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RESUMEN 

Yersinia ruckeri es una bacteria patógena en trucha arcoiris, que tiene la capacidad 

de persistir en el ambiente acuático representando una fuente de reinfección. 

Actualmente se vienen utilizando diferentes agentes antimicrobianos de manera 

irresponsable siendo liberados al medio ambiente propiciando la aparición de cepas 

resistentes a antibióticos. El objetivo del presente estudio fue evaluar la 

susceptibilidad antimicrobiana de cepas de Yersinia ruckeri aisladas del ambiente 

acuático en estanques de cultivo de trucha arcoiris de la región Junín. Se tomaron 

muestras de agua y sedimento de 7 piscigranjas, posteriormente se llevó a cabo el 

cultivo, aislamiento e identificación mediante métodos microbiológicos y 

moleculares. Los aislados se sometieron a las pruebas de susceptibilidad antibiótica 

de difusión en disco y microdilución en caldo para oxitetraciclina, florfenicol, 

enrofloxacina, amoxicilina y sulfametoxazol/trimetoprim. Finalmente, se aplicaron 

los métodos de Interpretación de Resistencia Normalizada y  ECOFFinder para 

obtener los valores de corte epidemiológicos. Se obtuvieron 26 cepas de Y. ruckeri 

siendo clasificadas como totalmente susceptibles (WT) a los cinco antibióticos. Se 

sugiere que en la región Junín, las infecciones producidas por Y. ruckeri pueden ser 

tratadas efectivamente con la dosis correcta de alguno de los 5 antibióticos 

evaluados. 

Palabras Clave: Antibióticos, Agua, Sedimento, Piscigranjas, Resistencia. 

 

 

 



 

ABSTRACT 

Yersinia ruckeri is a pathogenic bacterium in rainbow trout, which has the ability 

to persist in the aquatic environment representing a source of reinfection. Currently, 

different antimicrobial agents have been used irresponsibly, being released into the 

environment, leading to the emergence of antibiotic resistant strains. The objective 

of this study was to evaluate tha antimicrobial susceptibility of Yersinia ruckeri 

isolated from aquatic environment in rainbow trout culture ponds in Junin region. 

Water and sediment samples were taken from 7 trout farm, then the culture, 

isolation and identification was carried out by microbiological and molecular 

methods. The isolates were subjected to antibiotic susceptibility testing of disc 

diffusion and broth microdilution for oxytetracycline, florfenicol, enrofloxacin, 

amoxicillin and sulfamethoxazole/trimethoprim. Finally, the Normalized 

Resistance Interpretation and ECOFFinder methods were applied to obtain 

epidemiological cut-off values. 26 strains of Y. ruckeri were obtained being 

classified as fully susceptible (WT) to the five antibiotics. It is suggested that in the 

Junin region, infections caused by Y. ruckeri can be effectively treated with the 

correct dose of any of the 5 antibiotics evaluated. 

Keywords: Antibiotics, Water, Sediment, Trout farm, Resistance 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

La producción de trucha arcoiris representa un aporte del 54.63% de la 

acuicultura peruana y ha experimentado en la última década un crecimiento 

sustancial, observandose una cosecha de 54 878 TM en el año 2017 de tal manera 

que cuadruplica lo obtenido en el año 2008  (PRODUCE, 2018). 

En esta actividad se ha identificado 2 sistemas de producción: convencional 

(estanques) y no convencional (jaulas flotantes), destacando que la Región Junín 

cuenta con el mayor número de unidades productivas de sistema convencional 

aportando a la producción truchicola el 4.9% de la cosecha total (FONDEPES, 

2014; PRODUCE, 2018). 

Yersinia ruckeri, agente causal de la Yersiniosis o Enfermedad Entérica de la 

Boca Roja, tiene la capacidad de sobrevivir en los ambientes acuáticos 

(Bystritskaya et al., 2016) y ha sido reportada en los diferentes sistemas de 

producción de truchas (Bravo y Kojagura, 2004; Sierralta et al., 2013; Mesías, 

2019). Utilizando como medida preventiva, terapéutica y de control de 

mortalidades, el uso de antibióticos (Sierralta et al., 2013).  

