y 14 presentaron 4 bandas proteicas con pesos moleculares de 26, 33,
37 y 40 kDa.

La cepa ATCC (29473) mostré 5 bandas con pesos moleculares de: 26, 29, 31,
37 y 40 kDa.

kDa : 1
2050 I ¢

116
g7 > 97 97 &

66"

Pl S

20—

Fig. 2. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida - SDS.

M: Proteinas estandares.

1 a 8: Proteinas de Yersinia ruckeri aisladas de terreno.
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M9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Fig. 3. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida-SDS.

M: Proteinas estandares.
9a 16: Proteinas de Yersinia ruckeri aisladas de terreno.
17: Cepa Yersinia ruckeri ATCC.

18: Cepa Yersinia ruckeri aislada de terreno (serotipo II).
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5.3 ANALISIS SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA.

La Tabla 5, muestra la susceptibilidad de las cepas de Yersinia ruckeri frente a
antibidticos de uso comun en la salmonicultura nacional.

TABLA N° 5. Sensibilidad de Yersinia ruckeri a cinco antibioticos, cultivadas por 18
horas a 20-25 °C.

Antibioticos
Cepas OXT SX-TR FFC AOX FQ
30 ng 25 g 30 g 2 ug 30 ng

OO INNPIB~WN —

>
nnnnnnnnnnnnnnnnn!
nnnnnnnnnnnnnnnnn!
nnnnnnnn—rnnnnnnn,
nnnnnnnnNIIIITnNINnNY YN
nnnnnnnnnnnnnnnnn!

OXT, oxitetraciclina; SX-TR, sulfametoxasol - trimetoprim;
FFC, florfenicol; AOX, acido oxolinico; FQ, flumequina.

R : Resistente; I: Sensibilidad intermedia; S : Sensible.

De la Tabla 5, se desprende que la totalidad de las cepas de Yersinia ruckeri
analizadas, mostraron sensibilidad a la oxitetraciclina, a .sulfametoxasol - trimetoprim
y flumequina.

La cepa 10, presento sensibilidad intermedia frente a florfenicol. Por otra parte,
las cepas 5, 7, 8, 9 y 10 presentaron resistencia frente al quimioterapico &acido
oxolinico.

La cepa 18, mostré sensibilidad a la totalidad de los antibioticos utilizados.
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En la Tabla 6, se presenta el grado de sensibilidad de las cepas de Yersinia
ruckeri en relacion con los antibidticos utilizados.

TABLA N° 6. Grado de sensibilidad de Yersinia ruckeri frente a antibioticos.

Grado Antibioticos
de OXT SX-TR FFC AOX FQ
Sensibilidad N % N % n % n % N %
Sensible 17 100 | 17 100 17 100 | 13 723 | 17 100
Intermedia 0 00 [ O 0.0 1 5.6 0 00 [0 0.0
Resistente 0 00 |0 0.0 0 0.0 5 2771 0 0.0

OXT, oxitetraciclina; SX-TR, sulfametoxasol - trimetoprim,;
FFC, florfenicol, AOX, acido oxolinico; FQ, flumequina.

En la Tabla 6 se observa que para el acido oxolinico de las 17 cepas, 13 cepas
(72.3 %) fueron sensibles y 5 (27.7 %) fueron resistentes.
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6. DISCUSION

Desde la aparicion de Yersinia ruchen en la industria salmonera chilena ha sido
responsable de pérdidas, producto de mortalidades provocadas en salmon del atlantico
(S. salar) estimadas en 8.400 toneladas por afio (Bustos, 1993), ademas de utilizacién
de vacunas, antibioticos y otros, que hacen necesaria la investigacion y el constante
monitoreo de esta bacteria para mejorar la prevencion y el control de la enfermedad.

Originalmente, se presentd a Yersinia ruckeri como un organismo bastante
homogéneo en las caracteristicas seroldgicas, bioquimicas y morfologicas, sobre la
base de aislados estudiados por Ross y Busch (citado por Inglis y col.,1993)
correspondiendo al unico serotipo descrito. Sin embargo, el estudio a través del tiempo
y de diferentes areas geograficas, ha podido constatar que el microorganismo es mucho
mas heterogéneo de lo que se habia pensado (Stevenson y Daly.,1982).

