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SUMMARY

Oxytetracycline is a broad-spectrum antibiotic widely used in chilean aquaculture, mainly
against piscirickettsiosis. Even so, there are no pharmacokinetic/pharmacodynamic studies
(PK/PD) that support its usefulness, as well as indicate the best way to use this antibiotic
both in dose and administration regimen. The present study evaluates the form of
administration of oxytetracycline medicated feed in Atlantic salmon (Salmo salar) on
pharmacokinetic and pharmacodynamic parameters (PK/PD) in three different
administration regimens using an oral dose of 100 mg/Kg live weight. According to our
results, the way of administering the medicated feed with oxytetracycline has an important
role when ensuring the success of an antimicrobial therapy, since using the same dose
different results of the AUCO0-24/CMI ratio were obtained. The best regimen of
administration of this antibiotic via feed would be during the morning, since it reached the
highest value for the AUCO0-24/CMI index (17,97).

RESUMEN

La oxitetraciclina es un antibidtico de amplio espectro ampliamente utilizado en la
acuicultura chilena, principalmente frente a cuadros de piscirickettsiosis. Aun asi, no
existen los estudios farmacocinéticos/farmacodinamicos (PK/PD) que respalden su utilidad,
asi como también indiquen la mejor manera de utilizar este antibi6tico tanto en dosis como
régimen de administracion. El presente estudio evalta la forma de administracion del
alimento medicado con oxitetraciclina en salmones del Atlantico (salmo Salar) sobre los
parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos (PK/PD) en tres regimenes de
administracion distintos utilizando una dosis oral no forzada de 100 mg/Kg p.v. De acuerdo
con nuestros resultados la forma de administrar el alimento medicado con oxitetraciclina
tiene un rol importante al momento de asegurar el éxito de una terapia antimicrobiana, ya
que utilizando la misma dosis se obtuvieron diferentes resultados de la relacion AUCO-
24/CMLI. El mejor régimen de administracion de este antibidtico via alimento seria durante

la mafiana, ya que este alcanzo el valor mas alto para el indice AUC0-24/CMI (17,97).



INTRODUCCION

En la historia de la Acuicultura en Chile podemos distinguir tres etapas: a) 1850 — 1920:
Introduccion de especies exoticas, b) 1921-1973: Introduccion del Salmén Coho
(Oncorhynchus kisutch), c) 1974 hasta ahora: Consolidacion de la industria, apertura de
mercados y nuevos desafios. En Chile el interés por la importacion de ovas se inicié en
1885 trayendo ovas de salmones y truchas con fines deportivos, no es hasta 1905 que el
estado chileno comenz6 a manifestar interés por este tema y durante ese afio llego al pais
una pequefia cantidad de ovas de salmén del Atlantico (Salmo salar) y Trucha
(Oncorhynchus mykis) compradas en Hamburgo, Alemania, pero debido al avanzado estado
de desarrollo que traian fueron desembarcadas en Buenos Aires, Argentina, transportadas
por tren a Mendoza y luego a lomo de mula a través de la cordillera hasta la piscicultura de
los Andes construida en 1904 (Miranda, 2020). En la actualidad Chile se posiciona como el
segundo mayor productor de salménidos después de Noruega (AQUA, 2018). De acuerdo
con la Subsecretaria de Pesca y Acuicultura (Subpesca, 2018) la especie més cultivada en el
territorio nacional es el Salmo salar principalmente en la zona sur del pais, entre las

regiones de la Araucania y Magallanes.

En los ultimos afios la industria salmonera ha debido enfrentar adversidades ambientales y
sanitarias que han dificultado sus operaciones, como fue el brote de virus ISA del 2007 en
Chiloé, region de Los Lagos, que dejé devastadores resultados tanto en la productividad
como a la fuerza laboral de la region (Kibenge et al., 2012). Actualmente la enfermedad
infectocontagiosa que genera el mayor impacto economico en la salmonicultura chilena es
la piscirickettsiosis (SRS) debido a las mortalidades, disminucion de calidad del producto y
el uso terapeutico de antibioticos. Segun el Servicio Nacional de Pesca (Sernapesca,
2017a), sblo en el afio 2016, el 92,5% de los antibidticos en la fase de mar fueron utilizados
en cuadros de SRS. Las pérdidas anuales por mortalidad y tratamientos se calculan en US$
750 millones (AQUA, 2017).

Segun datos obtenidos del Sistema para la Fiscalizacion de la Acuicultura (SIFA), gran
parte de los tratamientos antibioticos contra SRS instaurados en centros de cultivo entre los
afios 2011 y 2016 excedieron las directrices establecidas por el Registro de Medicamentos

Veterinarios respecto a dosis y duracion de la terapia (San Martin, 2017). Esto se podria
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atribuir al posible desarrollo de resistencia antimicrobiana, sin embargo, Price et al. (2016)
indicaron que la resistencia presente en aislados nacionales no explica por si sola el fracaso
terapéutico. Otros factores que pueden estar relacionados con la reducida eficacia clinica de
los tratamientos son la pureza de las premezclas, concentracién y homogeneidad del
farmaco en el alimento, ubicacion intracelular de la bacteria en el hospedero, el momento

de inicio de la terapia, asi como el régimen de administracion del tratamiento.