Los antibióticos como oxitetraciclina, florfenicol, enrofloxacina, amoxicilina y 

sulfonamidas potenciadas con trimetoprim son algunos de los compuestos 

autorizados y de importancia para su aplicación en especies acuáticas (OIE, 2019).  

Las truchas después que reciben antibióticos excretan sus metabolitos, 

depositandose en el agua y el sedimento, siendo arrastrados a lugares distantes 
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contaminando el ambiente acuático (Tacão et al., 2012; Wellington et al., 2013), 

estos residuos pueden ser ingeridos por peces y otros organismos (Boxal et al., 

2004; Sørum, 2006), generando resistencia antimicrobiana (Beaber et al., 2004; 

Hastings et al., 2004; Kim et al., 2004; Sørum, 2006).  

Progresivamente se vienen desarrollando estudios enfocados en el aislamiento 

y susceptibilidad antimicrobiana de cepas de Yersinia ruckeri en ambientes 

acuáticos en diferentes piscifactorías de países vecinos (Coquet et al., 2002; Capkin 

et al., 2015; Duman et al., 2017). Sin embargo a nivel nacional los estudios están 

centrados en cepas aisladas de truchas clínicamente enfermas y no se contempla el 

ambiente acuático (Sierralta et al., 2013; Mesias, 2019). 

En ese sentido, el presente estudio pretendió evaluar la susceptibilidad 

antimicrobiana de cepas de Yersinia ruckeri asiladas del ambiente acuático en 

estanques de cultivo de trucha arcoiris de la región Junín, con el fin de estimar el 

impacto del agua y los sedimentos en la  resistencia antimicrobiana en estos 

sistemas de cultivo. 
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II. MARCO TEÓRICO 

 

2.1.SITUACIÓN ACTUAL DE LA ACUICULTURA PERUANA 

 

2.1.1. Potencial Acuícola Nacional 

La acuicultura peruana en la actualidad es considerada incipiente en 

comparación con paises vecinos de sudamérica, debido a que la actividad acuicola 

está liderada principalmente por Chile, Brasil y Ecuador que en conjunto 

representan 90% de la producción en América Latina, mientras que Perú aporta 4% 

de la producción regional; sin embargo en la última década la actividad ha crecido 

aproximadamente 13% enfocandose en la producción de trucha aroiris 

representando a la acuicultura continental; así como concha de abanico y langostino 

en acuicultura marina o maricultura  (Saldarriaga y Regalado, 2017).  

El Perú presenta en sus tres regiones (costa, sierra y selva) las condiciones 

climáticas e hidrológicas (2000 recursos hídricos) favorables para el desarrollo de 

la acuicultura, teniendo como principales especies cultivadas la concha de abanico 

y langostino en el ambiente marino, y la trucha arcoiris, tilapia, paiche, gamitana y 

paco en aguas dulces (Ruiz, 2012; Saldarriaga y Regalado, 2017). 

2.1.2. Producción de trucha arcoiris 

PRODUCE (2018) en su último anuario estadístico pesquero y acuícola 

establece que la cosecha de trucha aroiris representa el 54.63% de la producción 

nacional, y esta ha experimentado un crecimiento de 339.1% en la última década, 

colocando a Puno, Huancavelica y Junin como los principales productores (Cuadro 

1). 
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La producción intensiva de trucha arociris se desarrolla en una altitud mayor a 

los 2500msnm (Mateo et al., 2017) y se han identificado 2 sistemas de cultivo: 

convencional, que uitiliza estanques, y no convencional que requiere el uso de 

jaulas flotantes (FONDEPES, 2014). 