En relacion a los resultados expuestos en la Tabla 4, seglin las caracteristicas
bioquimicas descritas para Y. ruckeri (Wobeser, 1973; Ewing y col., 1978; O'Leary y
col., 1979; Stevenson y Daly, 1982; Austin y Austin., 1989; Davies y Frerichs, 1989;
Furones y col.,, 1993) se desprende que en las cepas analizadas, se presentan
caracteristicas bioquimicas similares al biotipo originalmente descrito y ademas, cepas
que mostraron algunas caracteristicas bioquimicas diferentes a lo esperado y
comparado con la cepa patron (ATCC 29473). Estas fueron ausencia de motilidad y no
produccion de hidrélisis de tween 80, las cuales fueron aisladas desde los lagos
Llanquihue, Rupanco y desde el mar.

Estas cepas inmoviles e incapaces de hidrolizar el tween 80 ya habian sido
descritas por Busch (1982), quien notd en su estudio que el 18% de las cepas eran
inmoviles y el 14% no hidrolizaba el tween 80 pero no se percatd que estas
caracteristicas estaban relacionadas. Davies y Frerichs (1989), luego de examinar 147
cepas de diferentes areas geograficas, encontraron que todas las cepas inmdviles no
hidrolizaron el tween 80 y viceversa, las cuales al realizarles andlisis por microscopia
electronica, determind que carecerian de flagelacion peritrica. Este grupo claramente
definido con aislados de Inglaterra y Noruega fue designado como Y. ruckeri biotipo 2,
para diferenciarlo del biotipo originalmente descrito. En 1993, en Alemania se aislo
una cepa desde Trucha arcoiris (O. mykiss) con estas caracteristicas la cual se incubo a
17°C, 25°C, 30°C, 37°C y 42°C siendo inmovil en todos los casos y no exhibiendo
hidrolisis de tween 80 (Klein y col., 1994). Ademas, los peces no evidenciaron los
sintomas clasicos de "Enfermedad Entérica de la Boca Roja", lo que también se
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observo durante brotes ocurridos en el Reino Unido (Rodgers, 1991), situacion que en
el ultimo tiempo también se ha observado en el medio nacional, presentindose solo en
algunos casos signos clinicos en los estados cronicos de la enfermedad, lo cual podria
sugerir que esta cepa podria generar variacion de la patogenia de la enfermedad, pero
esto hasta la fecha no ha sido confirmado.

Segin Davies (1990) aislados europeos de Y. ruckeri, son bioquimicamente
indistinguibles de los aislados de Norte América, Australia y Sud Africa, a diferencia
de los aislados ingleses y noruegos en donde ademaés se presenta el biotipo 2.

Waltman y Shorts (1984), desarrollaron un medio selectivo que contiene tween
80, sucrosa y azul bromotimol para el aislamiento y diferenciacion de colonias de Y.
ruckeri las cuales aparecen verdes con una zona de hidrolisis de tween 80. Las
experiencias con cepas aisladas de Inglaterra y Noruega han sugerido que este medio
tiene limitacion en el uso para su deteccion. Cepas provenientes de Inglaterra producen
al medio débiles cambios de color y falta de hidrolisis de tween 80 (Furones, 1993).
Esto podria indicar que este medio también seria insatisfactorio para la aislacion y
diferenciacion de cepas nacionales con este tipo de caracteristicas.