Por todo lo anterior, se hace necesario evaluar si la forma de administrar el alimento
medicado afecta los parametros farmacocinéticos y farmacodindmicos (PK/PD) con el fin
de poder establecer esquemas terapéuticos optimos y eficaces. De esta manera, la presente
memoria tiene por objetivo la determinacion de los pardmetros PK/PD de oxitetraciclina

administrada en diferentes formas de alimentacion en Salmo salar.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Acuicultura y salmonicultura a nivel mundial y nacional

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO,
2018), la acuicultura es probablemente el sector productor de alimentos de mas rapido
crecimiento en el mundo y representa hoy casi el 50% del total de pescado destinado a la
alimentacion. Se espera que para el 2021 la acuicultura supere el aporte total de la pesca de
captura (FAO, 2016). Dentro de la acuicultura chilena predomina el cultivo de especies
salmonideas, principalmente el salmdn del Atlantico (Salmo salar), asi como también la
trucha Arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y el salmén Coho (Oncorhyncus kisutch). El afio
2016, la salmonicultura nacional produjo un total de 727.812 toneladas de pescado, de lo
cual un 73,1% correspondié al Salmoén del Atlantico (Sernapesca, 2017b) y cerca de un
71% (515.467 ton) fue exportado a diferentes mercados internacionales, siendo los mas

importantes Estados Unidos, China, Brasil y Japon (SalmonChile, 2018).
Uso de antibidticos en la salmonicultura

Si bien la intensificacion que ha sufrido la industria salmonera es lo que ha permitido las
altas producciones de alimentos ricos en proteina de alta calidad, las densidades a las que se
cultivan los salmones facilitan la transmision de patégenos, dando origen a brotes
infecciosos y provocando grandes pérdidas econdémicas (AQUA, 2016). Se estima que los
costos asociados a la piscirickettsiosis, la enfermedad de mayor prevalencia en la
salmonicultura nacional, alcanzan cifras cercanas a los US$750 millones (Sernapesca,
2017c).

Como medida para reducir las mortalidades resultantes de esta y otras enfermedades
bacterianas, la industria salmonera cuenta con diferentes antibidticos autorizados por el
Registro de Medicamentos Veterinarios para su uso en salmoénidos, principalmente en
formulaciones en polvo para su inclusion en el alimento (San Martin et al., 2015). Segln
reportes del Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura (Sernapesca, 2017a), durante el afio
2016 en Chile se consumieron 382,5 toneladas de principio activo con fines terapéuticos.
Del total de este volumen, 82,5% correspondio a florfenicol y 16,8% a oxitetraciclina

(Sernapesca, 2017a).



Oxitetraciclina

La oxitetraciclina es uno de los antibidticos mas ampliamente utilizado en la acuicultura
debido a su alta eficacia y bajo costo comparado con otros antibiéticos (Ren et al., 2017).
Pertenece al grupo de las tetraciclinas (Chopra y Roberts, 2001), las cuales corresponden a
un conjunto de antimicrobianos de amplio espectro desarrolladas en 1948. Son agentes
basicamente bacteriostaticos, con actividad frente a una gran variedad de microorganismos,
por lo que se han convertido en antibi6ticos de uso habitual en animales de produccién

(Pérez-Trallero e Iglesias, 2003).

La oxitetraciclina, como las demas tetraciclinas, ejerce su efecto al inhibir la sintesis de
proteinas bacterianas. Esto lo hace al unirse a la subunidad ribosomal 30S vy
especificamente inhibe la unién del aminoacil-t-RNA al sitio receptor del ribosoma
(Scholar, 2007). Presenta liposolubilidad moderada, una vida media corta (5 a 9h) y un VVda
entre 1,3y 1,7 L/Kg (San Martin et al., 2015). A pesar de que existen formulaciones orales,
en general se reporta que la oxitetraciclina tiene baja absorcion por esta via. En cerdos, por
ejemplo, su biodisponibilidad es de alrededor del 4%, mientras que estudios
farmacocinéticos en salmén del Atlantico indican que la absorcion puede ser incluso tan
baja como un 2% (Elema et al., 1996). Se debe considerar ademéas que las tetraciclinas
tienden a formar complejos con iones di- y trivalentes, perjudicando ain mas su absorcién
en caso de estar presentes en cantidades suficientes (Papich, 2016) como ocurre en el agua
de mar. Sus principales vias de eliminacion son la via renal y biliar (Pérez-Trallero e
Iglesias, 2003), y farmacodindmicamente corresponde al grupo de los antibidticos con
actividad independiente de la concentracién y prolongado efecto post-antibi6tico,
correspondiendo su indice de eficacia a AUC24h/CMI > 15-25 (Canut et al., 2015).

Antibioterapia 6ptima

La utilizacion racional y apropiada de antibidticos puede aportar a la reduccion de
morbimortalidades asociadas a infecciones bacterianas, mientras que su uso inadecuado
puede ser responsable de una mayor tasa de fracaso terapéutico, mayor toxicidad y
mortalidad, aumento de los costos y aparicion de resistencias (Canut et al., 2015). Se define

antibioterapia 6ptima como la seleccién de antibi6tico y régimen de dosificacion adecuado
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que consigue los mejores resultados clinicos con los minimos efectos adversos para el
paciente y el minimo impacto en el desarrollo de resistencia (Canut et al., 2015). Para esto,
las estrategias de dosificacion son definidas mediante modelos
farmacocinéticos/farmacodinamicos (PK/PD) que integran particularidades del farmaco, la
bacteria y el hospedero, asegurando con mayor confianza la erradicacién bacteriana
(Ulldemolins et al., 2011).

Farmacocinética (PK)

Es la relacion que se establece entre el farmaco y el organismo, en este caso del pez, e
incluye los procesos de absorcion, distribucién, metabolismo y eliminacién que, en su
conjunto, determinan una curva concentracidn-tiempo o time course. Los parametros
farmacocinéticos méas relevantes son la Concentracion Maxima (Cmax), el Volumen de
Distribucion (\Vd), la Vida Media del antibiotico en el plasma (t¥2) y el Area Bajo la Curva
(AUC), que da cuenta de la exposicion acumulativa del agente al antibiotico (Beltran,
2004).