Cuadro 1. Producción Nacional de trucha arcoiris (TM) según región, periodo  

2008-2017 

REGIÓN 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 

Amazonas 44.9 100.6 23.8 24.9 60.6 41.1 35.6 81.3 291.4 269.3 

Ancash 145.7 147.7 129.3 128.1 135.8 659.0 82.1 78.6 85.7 78.8 

Apurimac 25.7 21.5 50.6 26.9 38.3 50.1 59.6 75.0 97.7 125.0 

Arequipa 44.5 52.7 15.3 43.6 62.3 42.8 90.7 28.8 18.8 13.1 

Ayacucho 82.5 97.3 67.9 209.4 240.4 264.9 304.4 482.7 543.9 781.0 

Cajamarca 130.2 225.6 263.2 294.4 328.9 328.4 175.1 75.5 139.3 162.0 

Cusco 161.8 132.9 263.6 251.7 438.0 641.0 170.2 637.0 797.5 810.0 

Huancavelica 153.7 247.3 726.4 1122.2 1143.9 1222.0 1443.9 3386.8 3704.1 3454.1 

Huánuco 38.4 47.1 112.1 109.6 148.0 197.7 269.1 258.9 247.0 286.0 

Junin 2078.9 1757.9 1847.9 1947.1 3412.5 2126.9 1614.7 1177.6 2262.9 2687.6 

La Libertad 206.0 73.9 63.5 6.9 9.4 9.6 49.2 122.1 120.3 124.8 

Lima 172.5 181.2 794.4 83.4 128.3 197.4 219.6 253.2 371.8 476.5 

Moquegua 5.7 24.6 4.7 1.1 6.2 10.7 8.4 8.4 - - 

Pasco 310.8 243.5 171.1 121.7 90.3 88.3 89.3 127.8 234.1 332.1 

Puno 8877.2 9437.8 9682.8 15549.6 18471.0 29090.7 28236.1 34114.0 43290.0 45232.7 

Tacna 18.8 25.2 33.8 21.1 47.5 20.8 67.6 29.7 32.7 37.2 

*Adaptado por PRODUCE, 2018 

 

- Producción de trucha arcoiris en sistemas convencionales 

Los sistemas convencionales tienen como fuente de abastecimiento de agua los 

ambientes lóticos (ríos, riachuelos, manantiales); y de acuerdo al caudal de agua 

requerido y al área de producción se diseña la infraestructura hidráulica necesaria 

como bocatoma, canal principal, canales secundarias, fitros, desarenadores y otros 

(PRODUCE, 2010; FONDEPES, 2014).  
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Según la topografía del terreno y la disponibilidad económica de los 

productores, la construcción de los estanques puede ser de tres tipos: concreto, 

mampostería de piedra y de tierra (PRODUCE, 2010; FONDEPES, 2014); 

observandose predominancia por estanques de concreto en las regiones de Junin, 

Cusco, Arequipa y Lima (PRODUCE, 2010). 

La principal ventaja de este sistema de producción es la facilidad de manejo, 

aprovechamiento de los ambientes, traslado de animales y programación de 

actividades durante todo el año (PRODUCE, 2010; FONDEPES, 2014). 

- Producción de trucha arcoiris en sistemas no convencionales 

La crianza en este tipo de sistema se desarrolla principalmente en el lago 

Titicaca, región de Puno (PRODUCE, 2010; Mateo et al., 2017), utilizando jaulas 

flotantes, cuyos costos de construcción son menores que los estanques de concreto, 

debido a que requiere material simples como cañas de bambú, nylon, flotadores de 

cilindro (PRODUCE, 2010).  

Desde el inicio de ejecución de este sistema en el año 2003, en los primeros 

siete años, la región Puno ha logrado triplicar la producción de Junín (PRODUCE, 

2010), logrando un mayor desarrollo contando con el 98% de unidades productivas 

(FONDEPES, 2014).  

Según PRODUCE (2018), actualmente los mayores productores de trucha 

arcoiris son la región de Puno y Huancavelica que utilizan el sistema de crianza no 

convencional (jaulas flotantes), mientras que en tercer lugar se ubica la región Junin 

cuyo sistema principal es el convencional.  
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2.2.ENFERMEDAD ENTÉRICA DE LA BOCA ROJA (ERM) 

 

2.2.1. Yersinia ruckeri 

Yersinia ruckeri es una bacteria bacilar gramnegativa, anaerobio facultativa 

perteneciente a la familia Yersiniaceae (Adelou et al., 2016), de distribución 

mundial y con un amplio rango de hospedadores afectando principalmente a 

salmónidos (Barnes, 2011; Kumar et al., 2015). Y ruckeri mide 0.75µm de diametro 

y 1-3µm de longitud, a su vez posee un genoma de 3.7Mb con una proporción de 

47% G+C aproximadamente (Navas et al., 2014), no forma esporas ni tampoco 

posee cápsula y algunas cepas presentan flagelo dispuestos peritricamente 

exhibiendo motilidad variable (Tobback et al., 2007). 