Otro hecho importante de destacar de la Tabla 4, es la positividad de dos cepas
serotipo I a la fermentacion del sorbitol. La fermentacion del sorbitol es una de las
pruebas mas notables desde que O'Leary en 1977 (citado por Dear, 1988) describiera la
positividad de esta prueba como una caracteristica propia del serotipo II, lo que se
observa con la cepa serotipo II del estudio (cepa 18), y que permitiria diferenciarlo del
serotipo original de Hagerman o I, el cual seria negativo. Sin embargo, Davies y
Frerichs (1989) sostienen que ocasionalmente cepas pertenecientes al serotipo I pueden
dar sobitol positivas. Incluso cepas serotipo III tanto de British Columbia como de
Noruega fueron fermentadoras positivas, asi como una cepa serotipo V de Colorado
aislada desde trucha arcoiris (O. mykiss) ( Inglis y col., 1993; Furones y col., 1993).
Por lo cual, se podria confirmar lo supuesto por Stevenson y Airdrie (1984) quienes
sugieren que esta caracteristica no es exclusiva del serotipo II.

Segun Stevenson y Daly (1982), débiles reacciones a la fermentacion del
sorbitol podrian ser el resultado de medios de cultivo envejecidos. Alternativamente, se
propone que la estructura quimica similar del sorbitel con el manitol, el cual es
fermentado por todas las cepas de Y. ruckeri, podria permitir el transporte ilicito y la
fermentacion del sorbitol por las enzimas especificas para manitol, particularmente en
altos niveles de sustrato, lo que podria explicar de otra forma los resultados positivos
de sorbitol en el presente estudio.
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Otras investigaciones indican que cepas que no fermentan el sorbitol son
virulentas para peces y aquellas que la fermentan son avirulentas. Serotipo I sorbitol
negativo causan mas epizootias de ERM, aunque han ocurrido con cepas sorbitol
positivas, concluyéndose que estas ultimas son potencialmente virulentas (Furones y
col., 1993).

En relacion a lo mismo, falsas reacciones a la fermentacion del sorbitol podrian
presentar problemas diagnosticos al sugerir que las cepas positivas no estan asociadas a
la enfermedad y son de mucha menor virulencia.

Ademas de las pruebas antes mencionadas, pruebas que se presentaron variables
dentro de las cepas nacionales y que no son propias de lo descrito para Y. ruckeri
fueron produccion de gas de glucosa y de hidrogeno sulfurado.

Diferentes temperaturas de incubacidn, pueden ser causa de variacion en los
resultados de estudios bioquimicos (Davies y Frerichs., 1989), por ejemplo, Inglis y
col. (1993) sostienen que muchas cepas pueden producir gas en la fermentacion de la
glucosa, cuando son incubadas a 18°C, pero no lo producen o solo débilmente a 25°C.
Esto podria explicar en parte la positividad de algunas cepas al ser incubadas a 22°C
como la utilizada en este estudio.

Otros estudios que evaluan las caracteristicas bioquimicas de Y. ruckeri se han
efectuado con sistemas API-20E como método de diagnostico de rutina. Romalde y
Toranzo (1991) constataron que a través de este sistema se obtienen reacciones falsas
negativas y positivas. Las reacciones falsas negativas se relacionan con voges-
proskauer, tests de citrato y gelatina; por otra parte, las reacciones falsas positivas
fueron usina decarboxilasa, fermentacion de sorbitol e inositol. Ademas, ellos sostienen
que para Y. ruckeri el sistema API-20E no tiene todos los cddigos en su base de datos y
que en muchos casos esto lleva a interpretar los resultados como otros
microorganismos, especialmente la enterobacteria Hafnia alvei, 1o cual podria ser de
interferencia diagndstica.

Sin embargo, variaciones en tests bioquimicos en RM, VP, motilidad a 25°C,
liquefaccion de la gelatina y fermentacion del sorbitol y arabinosa han sido reportadas
previamente. (Stevenson y Daly, 1982).

En relacion con la prueba de produccion de hidrogeno sulfurado, esta fue
positiva para la mayoria de las cepas incluyendo la cepa patrén, a pesar que se describe
negativa para Y. ruckeri cuando es medida en TS1 (Triple Sugar Iron agar). En el
presente estudio, la positividad de esta prueba se explica por la utilizacion de tiras de
acetato de plomo para medir la produccion de hidrogeno sulfurado, que segun O'Leary
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y col. (1979), es de mayor sensibilidad que TST, situacion también descrita por Busch,
(1973) quien obtuvo reacciones positivas en todos sus aislados usando un medio con
acetato de plomo.