Farmacodinamia (PD)

Se describe como la compleja interrelacion que se establece entre el perfil farmacocinético
del antimicrobiano y la susceptibilidad in vitro de la bacteria. La curva concentracion-
tiempo del antibacteriano se determina en funcion de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI), que es la menor concentracion del antibidtico a la cual se logra inhibir el
crecimiento bacteriano del aislado en estudio (Beltran, 2004), lo cual permite clasificar un
microrganismo como “sensible”, "intermedio™ o “resistente” frente a un determinado
antibidtico (Rodloff et al., 2008). Sin embargo, la utilizacion de valores de CMI como
Gnico marcador de la eficacia de un agente antibiotico puede ser engafioso, dado que el
resultado clinico estad condicionado por interacciones complejas entre los tres elementos de

la terapia antimicrobiana: el hospedero, el microorganismo y la droga (Asin et al., 2015).

Indices de Eficacia. Analisis PK/PD

Desde el punto de vista de su actividad farmacodindmica, los antibioticos se clasifican en

tres categorias en funcidn del tipo de actividad antibacteriana y de la presencia de efecto
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post-antibidtico (EPA), definido como el tiempo requerido para que el patdgeno recupere el

crecimiento normal después de la exposicion al agente antimicrobiano cuando la

concentracion de este cae bajo la CMI (Asin et al., 2015; Canut et al., 2015). Segun esta

clasificacion, y como se observa en la Tabla 1, a cada familia de antibiéticos le

corresponde al menos un indice de eficacia expresado en funcion de la CMI: Cmax/CMI,
AUC/CMI o T>CMI (tiempo sobre la CMI) (Beltran, 2004), el cual permitira determinar si

una terapia sera eficaz o no.

Tabla 1. indices de eficacia segin tipo de antibiGtico. Fuente: Elaboracion propia en base a Canut et al. (2015).

prolongado efecto post-antibi6tico.

Categoria indices de Eficacia
Antibidticos con actividad dependiente de la concentracion y prolongado Cmax/CMI

efecto post-antibiotico. AUC?"/CMI
Antibidticos con actividad dependiente del tiempo y efecto postantibiético | T > CMI

minimo o moderado.

Antibi6ticos con actividad independiente de la concentracion y AUC#h/CMI

Asi, la relacion cuantitativa entre un pardmetro farmacocinético y uno farmacodinamico,

para antibioticos la CMI, se conoce como indice PK/PD, lo cual constituye la modelizacion

en relacion con la eficacia del antibi6tico (Asin et al., 2015).




OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del régimen de administracion de alimento medicado con oxitetraciclina

sobre los parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos (PK/PD) en Salmo salar.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar las concentraciones plasmaticas de oxitetraciclina en funcion del tiempo en
los distintos regimenes de administracién del alimento medicado.

2. Determinar los parametros farmacocinéticos/faramacodinamicos (PK/PD) de cada
régimen de administracién del alimento medicado con oxitetraciclina.

3. Comparar los pardmetros farmacocinéticos/faramacodindmicos (PK/PD) obtenidos en

cada regimen de administracion del alimento medicado con oxitetraciclina.



MATERIALES Y METODOS

Emplazamiento del estudio
La fase experimental se llevé a cabo en las instalaciones del Centro de Investigacién y
Transferencia Acuicola (CITA), perteneciente a la empresa Aquainnovo S.A., ubicado a 33
km de Puerto Montt, Carretera Austral sector Lenca, Chile. Los estanques mantuvieron
agua de mar con una tasa de recambio de agua de 1.5 veces la capacidad del estanque por
hora, una temperatura 13° C £1; oxigeno 80-120% de saturacion y pH 7-8. La densidad no
supero los 30 kg/m? de biomasa durante el estudio. Para la realizacion del ensayo se contd
con el certificado de bioética otorgado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de
Animales (CICUA) de la Universidad de Chile (Anexo N°1).

Se utilizaron 360 peces (salmon del Atlantico) con un peso promedio de 900g distribuidos
en estanques de 1m?3 (cuatro estanques con 12 peces y tres con 24 peces de manera tal que
al momento de muestreo no se interrumpa la alimentacién), aclimatados durante siete dias
previo al tratamiento. Durante el proceso de aclimatacion, se les administro alimento
comercial pellet calibre 4 mm, sin antibioticos, establecido para la especie y el peso de los
peces. Durante esta etapa el alimento fue suministrado de forma automatica considerando
una tasa de 1% peso cuerpo (PC)/dia entregando 70% de la racion en la mafiana y el 30%
en la tarde.

Criterios de inclusion de los peces: Que estén clinicamente sanos y que no hayan recibido
tratamiento farmacol6gico o quimico de cualquier tipo, a lo menos 90 dias antes del inicio
de la prueba, que pudieran interferir posteriormente con el analisis del principio activo en
las muestras de plasma. EI médico veterinario de la estacion emitid constancia de que no se
han administrado farmacos durante los ultimos 90 dias en el grupo de peces.

Criterio de exclusion de los peces: Se excluyd del estudio cualquier animal que muestre
signos de enfermedad, incluyendo anorexia, letargia o nado erratico, también los peces que
presenten hongos en su superficie corporal o aletas, lesiones de piel, deformidades,
ausencia ocular, aletas roidas, entre otras, o cualquier alteracion que, a juicio del médico
veterinario responsable, pueda comprometer los resultados del estudio.

Dosis seleccionada: 100 mg/kg de peso vivo (p.v.) administrado a través del alimento,

considerando un SFR de 1,2% (peso cuerpo). El alimento medicado fue fabricado en una
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planta productora de alimento de tipo comercial. El alimento fue pesado previo a su
administracion, luego se recupero el alimento no consumido en el sedimentador de cada
estanque para obtener el consumo real.