Las diferentes cepas de Y. ruckeri que han sido reportadas se han clasificado en 

base a serotipos, biotipos y proteínas de membrana externa (Kumar et al., 2015). El 

esquema de serotipificación es compleja y se basa en la reacción serológica de los 

antígenos (lipopolisacáridos, proteinas de membrana externa y antígeno O) frente a 

antisueros (Wrobel et al., 2019).  

La clasificación de serotipos más utilizadas son las establecidas por Davies 

(1990) y Romalde et al. (1993), a inicios de los noventa el primero propuso un 

esquema basado en Antígenos O estables al calor distinguiendo cinco serotipos (O1 

al O7), mientras que Romalde propuso una clasificación tomando en cuenta perfiles 

de lipopolisacáridos y proteínas de membrana externa, distinguiendo cuatro 

serotipos (O1 al O4).  
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En los últimos años han aparecido nuevos serotipos  (Cuadro 2) y en el año 2016 

se ha reportado un serotipo O8 obligando a los investigadores a buscar nuevas 

soluciones de tratamiento (Ormsby et al., 2016). 

Cuadro 2. Esquema de serotipificación de Y. ruckeri entre 1977-2016 

AÑO DE SEROTIPIFICACIÓN 

 1977 1978 1984 1988 1990 1993 2016 

SEROTIPO 

I I I - O1 O1a O1 

II II II II O2 O2a,b,c O2 

- III III III O1 O1b O1 

- - IV - - - - 

- - V V O5 O3 O5 

- - VI VI O6 O4 O6 

- - - - O7 - O7 

- - - - - - O8 

AUTOR a b C d e f g 

*Adaptado por Wrobel et al., 2019  

**Fuente: (a) O´Leary, 1977; (b) Bullock et al., 1978; (c) Stevenson y Airdrie, 1984; (d) DeGrandis 

et al., 1988; (e) Davies, 1990; (f) Romalde et al., 1993; (g) Ormsby et al., 2016.  

                                

Asimismo, se han descrito dos biotipos en función a la presencia de flagelo 

y capacidad de hidrolizar Tween 20 y Tween 80, es asi que el Biotipo 1 es móvil y 

lipasa positivo;  mientras que el Biotipo 2 es no móvil y lipasa negativo, 

curiosamente esta perdida de la motilidad y actividad lipasa es ocasionada por 

mutaciones en el aparato de secreción flagelar (Moreau et al., 2019). 

El esquema de tipificación establecido por Davies (1991) y basado en la 

variación de la masa molecular de las principales Proteínas de Membrana Externa 
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(OMP) distinguió seis grupos clonales, para el serotipo O1 consistieron en OMP-1 

al OMP-4, mientras que para el serotipo O2 consistieron en OMP-1 y OMP-2, y ha 

sido capaz de diferenciar entre las cepas clásicas de Hagerman y las recién 

emergidas del biotipo 2. Posteriormente, el análisis OMP ha jugado un papel 

importante en varios análisis epidemiológicos de Y. ruckeri (Sousa et al., 2001; 

Bastardo et al., 2012). 

2.2.2. Distribución y Rango de Hospedadores 

Yersinia ruckeri ha sido aislado de peces silvestres y de piscifactorías, asi como 

de especies no acuícolas (Kumar et al., 2015; Zorriehzahra et al., 2017) y ambientes 

acuáticos (Coquet et al., 2002). Reportándose en Canadá, Europa, Sudamérica, 

China, India y Australia (Manna et al., 2003; Tobback et al., 2007; Shaowu et al., 

2013). Las especies afectadas por este patógeno, asi como los organismos no 

susceptibles se detallan en el Cuadro 3 y 4. 