En este estudio, todas las cepas fueron rojo-metilo y voges-proskauer positivas.
Segin Davies y Frerichs (1989), no existe una clara correlacion que podria ser
demostrada entre cepas variables en RJV1 y VP, pero de hecho VP+/RM+, VP+/RM- y
VP-/RM+ han sido todas identificadas. Los autores describen que esta asociacion
indicaria la presencia de una via metabodlica acido fermentadora mezclada con la
formacion de acetoina y 2,3 butanediol por este tipo de cepas, sugiriendo que en un
analisis de producto final pueden ser usados en un estudio taxondmico Yy
epidemiologico de Y. ruckeri.

En la Tabla 4, al comparar la cepa patron serotipo I con la cepa serotipo II se
observa que esta Ultima vario fermentando el sorbitol y no produciendo hidrogeno
sulfurado, lo cual concuerda con lo reportado por la literatura donde se cita la
fermentacion del sorbitol como la unica diferencia bioquimica entre los serotipos
mencionados (Stevenson y Daly, 1982).

En las fotos 1 y 2 se observa la electroforesis de los componentes proteicos de
las cepas nacionales de Y. ruckeri, donde se obtuvieron 12 bandas diferentes con pesos
moleculares que van de 18 kDa a 97 kDa. En un estudio realizado por Vallejos (1994),
el andlisis de los componentes proteicos de una cepa de Y. ruckeri mediante
electroforesis describe que las bandas mds caracteristicas encontradas estan entre los
pesos moleculares de 25 kDa a 100 kDa, lo cual es similar a lo observado en el
presente trabajo.

Dentro de los aislados nacionales fue posible describir 3 grupos electroforéticos
basandose en patrones proteicos similares (Fig. 2 y 3). Con una primera agrupacion
compuesta por cepas que mostraron entre 8§ y 9 bandas con pesos moleculares de 18,
20, 26, 29, 40, 58, 60, 63 y 97 kDa, un segundo grupo, el cual posee 4 y 5 bandas con
pesos de 26, 33, 37 40 y 50 kDa y finalmente un tercer grupo con 4 bandas con pesos
de 26, 33, 37 y 40 kDa. En relacion a estos grupos electroforéticos, no se establecio
una asociacion entre estos y cepas moviles o inmoviles, cepas resistentes a antibidtico
o cepas de diferente variedad seroldgica. Presentandose cepas modviles e inmoviles en
las tres agrupaciones antes mencionadas, cepas resistentes a acido oxolinico en los
grupos 1 y 2 y ademds se puede observar que las bandas de la cepa serotipo 11 es
similar a las bandas del grupo 1, constituido ademads por cepas del serotipo I.
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Por su parte, la cepa patron utilizada, mostrd un perfil proteico con 5 bandas con
pesos de 26, 29, 31, 34 y 40 kDa, coincidiendo con la totalidad de los cepas en estudio
en dos bandas, una de 26 kDa y otra de 40 kDa.

En la Tabla 5 se determind la susceptibilidad cualitativa que presentaron las
bacterias a oxitetraciclina, sulfametoxasol-trimetoprim, florfenicol, acido oxolinico y
flumequina. La respuesta observada dio sensibilidad para todas las cepas a
oxitetraciclina, sulfametoxasol-trimetoprim y flumequina. En el caso del florfenicol
una cepa presento sensibilidad intermedia y para el acido oxolinico, se presentaron 5
cepas resistentes, tanto del lago Llanquihue como Rupanco, visualizandose este tipo de
cepas desde el afio 1994. Cabe destacar, que 4 de estas cepas fueron inméviles y una
movil. La percepcion del medio nacional ha sido asociar cepas acido oxolinico
resistentes e inmdviles, sin embargo, en este estudio podemos observar que esto no
ocurre siempre y que la resistencia a este antibiotico puede ocurrir en cepas moviles.