Grupos experimentales: Sé dispuso de tres grupos experimentales.

- Grupo 1: se le administro una dosis unica de 100 mg/kg p.v. de oxitetraciclina a
través del alimento administrado en micro-raciones. Alimentacion automatica
continua de 9:00 a 16:00 horas.

- Grupo 2: se les administro una dosis de 100 mg/kg p.v. de oxitetraciclina a través
del alimento administrado en dos pautas horarias (50% de la dosis en la mafiana y
50% de la dosis en la tarde).

- Grupo 3: se les administr6 100 mg/kg p.v. de oxitetraciclina a través del alimento

administrado en una racion diaria durante la mafiana.

Toma de muestra: Todos los estanques se alimentaron segun su pauta horaria y luego se
procedid a la toma de muestras segun los tiempos definidos post tratamiento (0, 1, 3, 6, 8,
12, 18, 24, 36 y 48 horas). Se sacrificaron 12 ejemplares por cada tiempo de muestreo, en
seguida, se tomaron muestras de sangre mediante venipuntura caudal utilizando jeringas de
5-10 mL. Para los tiempos de 0, 1, 3 y 6 horas los peces fueron extraidos a partir de los
cuatro primeros estanques conformados (un tiempo por estanque) para no interrumpir la
alimentacion, mientras que el tiempo 8 y 12 horas se extrajeron del estanque 5, tiempo 18 y
24 horas del estanque 6 y finalmente el tiempo 36 y 48 del estanque 7.

Las muestras de sangre fueron depositadas en tubos vacutainer (6 mL) con EDTA
debidamente rotuladas con el tiempo de muestreo. Luego se centrifugaron y el plasma
obtenido se recolectd en tubos Eppendorf y fueron congelados a -20° C para su posterior

envio al Laboratorio de Farmacologia Veterinaria de la Universidad de Chile.
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Normas de Bioseguridad
Toda persona que ingrese al centro experimental debe ser autorizada por la
direccion del centro y registrada en el libro de visitas, asi como también en los
libros de registro de cada sala al entrar y salir de ellas.
Esta prohibido el ingreso de alimentos o bebestibles a las salas de ensayo.
El personal deberd seguir el itinerario de transito dentro del centro de investigacion
establecido por el Médico Veterinario de la estacion.
Existiendo la diferencia entre areas infecciosas (overall color rojo) y areas no
infecciosas (overall color azul), el personal que haya ingresado a una sala infecciosa
no podra ingresar a otra no infecciosa al menos durante las 12 horas siguientes. En
casos excepcionales, se podra ingresar a otra sala previa ducha y cambio completo
de elementos de proteccion personal.
Al ingresar a sala el personal debera hacer uso de los elementos de proteccion
personal dispuestos en el camarin de entrada a cada sala: overall rojo o azul, cofia,
mascarilla, guantes de latex, mangas plasticas, cubrepiés plasticos y botas de goma.
En cada entrada o paso de una sala a otra sera obligatorio el uso de los pediluvios
dispuestos.
El agua con desinfectante de los pediluvios serd& mantenida periédicamente
utilizando la relacion adecuada del desinfectante y registrado en la planilla
respectiva al sector del transito del pediluvio.
Los elementos de proteccidn personal no descartables como botas y overall deberan
ser lavados periddicamente.
Los elementos cortopuzantes utilizados deben ser eliminados en los depdsitos
especiales dispuestos para este proposito.
En caso de existir mortalidad esta deberd ser evacuada en bolsas cerradas al
deposito correspondiente previo envio al ensilaje de la estacion.
Las salas ya sean de procedimiento o de estanques deben estar siempre limpias y
ordenados y seran aseadas durante la mafiana y la tarde y cuando sea necesario en

caso de haber manejos.
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Determinacion de los indices PK/PD
Las muestras de plasma de cada grupo experimental fueron analizadas para la deteccion de
oxitetraciclina por LC/MS/MS en el Laboratorio de Farmacologia Veterinaria
(FARMAVET) de la Universidad de Chile. EI método analitico fue validado de acuerdo
con las Normas ISO 17025 of. 2005.
Para cada tiempo de muestreo se calculé el promedio y desviacion estandar de las
concentraciones plasmaticas. Con los resultados obtenidos para cada grupo experimental,
se realizaron las curvas de concentracion plasmatica (pg/ml) en funcion del tiempo. A
partir de estas curvas, se determinaron los pardmetros farmacocinéticos utilizando el
software Phoenix WinNonlin® (Version 8.0, Pharsight Corporation, Mountain View, CA,
USA).
El indice PK/PD a evaluar oxitetraciclina es AUCg.24n/CMI y su valor debe ser > 15. La
CMI seleccionada fue < 1 ug/ml, correspondiente a una diluciéon mas alta al punto de corte
epidemioldgico (COwt) de 0,5 pug/ml descrito en la literatura para oxitetraciclina frente a
Piscirickettsia salmonis (Contreras- Lynch et al., 2017).
Mediante analisis de varianza (ANOVA) se determino si existen diferencias significativas
de los indices PK/PD entre las diferentes formas de administrar el alimento medicado,

considerando un intervalo de confianza de 95% y un a =0,05.
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RESULTADOS

1. Objetivo N°1: Determinar las concentraciones plasmaticas de oxitetraciclina en
funcion del tiempo en los distintos regimenes de administracion de alimento
medicado.

1.1. Niveles plasmaticos de oxitetraciclina tras administracion de la dosis de 100

mg/Kg durante la mafana.

Los niveles plasmaticos de oxitetraciclina obtenidos tras la administracién de 100
mg/Kg p.v. a través de una dosis durante la mafiana se representan en la Tabla 2. La
Figura 1 muestra la concentracion plasmatica en funcién del tiempo tras la administracién

del tratamiento.