Los salmónidos son las especies más susceptibles a infecciones por Y. ruckeri 

(Wrobel et al., 2019) produciendo graves pérdidas económicas en la industria, 

principalmente en Austalia (Carson y Wilson, 2009), Chile (Bastardo et al., 2011), 

Noruega (Shah et al., 2012) y Escocia, donde la producción es significativa 

(Ormsby et al., 2016). 
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Cuadro 3. Especies acuícolas susceptibles a infecciones por Y. ruckeri 

NOMBRE COMÚN NOMBRE CIENTÍFICO 
REFERENCIA 

BIBLIOGRÁFICA 

Bacalao Atlántico Gadus morhua Gudmundsdottir et al., 2014 

Carpa común Cyprinus carpio Berc et al., 2015 

Gardí  
Scardinius 

erythrophthalmus 
Popovi´c et al., 2001 

Pez Zebra Danio rerio Korbut et al., 2016 

Salmón Atlántico Salmo salar 
Navas et al., 2014 

Ormsby et al., 2016 

Salmón Chinook Oncorhynchus tshawytscha Glenn et al., 2011 

Salmón Coho Oncorhynchus kisutch 
Avendaño-Herrer et al., 

2016 

Tilapia del Nilo Oreochromis niloticus Eissa et al., 2008 

Trucha Arcoiris Oncorhynchus mykiss 

Sierralta et al., 2013 

Duman et al., 2017 

Mesias et al., 2019 

Trucha de arroyo Salmo trutta Huang et al., 2015 
*Adaptado por Wrobel et al., 2019  

 

Cuadro 4. Organismos no acuáticos con aislamiento de Y. ruckeri 

NOMBRE COMÚN NOMBRE CIENTÍFICO 
REFERENCIA 

BIBLIOGRÁFICA 

Aves Falconiformes Falco spp. Kumar et al., 2015 

Hombre Homo sapiens De Keukeleire et al., 2014 

Necturo Necturus maculosus Standish et al., 2018 

Tortuga Cheloniidae Kumar et al., 2015 

Agua  - Capkin et al., 2015 

Alga / Sedimento - Coquet et al., 2002 
*Adaptado por Wrobel et al., 2019  

 

En el Perú, Y. ruckeri ha sido aislado en piscigranjas de trucha arcoiris 

(Oncorhynchus mykiss), que se localizan a una altitud superior a los 3000 msnm, 

siendo reportado por primera vez en la región Junin (Bravo y Kojagura, 2004).  

Posteriormente se han registrado casos continuos en la sierra central (Sierralta et 

al., 20013; Mateo et al., 2017), en departamentos costeros como Lima y Huaraz 
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(Sirvas-Cornejo et al., 2011; Mesias et al., 2019) y en la región de Puno (Estrella, 

2019; Mesias, 2019). 

Y. ruckeri es un patógeno de alta morbilidad (Mesias et al., 2019), y según esta 

característica la Organización Mundial de Sanidad Animal  estima prevalencias 

superiores al 5% (OIE, 2009). Anicama (2011) reportó una prevalencia de 6.5% de 

Y. ruckeri en truchas arcoiris de la región Junín. Mientras que SANIPES (2017) 

informó una prevalencia de infección por Y. ruckeri del 8% en la región Puno. 

En nuestro medio, las infecciones por Y. ruckeri en truha arcoiris presentan 

diferentes grados de mortalidad, oscilando entre una mortalidad acumulativa menor 

al 10% (Bravo y Kojagura, 2004) hasta tasas elevadas de 10-15% (Sierralta et al., 

2013), asimismo en infecciones experimentales la mortalidad registrada varía entre 

60-100% (Mesias et al., 2019).  

2.2.3. Fisiopatología 

La mayoria de brotes de ERM son causados por Y. ruckeri serotipo O1 biotipo 

1; sin embargo existe una incidencia creciente y de amplia distribución de brotes 

ocasionados por el serotipo O1 biotipo 2 (Fouz et al., 2006; Wheeler et al.,2009; 

Calvez et al., 2014). 