Como se observa en la Tabla 6, acido oxolinico resultd ser el antibidtico con
menor sensibilidad, con un 72.3 % (12 de 17 cepas) sensibles. Ademas actualmente se
postula que los halos de inhibicion de 11 mm que determina resistencia no son el
reflejo de la realidad de su efecto sobre brotes en terreno (Whitman y McNair, 1996).
Postulandose que los halos de inhibicion para patdégenos de peces en sensidiscos de 2
ug para el acido oxolinico, deberia ser menor de 14 mm para cepas resistentes, entre 14
-18 mm para mediana sensibilidad y mayor de 18 mm para sensibilidad. De esta
manera los resultados del presente trabajo se modificarian en que, solo el 53 % (9 de 17
cepas) serian sensibles. Por ende, es primordial establecer cuales son los halos de
inhibicién adecuados para las cepas nacionales ya que de esto dependera el éxito o
fracaso de un tratamiento.

En la Tabla 6 también se aprecia que para el caso de la cepa serotipo I, esta fue
sensible a la totalidad de los antibidticos utilizados. En relacion a las diferentes
variedades serologicas, segun un estudio realizado por De Grandis y Stevenson (1985),
no hubo diferencias significativamente en sus respuestas a la mayoria de los agentes
antimicrobianos, con la excepcion de la polimixina B en donde las cepas serotipo II, III
y V fueron altamente resistentes, mientras que la mayoria de las cepas serotipo I fueron
sensibles. Estos autores indican que los mismos antibidticos pueden ser usados en el
tratamiento de brotes de Yersiniosis en cultivos intensivos de salménidos sin detenerse
en la determinacion de la variabilidad serologica involucrada.

Por otra parte, se ha observado que los patrones de susceptibilidad de Y. ruckeri
se han ido modificando significativamente dentro del ecosistema acuicola a medida que
progresa el tiempo, hecho dado seguramente por el uso y/o abuso de farmacos
antimicrobianos en la terapia de esta y otras patologias.
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En este mismo sentido, hasta el dia de hoy no existe en Chile conciencia ni
conocimiento claro de los efectos de los residuos generados por los cultivos de
salmonideos y las afirmaciones de personeros del area en el sentido de que "no se esta
contaminando el agua, ya que la necesitamos limpia", han resultado poco convincentes
debido a la ausencia de un programa masivo de monitoreo e investigacion (Caro, 1995).

Ademas, otros problemas que puede ocasionar el uso intensivo de antibidticos
es que, bacterias las cuales son patdgenas para humanos pueden estar naturalmente en
criaderos de peces o en el medio ambiente acuatico y como los peces son usados para
el consumo humano, el desarrollo de resistencia a estos patdogenos podria poner en
riesgo la salud del consumidor (Spanggaard y col., 1993). Incluso se ha reportado un
aislamiento de Y. ruckeri desde bilis de un paciente humano, sin determinarse la
significancia clinica de dicho hallazgo (Rodgers,1991).

Se ha puesto en marcha el sistema de Control de Residuos de Productos
Farmacéuticos por parte de Serna pesca, que se debe a disposiciones de E.E.U.U. y la
comunidad europea, mercados que exigen a partir de este afio que los productos
provenientes de la acuicultura sean elaborados en plantas de proceso que tengan
Programas de Aseguramiento de Calidad (PAC) donde se analizan muestras de
producto frente a determinados antibidticos, permitiendo realizar una mejor vigilancia
sobre este tipo de farmacos (Rusque, 1998).

Es relevante analizar comparativamente el uso de antibidticos en las industrias
salmoneras de Noruega y Chile, que ocupan el primer y segundo lugar en produccion
mundial respectivamente. En el primero de ellos el gobierno posee el monopolio de la
venta de estos productos, registrandose minuciosamente los casos de enfermedad en los
peces, los productos utilizados y cantidad empleada. En Chile no existen datos oficiales
referidos al uso de antibidticos, siendo la unica informacion disponible una estimacion
realizada por veterinarios, que para el afo 1993 determiné el uso de 90 toneladas de
principio activo. Al comparar con los Noruegos, se advierte que para producir la misma
cantidad de salmén, Chile ocupa un volumen de antibidticos 75 veces superior, lo cual
aunque adolezca de cierto margen de error grafica las condiciones en las que se ha
desarrollado la actividad productiva chilena (Caro, 1995).