Tabla 2. Niveles plasmaticos (ug/ml) de oxitetraciclina tras administracion de dosis Unica

de 100 mg/Kg p.v. una vez al dia durante la mafana.

Tiempo Oxitetraciclina (ug/mL) administrado 1 vez al dia

(hora) | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 | 11 | 12 |Promedio|DE
0 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00
1 0,00 | 0,01 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,03 | 0,01 | 0,03 | 0,03 | 0,00 | 0,00 0,01 0,01
3 001015006 | 005|005 | 004 | 0,05 | 005|005 | 0,09 | 004 | 0,01 0,05 0,04
6 0,08 | 0,15 | 0,06 | 0,14 | 0,04 | 0,07 | 0,09 | 0,09 | 0,0 | 0,23 | 0,24 | 0,03 0,10 0,06
8 021 | 022 | 0,11 | 0,23 | 0,18 | 0,16 | 0,32 | 0,24 | 0,31 | 0,35 | 0,44 | 0,25 0,25 0,09
12 047 1 028 | 028 0,72 | 081 | 05 | 041 | 037|046 | 041 | 0,66 | 0,86 0,52 0,20
18 05104303083 )| 060]| 058|087 | 069|104 | 060 | 0,77 | 0,92 0,68 0,21
24 064 | 024 | 032|059 | 098 | 084|050 | 058|056 | 0,72 ] 0,65 | 0,69 0,61 0,20
36 049 1019 | 044 | 039 | 0,21 | 056 | 0,26 | 047 | 0,37 | 0,69 | 0,62 | 0,31 0,42 0,16
48 0,04 | 0,14 | 0,14 | 0,33 | 0,50 | 0,32 | 0,14 | 0,33 | 0,35 | 0,45 | 0,38 | 0,26 0,28 0,14
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Figura 1. Curva de concetracion plasmatica (ug/ml) vs. tiempo de oxitetraciclina

administrado una vez al dia.
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1.2 Niveles plasmaticos de oxitetraciclina después de la administracion de 100 mg/Kg

en dos pautas horarias, 50% de la dosis durante la mafana y 50% restante

durante la tarde.

Los niveles plasmaticos de oxitetraciclina obtenidos tras la administracion de 100

mg/Kg p.v. a través de dos pautas horarias, 50% de la dosis en la mafiana y el 50% restante

durante la tarde, se representan en la Tabla 3. La Figura 2 muestra la concentracion

plasmatica en funcion del tiempo tras la administracion del tratamiento.

Tabla 3. Niveles plasmaticos (ug/mL) de oxitetraciclina tras administracion de 100 mg/Kg

p.v. en dos pautas horarias, 50% AM y 50% PM.

Tiempo Oxitetraciclina (ug/mL) administrada en dos pautas horarias

(hora) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 |Promedio| DE
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,000| 0,000
1 0,04f 003 003} 003 003] 003 0,03 003 003 005 0,03 0 0,030 0,011
3 0,07 005 007/ 015 011 0,24 017 02| 0,23 013| 0,03 0,22 0,139| 0,074
6 0,09 013 o007| 016| 018 0,28 048] 0,21 032 015 0,04 0,39 0,183| 0,104
8 017| 014| 009| 016]| 022| 0,28 0,22 04| 031 0,28 04| 043 0,258 0,111
12 0,24/ 029| 036| 018 022 046, 033| 048] 034, 044 052 046 0,360 0,112
18 045| 046/ 045| 041] 028 024 034 042 042, 026 0,73 04 0,405| 0,128
24 0,78/ 055 058 056 059 027 031 045 0,77 0,7/ 059| 06 0,563| 0,158
36 0,34| 053] 056 039 081 0| 073 028 031 006 037 057 0,413| 0,243
48 0,04/ 033] 032 013] 045 0/ 014] 0,33 0,09 005 016 0 0,170| 0,144
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Figura 2. Curva de concetracién plasmatica (pug/mL) vs. tiempo de oxitetraciclina

administrado en dos pautas horarias.

Curva OTC 100 mg/Kg p.v. administrada en dos pautas
horarias (AM -PM)

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)

—&— Promedio
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1.3 Niveles plasmaticos de oxitetraciclina después de la administracion de 100 mg/Kg

mediante micro-raciones.

Los niveles plasmaticos de oxitetraciclina obtenidos tras la administracion de 100

mg/Kg p.v. a través de micro-raciones se representan en la Tabla 4. La Figura 3 muestra la

concentracion plasmatica en funcion del tiempo tras la administracién del tratamiento. La

Figura 4 compara las tres curvas de concentracion (ug/ml) vs tiempo obtenidas.

Tabla 4. Niveles plasmaticos (ug/mL) de oxitetraciclina tras la administracion de 100

mg/Kg p.v. a través de micro-raciones.

Tiempo Oxitetraciclina (ug/mL) administrado en micro-raciones

(hora) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 |Promedio| DE
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,000| 0,000
1 0 0 0 0 0 0/ 0,01 0 0 0 0 0 0,001 0,003
3 0,02 0,01 0,04 0,01 0/ 0,05 01 006/ 005 007 014 0,18 0,061| 0,055
6 0,08/ 0,07 006/ 002 0,16 01 0418 013 019, 021 019]| 0,19 0,132| 0,064
8 0,15| 0,09 01 014 016] 013, 0,22] 0,21 02, 047 021 049 0,214 0,131
12 026 0415| 033 021 017, 025 046] 026 022 047, 033 028 0,283| 0,101
18 059| 064| 046| 064 075 052 053] 058 044 039, 068 0,33 0,546| 0,125
24 016| 045 064 056 072 088 0,79 051 064 025 0,95 0,8 0,613| 0,241
36 011 0,38 031 0,28 026 008 051 035 0416| 024 057, 021 0,288 | 0,148
48 012 0,35 0,21] 0417] 001 0,08 0,02 0,2 0] 014 0,4 0 0,142 0,128
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Figura 3. Curva de concentracion plasmatica (ug/mL) vs. tiempo de oxitetraciclina
administrado a través de micro-raciones.