Y. ruckeri tiene como puerta de entrada principal las células de las lamelas 

branquiales, donde desde ese punto se diseminan rapidamente vía sanguínea a los 

órganos internos (Tobback et al., 2009; Ohtani et al., 2014). Siendo detectados al 

minuto post-infección en sangre con un aumento de bacterias que alcanza 2.3x105 

UFC/mL, a los 30 minutos en intestino, en el riñón a los 3 dias y en el bazo, hígado, 

cerebro y corazón a los 7 días post-infección (Ohtani et al., 2014).  
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La ERM puede afectar a salmónidos de diferente grupo etáreo, pero los signos 

más agudos se presentan en alevines, comenzando con bajas mortalidades que se 

mantienen en el tiempo, resultando en pérdidas acumulativas (Tobback et al., 

2007).  

Macroscópicamente se observan cambios en el comportamiento, letargia, 

inapetencia, asi como exoftalmia, oscurecimiento de la piel, hemorragias 

subcutáneas y alrededor de la boca, las petequias internas se localizan en el hígado, 

páncreas, ciegos pilóricos, vejiga natatoria y músculo, a su vez se observa 

esplenomegalia y enteritis (Tobback et al., 2007; Sierralta et al., 2013). 

El examen histopatológico muestra septicemia general con inflamación, 

necrosis en la mayoria de los órganos, particularmente en el hígado, riñón, bazo, 

corazón y branquias, en esta última se observan hiperemia, edema y descamación, 

mientras que en el hígado se evidencia degeneración grasa y en el riñón se 

encuentran los túbulos renales degenerados, nefritis glomerular y un marcado 

aumento en melano-macrófagos (Tobback et al., 2007; Tobback et al., 2009; 

Sierralta et al., 2013; Mesias et al., 2019). 

2.2.4. Formación de Biofilm 

Yersinia ruckeri tiene la capacidad de formar biofilm (Coquet et al., 2002; 

Coquet et al., 2005), adheriendose a sólidos como PVC, fibras de vidrio, concreto, 

madera y otros materiales comunmente empleados en piscigranjas, dependiendo de 

la rugosidad de la superficie y el tiempo de incubación que hace más pronunciado 

la formación de biopelículas; representando una fuente recurrente de infección por 

tiempos prolongados (Coquet et al., 2002). 
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Coquet et al. (2002) determinó que la eficiencia en la formación de biopelículas 

varía de cepa a otra y que está relacionado a la motilidad mediada por flagelo, 

asimismo observó que los aislados de Y. ruckeri procedentes de muestras 

ambientales exhiben mayor capacidad de adhesion a superficies que las cepas de 

referencia, formación de biopelículas y tolerancia a los antibióticos que las células 

planctónicas. 

Y. ruckeri también puede adherirse e invadir varias líneas celulares de peces 

(Tobback et al., 2010; Menanteau-Ledouble et al., 2018). La aplicación de 

inhibidores dirigidos a los mecanismos del huesped disminuyó significativamente 

la susceptibilidad de las líneas celulares de peces a ser invadidos por Y. ruckeri, 

resaltando el papel del quorum sensing (QS) en la regulación de los factores de 

virulencia, formación de biopelículas y motilidad (Delshad et al., 2018). 

Delshad et al. (2018) suplementaron cultivos de Y. ruckeri con una molécula de 

señalización (3-oxo-C8-homoserina lactona) y observaron un aumentó 

significativamente la motilidad y formación de biopelículas in vitro, mientras tras 

la aplicación de bacterias degradadoras de N-acyl hemoserina lactona (quorum 

quenching - QQ) se observó un efecto opuesto, lo que sugiere que las bacterias QQ 

pueden influir en la expresión genética de las cepas de Y. ruckeri. 

Estudios han demostrado la presencia de bacterias QQ en branquias, intestino y 

piel de trucha arcoiris, las cuales pueden ser útiles para regular negativamente la 

expresión de los genes de virulencia de Y. ruckeri e impedir el ingreso y distribución 

del patógeno (Ohtani et al., 2014; Ohtani et al., 2015). 
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2.2.5. Diagnóstico 

Múltiples pruebas diagnósticas se han desarrollado para la detección de Yersinia 

ruckeri, dentro de ellas se encuentran el cultivo y aislamiento, pruebas serológicas 

y moleculares (Tobback et al., 2007). Y. ruckeri ha sido aislada usando Agar 

Tripticasa de Soya (TSA) y Agar MacConkey (Austin et al., 2003; Tobback et al., 

2007), a una temperatura de 20-28°C (Tobback et al., 2007). 