Los antibidticos mas utilizados son flumequina, acido oxolinico y sulfa-
trimetoprim. Ultimamente se ha introducido el florfenicol sin alcanzar aun el nivel de
uso que han obtenido los farmacos anteriormente mencionados (San Martin, 1996).

En la Tabla 6, se aprecia que en las cepas en estudio no se detectd
multiresistencia con los antibidticos analizados, a pesar que en terreno se ha
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determinado escaso €xito a terapias con oxitetraciclina, dcido oxolinico, flumequina,
sarafloxacino y enrofloxacino, situacidén altamente riesgosa puesto que sugiere el
desarrollo de mecanismos de resistencia en muy poco tiempo, dado que los dos ultimos
farmacos se han incorporado hace muy poco tiempo como quimioterdpicos en la
salmonicultura nacional, no obstante que la sensibilidad frente a sulfametoxasol-
trimetoprim ha permanecido invariable (Enriquez, 1997*°).

En la actualidad, a pesar de que ocurren brotes por Y. ruckeri con diferentes
patrones de susceptibilidad, indistintamente la utilizaciéon de una droga especifica
contra el tipo presente, selecciona a resistentes preexistentes y esto genera nuevos
brotes posteriormente tornandose el control extremadamente dificultoso. Esta dindmica
microbiana, puede ser la responsable de la aparicion en terreno, de resistencia a acido
oxolinico por medio de mutacion cromosomica, ya que resistencia codificada por
plasmidos para este antibiotico nunca ha sido detectada (Spanggaard y col., 1993) y
esto crea sin duda un desafio en la implementacion de estrictas normas de manejo para
evitar factores de disposicion en el huésped y monitorear las condiciones medio
ambientales a fin de que la Yersiniosis no se transforme en un problema atiin mas serio.

Bustos (1998) en este sentido menciona que dentro de las practicas de manejo
necesarias es el contar con un sistema de produccion "all in-all out", minimizar el
estrés en los peces, hacer descansar los sitios de cultivos, realizar rotacion de especies,
controlar y utilizar densidades apropiadas, controlar la extraccién y disposicion de las
mortalidades y realizar un desglose de mortalidades segun causa, lo cual favorecera el
control de esta y otras patologias.

Algunos patdgenos son capaces de sobrevivir en el sedimento largos periodos de
tiempo, asi como residuos de drogas, lo que puede llevar a producir: un cambio
cualitativo y cuantitativo de la flora bacteriana en el sedimento, causando alteraciones
en la velocidad de degradacion de la materia organica, efecto toxico en la fauna
silvestre y desarrollo de resistencia bacteriana (Nygaard y col., 1992).

Y. ruckeri no es capaz de sobrevivir libremente por extensos periodos en la
columna de agua, sin embargo puede sobrevivir alrededor de dos meses en el
sedimento (Austin y Austin, 1989). Por otra parte, antibioticos como acido oxolinico,
oxitetraciclina y otros permanecen en el sedimento por largos periodos de tiempo
potencialmente activos, por ejemplo, oxitetraciclina se ha encontrado en
concentraciones capaces de causar efectos antimicrobianos hasta 12 semanas después
que ha sido utilizada. Esto podria ser otra explicacion del desarrollo de resistencia de

3 Comunicacién personal. Dr. Ricardo Enriquez.
Ictiopatologia. Universidad Austral de Chile.
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esta bacteria en terreno (Grare y col., 1990; Nygaard y col., 1992).