Curva OTC 100 mg/Kg p.v. administrado en micro-raciones
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2. Objetivo N°2: Determinar los parametros farmacocineticos/faramacodinamicos
(PK/PD) de cada régimen de administracion del alimento medicado con
oxitetraciclina.

2.1. Parametros farmacocineticos de oxitetraciclina para los tres regimenes de
administracion del alimento medicado estudiados.

Los parametros farmacocinéticos fueron calculados usando el programa Phoenix
WinNonlin® (Version 8.0, Pharsight Corporation, Mountain View, CA, USA). La Tabla 5
expone los parametros farmacocinéticos AUC, Cmax y Tmax (Tiempo maximo, parametro
farmacocinético que representa el tiempo requerido para alcanzar la concentracién maxima
del farmaco en la sangre después de su administracion por una via extravascular)
calculados para las tres pautas estudiadas. La Tabla 6 resume los datos obtenidos en la
Tabla 5.

Tabla 5. Parametros farmacocinéticos AUC, Cmax y Tmax de oxitetraciclina para los tres
regimenes de administracién de alimento medicado estudiados.

PH1: una vez al dia, PH2: 2 veces al dia, PH3: microraciones.

Sujeto | AUCPH1 |Cmax PH1 | Tmax PH1 | AUC PH2 |Cmax PH2 | Tmax PH2 | AUC PH3 |Cmax PH3 | Tmax PH3
1 16,19 0,64 24 15,93 0,78 24 9,66 0,59 18
2 9,99 0,43 18 13,52 0,55 24 12,65 0,64 18
3 9,11 0,44 36 13,86 0,58 24 14,44 0,64 24
4 20,29 0,83 18 12,85 0,56 24 14,38 0,64 18
5 22,94 0,98 24 12,52 0,81 36 17,53 0,75 18
6 19,57 0,84 24 10,50 0,46 12 17,64 0,88 24
7 17,93 0,87 18 10,45 0,73 36 18,59 0,79 24
8 16,70 0,69 18 14,61 0,48 12 14,22 0,58 18
9 20,47 1,04 18 17,62 0,77 24 14,41 0,64 24
10 18,74 0,72 24 15,17 0,70 24 11,95 0,47 8
11 20,93 0,77 18 18,55 0,73 18 21,12 0,95 24
12 22,83 0,92 18 16,78 0,60 24 17,05 0,80 24

Media 17,97 0,76 21,50 14,36 0,65 23,50 15,30 0,70 20,17
DE 4,46 0,19 5,40 2,59 0,12 7,44 3,19 0,14 4,86
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Tabla 6. Media y desviacion estandar de los parametros farmacocinéticos para los tres

regimenes de administracion del alimento medicado estudiados.

AUC (55‘/’;{) Tmax (h)
PH1 17,97+4,46 | 0,76+0,19| 21,5454
PH2 14362,59| 0,65:0,12| 23,5+7,44
PH3 15343,19| 0,740,14| 20,17+4,36
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2.2. Relacion farmacocinética/farmacodinamica (PK/PD) de cada régimen de

administracion del alimento medicado con oxitetraciclina

La informacién farmacocinética (PK) al relacionarse con la informacion farmacodinamica
(PD), en este caso la Concentracion Inhibitoria Minima (CMI) de oxitetraciclina frente a P.

salmonis, constituye la modelizacion PK/PD.

Las tetraciclinas se clasifican como antibidticos con actividad independiente de la
concentracion y prolongado efecto-post antibiotico y su indice de eficacia corresponde al
AUC_24//CMI y su valor debe ser mayor a 15 (Canut et al., 2015). La Tabla 7 muestra la
relacion PK/PD de oxitetraciclina administrada via alimento a una dosis de 100 mg/Kg p.v.

en tres regimenes distintos de alimentacion.

Tabla 7. Relacion PK/PD de oxitetraciclina administrada via alimento a una dosis de 100

mg/Kg p.v. en tres regimenes distintos de alimentacion.

Régimenes de cmi .
adriinistracién (ng/mL) AUC/CMI (promedio£DE)

0,06 299.54+74.33

0,125 143.78+35.68

1 vez al dia 0,25 71.89+17.84
0,5 35.9418.92
1 17.97+4.45

0,06 239.37+43.24

0,125 114.89+20.76

2 veces al dia 0,25 57.45+10.38
0,5 28.7245.19
1 14.36+2.59

0,06 255.01+53.14

0,125 122.41+25.51

Microrraciones 0,25 61.20+12.75
0,5 30.6046.38
1 15.3043.18
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3. Objetivo N°3: Comparar los parametros farmacocinéticos/faramacodinamicos
(PK/PD) obtenidos en cada régimen de administracion del alimento medicado con
oxitetraciclina.

3.1. Analisis de varianza del indice PK/PD de los tres regimenes de administracion del

alimento medicado con oxitetraciclina.

Utilizando el programa de calculo Excel se realizd el analisis de varianza de los indices
PK/PD de los tres regimenes de administracion, que evidencié que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de estudio respecto al indice
AUCq.24n/CMI. Se considero un valor critico para F de 3,284, un F calculado de 3,434 y
una probabilidad 4,41% (Tabla 9).

En la Tabla 8 se seflalan las AUC0-24h/CMI en cada tiempo de muestreo para cada

régimen de administracion del alimento medicado con oxitetraciclina.