La mayor causa de resistencia bacteriana en acuicultura son los plasmidos, los
cuales actian en casos de trimetoprim, sulfas y tetraciclinas (Lewin, 1992). Segin un
estudio realizado por De Grandis y Stevenson (1985) donde se examino el efecto de 23
agentes antimicrobianos sobre 50 cepas de Y. ruckeri, se obtuvieron 2 cepas altamente
resistentes tanto a tetraciclina como a sulfamidas, demostrandose la presencia de
determinantes de resistencia para ambos antibioticos portados en plasmidos de 36
MDa. Se conoce que los plasmidos de Y. ruckeri son completamente diferentes a los
plasmidos de los otros miembros del género Yersinia. La mayoria de los serotipo I
testeados por estos autores, portaban plasmidos de 40-50 MDa, aunque otros trabajos
varian entre 40 y 78 MDa, al parecer las discrepancias en el tamafio se deberia a los
diferentes aislados de ADN y a los métodos de purificacion empleados (Furones y col.,
1993)

Es dificil relacionar la susceptibilidad in Vitro de las bacterias a los agentes
antimicrobianos, con la eficiencia in vivo de los farmacos en los tratamientos. Sin
embargo, la MIC (cantidad minima inhibitoria) determinada por ensayos in Vitro es
eficiente en algunos casos en la identificacion del agente antiomicrobiano que puede
ser apropiado in vivo en los peces afectados por Yersiniosis, especialmente acido
oxolinico y sulfamidas potenciadas (Bullock y col., 1983; De Grandis y Stevenson,
1985). Por los grados de resistencia que mostraron las cepas a acido oxolinico (Tabla
7) en este estudio, deberian realizarse antibiogramas y determinacion de la MIC, como
herramientas para determinar la utilizaciéon o no del mencionado antibiodtico en terreno
en un futuro proximo.

En relaciéon con los antecedentes y resultados anteriormente expuestos se
concluye:

¢ En los ecosistemas acudticos anteriormente mencionados, coexisten cepas de
Yersinia ruckeri bioquimicamente similares al biotipo originalmente descrito
(serotipo 1), asi como cepas que presentan caracteristicas bioquimicamente
distintas con relacion a la motilidad e hidrolisis de tween 80, grupo claramente
definido dentro de los aislados nacionales.
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La fermentacion del sorbitol, fue positiva tanto para cepas serotipo I como II.

A través de electroforesis de los componentes proteicos de Yersinia ruckeri, no fue
posible asociar grupos electroforéticos con cepas moviles o inmoviles, cepas
resistentes a antimicrobianos o cepas de diferente variedad seroldgica.

La resistencia encontrada a acido oxolinico, nos lleva a evaluar su utilizacion
contra Yersiniosis y otras patologias en el futuro.
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8.1 Identificacion de las cepas, segun numero asignado en el estudio v clave del

laboratorio.
Nimero de cepa Clave laboratorio
1 B 83/93
2 B 05/94
3 B 85/95
4 B 70/94
5 B 95/95
6 cepa. Cholgo
7 B 59/94
8 B 107/95
9 B 27/96
10 B 88/95
11 B 90/95
12 B 67/94
13 B 33/95
14 B 29/96
15 B 86/95
16 B 30/95
17 ATCC (29473)
18 Serotipo 11

8.2 Soluciones para electroforesis en geles de poliacrilamida -SDS.

1. Soluciéon tampon gel espaciador (pH 6.8)

Tris 0,495 M
HCL 0,480 M
H20c.s.p. 100%

Es mantenida a 4°C.
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2. Solucién tampon gel separador

Acril: bisacril (30:0,8) 5%
Tris-HCL (pH 8,8) 0,909 M
SDS 0,3 %
Persulfato de Amonio 0,125 %
TEMED 0,033 %
H2Oc.p.s. 100%

3. Solucién tampon de corrida (pH 8.3)

Tris 0,025 M
Glicina 0,192M
SDS 0,1 %

Esta solucion esta preparada al 5x, al momento de usar se diluye 1: 4 con agua
destilada, es mantenida a 4°C.

4. Solucién tampdn muestra

SDS 5%
Glicerol 25 %
Azul de brom. 0,05 %
Tris-HCL c.s.p. 0,125M

5. Solucidn de teiiido

Azul de Coomasie G 0,3 %
Metanol 50,0 %
Ac. Acético 10,0%"

H20 dest. c.s.p. 100,0%
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