Tabla 8. Relacion del AUC0-24h/CMI (indice PK/PD), obtenidos para los tres regimenes

de administracién del alimento medicado con oxitetraciclina.

Pauta 1 Pauta 2 Pauta 3
AUC/CMI1 AUC/CMI1 AUC/CMI1
16,19 15,93 9,66
9,99 13,52 12,65
9,11 13,86 14,44
20,29 12,85 14,38
22,94 12,52 17,53
19,57 10,50 17,64
17,93 10,45 18,59
16,70 14,61 14,22
20,47 17,62 14,41
18,74 15,17 11,95
20,93 18,55 21,12
22,83 16,78 17,05
Promedio 17,97 14,36 15,30
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Tabla 9. Andlisis de Varianza.

Origen de Suma de Grados de Promedio de los F Probabilidad Valor critico
las cuadrados libertad cuadrados para F
variaciones
Entre grupos 336,9503722 2 168,4751861 3,434803818 0,04414562 3,28491765
Dentro de 1618,63135 33 49,04943485
los grupos
Total 1955,581722 35

Adicionalmente se realizo la prueba T de Student entre los tres grupos estudiados,

evidenciandose diferencias sélo entre la pauta 1 y 2. La Tabla 10 expone la prueba T entre

ambos grupos.

Tabla 10. Prueba T entre Pauta 1 y 2.

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas

desiguales

Pauta 1 Pauta 2
Media 71,8916667 57,4483333
Varianza 318,220033 107,713488

Observaciones

Diferencia hipotética de las
medias

Grados de libertad
Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

12 12

0

18
2,42430438
0,01304508
1,73406361
0,02609016
2,10092204
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DISCUSION

Las tetraciclinas son una importante familia de antibidticos para el tratamiento de
infecciones causadas por bacterias Gram-positivas, Gram-negativas, especies aerdbicas,
anaerobicas, extra como intracelulares. El uso inadecuado de estos antibiGticos puede
causar el desarrollo de resistencias bacterianas que puede significar su retirada del arsenal
terapéutico disponible. Por lo tanto, se deben considerar las caracteristicas farmacocinéticas
de estos antibioticos en la propia especie animal de destino, ademas del correspondiente
ensayo de susceptibilidad microbioldgica, en la eleccion de los tratamientos terapeuticos
para maximizar la eficacia del farmaco y minimizar el desarrollo de resistencias bacterianas
(Dupuy, 2016).

La oxitetraciclina, compuesto bacteriostatico de amplio espectro, es ampliamente utilizado
para el tratamiento de enfermedades en la salmonicultura principalmente en cuadros de

piscirickettsiosis o septicemia rickettsial salmonidea (SRS).

En la literatura cientifica existe informacion de la farmacocinética de oxitetraciclina para
las diferentes especies salménidas como asi también de la CMI (farmacodinamia) frente a
diferentes bacterias patdgenas que afectan a esta especie acuatica. Por otro lado, no se
encontr6 informacion de los indices d PK/PD en esta especie, aun cuando se sabe que la
relacion farmacocinética/farmacodinamica (indices PK/PD), predice la eficacia de un

antibiotico administrado a una determinada dosis.

En la revision de Rigos y Smith (2015) mencionan, entre otros, un ensayo de Turel et al.
(2003) en trucha arcoiris, en la que se administré una dosis oral de 100 mg/Kg p.v. de
manera no forzada, alcanzando una Cmax de 0,57 pg/mL en un Tmax de 36 horas. En otro
ensayo de Elema et al. (1996) en salmon del Atlantico, se administré una dosis oral de 50
mg/Kg p.v. de manera forzada donde se alcanz6 una Cmax de 0,42 pug/mL en un Tmax de
12 horas. Estos resultados son cercanos a los obtenidos en este estudio, en el cual se utilizd

una dosis oral no forzada de 100 mg/Kg p.v.

Para determinar la relacién PK/PD, en este trabajo se consider6 una CMI de 1 pg/mL, una
dilucion mas alta que el COwt definida para P. salmonis en nuestro pais (Contreras- Lynch
etal., 2017).
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De acuerdo con nuestros resultados la forma de administrar el alimento medicado con
oxitetraciclina juega un rol importante para asegurarse el éxito de una terapia, ya que
utilizando la misma dosis del antibidtico sefialado (100 mg/Kg p.v.), se obtuvieron
diferentes resultados de la relacion AUC0-24h/CMI. EI mejor régimen de administracién
de este antibidtico via alimento seria durante la mafiana, ya que este alcanzo el valor mas
alto (17,97).

Considerando que los tratamientos antibidticos son administrados a través del alimento y
que en los centros de cultivo la forma de administracion mas frecuente es a través de una
racion repartida en dos veces al dia, AM y PM, esto podria explicar en muchos casos el

fracaso o la falta de eficacia terapéutica.

Ademas, es necesario sefialar que la biodisponibilidad de oxitetraciclina administrada por
via oral a través del alimento en agua de mar es muy baja como menciona Elema et al.
(1996) donde observaron que esta era de un 2% en salmoén del Atlantico. Se debe tener en
cuenta que la oxitetraciclina forma complejos con iones di- y trivalentes, los cuales se
encuentran en grandes cantidades en el agua de mar, como también en los fluidos
digestivos del pez y, por lo tanto, su interaccion es inevitable. Esto explicaria en gran
medida las bajas concentraciones plasmaticas del antibiotico observadas. A su vez, se debe

considerar que el 98% de la dosis administrada es excretada y liberada al medioambiente.

Antibioticos como el florfenicol alcanzan concentraciones plasmaticas mayores y poseen
una mejor eficacia por cuanto presentan indices PK/PD de mayor intensidad siendo
ampliamente utilizado. Otros antibiéticos con Vda mayor al de oxitetraciclina (1,3-1,7
L/Kg) son el acido oxolinico (1,5-5 L/Kg) y la flumequina (1,5-5 L/Kg), estos podrian
alcanzar concentraciones plasmaticas mayores y presentar mejor eficacia, sin embargo,
Estados Unidos, uno de los principales importadores del Salmon producido en Chile
prohibe el uso de ambos antimicrobianos en salmonicultura lo cual deja a la acuicultura
nacional en un escenario complejo. Ademas, se ha observado aumento en el nivel
resistencia tanto como para acido oxolinico (17,7%) como para flumequina (5%) (Oceana,
2018).
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Se debe tener en cuenta que los indices PK/PD obtenidos por las pautas que lograron
eficacia no superaron con gran margen el valor de 15 establecido, esto podria ser debido
tanto a la baja biodisponibilidad de oxitetraciclina administrada a través del alimento como
a su vez al relativamente alto valor del COwt de 0,5 pg/ml descrito en la literatura para

oxitetraciclina frente a P. salmonis.
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1.

4,

CONCLUSIONES

Se evidencia que la forma de administrar el alimento medicado tiene efecto directo

en el perfil farmacocinético de oxitetraciclina en salmones del Atlantico.

En salmones del Atlantico, la oxitetraciclina se absorbe de manera lenta en
comparacion a antibioticos como florfeniciol tras la administracién de una dosis
Gnica por via oral de 100 mg/Kg p.v. alcanzando las Cmax y Tmax de 0,76+0,19
ug/mL y 21,5+5,40 horas en la Pautal (una vez al dia), 0,65+0,12 pg/mL vy
23,5+7,44 horas en la Pauta 2 (AM-PM), 0,70£0,14 pg/mL y 20,17+4,86 horas en
la Pauta 3 (microrraciones).

El presente estudio demuestra la utilidad de considerar los indices PK/PD para
definir la mejor forma de administrar el alimento medicado con oxitetraciclina
frente a P. salmonis del tipo silvestre en Salmo salar y reafirma la importancia de
realizar estos estudios en las distintas especies animales respecto a los distintos

agentes infecciosos que las afectan.

En funcion de los resultados obtenidos en este estudio farmacocinético y teniendo
en cuenta la relacion PK/PD, se sugiere que, un régimen de administracion oral de
100 mg/Kg p.v. entregado a través de una vez en la mafana seria la mejor
modalidad de administracién ya que el indice PK/PD de esta pauta alcanza la mayor
intensidad (AUCo.24n/CMI: 17,97) respecto a las otras modalidades demostrando

mejor eficacia.
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ANEXOS

Anexo 1: Certificado de Bioética

CICUA

CORAITE IMSTITUCIOMAL DE

e s aen L<n | T K - - Diwral =
T URIVERSIDAD CE CHILE CUIDADEY LIS DE ANIMALES

Santiago, a 20 de diciembre de 2018

Certificado n®: 18219-VET-UCH

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales [CICUA) de la Universidad de Chile, certifica
que en el Protocolo 22-2018, del Proyecto de Investigacion titulado: “Efecto de la forma de
administracion de alimento medicado con oxitetraciclina sobre los parametros farmacocinéticos
y farmacodinamicos en Salmo salar”, del 5r. Leonardo Salvador Valderas Cardenas, Tesista de
pregrado, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile y cuya Investigadora
Responsable y Patrocinadora la Dra. Betty Verdnica San Martin Mafiez, Profesora Titular, Directora
del Laboratorio FARMAVET, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile no
se plantean acciones en sus procedimientos que contravengan las normas de Bioética de manejo y
cuidado de animales, asi mismo la metodologia experimental planteada satisface lo estipulado en
el Programa Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Chile.

Los investigadores s han comprometido a k2 ejecucion de este proyecto dentro de las
especificaciones sefialadas en el protocolo revisado y autorizade por el CICUA, a mantener los
procedimientos experimentales planteados ¥y a no realizar ninguna modificacion sin previa
aprobacidn por parte de este Comité.

Se otorga ka presente certificacion para el uso de un total de 360 peces, Salmdn del Atidntico (Salmo
solar], provenientes de la Piscicultura Rio Maullin, perteneciente a la Empresa Agquasan S.A.
¥ Region, desde enero 2019 a enero 2019, tiempo estimade de ejecucién del estudio, el cual sera
financiado por Programa para la Gestion Sanitaria en la Acuicultura —SERNAPESCA.
Folio:/ 201708070120,

El OCUA de la Universided de Chile, forma parte de la Vicermectoria de investigacion y Desarrollo, y estd
constituide por 53 miembros: 5 médicos veterinarios, 39 ocodémicos (12 de ellos médicos veterinarios), y 2
miembros no asociodos a la ocademia o investigacion, y gue cuentan con experiencia en bioética relocionada
o mantencion y uso de animales. El certificodo que emite & Comité procede de ko aprobacion del “Protocolo
de Manejo y Coidodo de Animales” después de un estudio acucioso y de lo ocogida de los investigadores de

las observaciones exigidas por el Comite.
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Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUIA)
Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo [VID) — Universidad de Chile
www uchile/cicua.cl  email: coordinador.cicua@uchile.cl
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PLANIFICACION

MES

Mes 1

Mes 2

Mes 3

Mes 4

Mes 5

SEMANA

PROYECTO

Conformacion TK P1

Aclimatacién P1

Toma de muestras P1

Conformacion TK P2, P3

X

Aclimatacién P2, P3

Toma muestra P2, P3

Extraccion OTC

Deteccion LC-MS/MS

Anédlisis de Resultados

X
X

MEMORIA DE TITULO

Redaccion escrito

Presentacion anteproyecto

Presentacion avance

Correccidn escrito

Entrega final escrito

Presentacion
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