En nuestro medio, el cultivo y aislamiento se ha llevado a cabo mediante el uso 

principal de agar TSA a 20-25°C observando colonias blanco cremosas, y para la 

identificación se utiliza pruebas bioquímicas como oxidasa, catalasa, motilidad, 

citrato, producción de indol, rojo de metilo, entre otras (Sirvas-Cornejo et al., 2011; 

Sierralta et al., 2013; Mateo et al., 2017; Mesias, 2019). 

Por otra parte, el cultivo de Y. ruckeri procedente de muestras de ambientes 

acuáticos como el agua o el sedimento se realiza mediante el método de filtración 

establecido por Atwill et al. (2007) donde se utiliza un filtro de 0.45µm y que ha 

sido aplicado existosamente (Capkin et al., 2015). 

Y. ruckeri ha sido detectado mediante pruebas serológicas como ELISA, prueba 

de aglutinación e inmunofluorescencia indirecta (Smith et al., 1987; Olesen, 1991; 

Calvez et al., 2014). Mientras que las pruebas moleculares han incluido el 

Polimorfismo de Longitud del Fragmento de Restricción - RFLP (García et al., 

1998), Amplificación Isotérmica Mediada por Bucle – LAMP (Saleh et al., 2008) 

y Reacción en Cadena de la Polimerasa (Gibello et al., 1999; Altinok et al., 2001; 

Glenn et al., 2011), esta última basada en la amplificación del gen 16S-rRNA 

(Gibello et al., 1999; Lejeune y Rurangirwa, 2000; Altinok et al., 2001). 
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2.2.6. Tratamiento y Control 

- Antibioterapia 

Los agentes antimicrobianos son usados frecuentemente en acuicultura para el 

control de Y. ruckeri (Tobback et al., 2007; Huang et al., 2013), siendo la 

oxitetraciclina, ácido oxolínico, amoxicilina, sulfadiazina combinada con 

trimetoprim y recientemente el florfenicol son los antibióticos habitualmente 

empleados (Michel et al., 2003). Sin embargo, debido a la limitada gama de 

compuestos aplicados, se ha generado presión sobre las bacterias de organismos 

acuáticos facilitando la aparición de cepas resistentes (Defoirdt et al., 2007; Huang 

et al., 2013). 

En el Perú se aplica el mismo listado de antimicrobianos en acuicultura, siendo 

evaluada su eficacia frente a Y. ruckeri (Sierralta et al., 2013; Sandoval et al., 2016; 

Mesias, 2019). Actualmente, según SANIPES (2016a) solamente están permitido 

para la acuicultura el uso de oxitetraciclina, ácido oxolínico, flumequina, sulfas, 

florfenicol, eritromicina, enrofloxacina, amoxicilina, benzoato de emamectina, 

ciprofoxacino y trifuralin, llevandose a cabo el control de límites máximos en el 

músculo. 

La dosificación de antibióticos contra Y. ruckeri se han venido desarrollando a 

lo largo del tiempo, es así que frente a brotes se emplea oxitetraciclina (65mg/kg/día 

x 10 días), ácido oxolínico (10 mg/kg/día x 10 días) y sulfamerazina (200 mg/kg/día 

x 3 días) (Rodgers y Austin, 1983; Schmidt et al., 2000). Sin embargo en nuestro 

país no se ha establecido una dosis adecuada, lo que ha conllevado al uso empírico 

de los compuestos antimicrobianos por parte de los productores (Mesias, 2019). 
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- Probióticos 

El incremento en el uso de antibióticos y la preocupación por la resistencia 

antimicrobiana ha estimulado la búsqueda de nuevas alternativas ecológicas, en 

particular bacterias probióticas y levaduras (Irianto y Austin, 2002; Kesarcodi-

Watson et al., 2008). 

Raida et al. (2003) demostraron cierta protección en trucha arcoiris frente a 

infecciones por Y. ruckeri con la administración oral de Bacillus subtilis y Bacillus 

licheniformis. Porteriormente, Brunt et al. (2007) observaron una reducción de la 

mortalidad en 80% con las suplementación dietética con B. subtilis y en 6% con 

Aeromonas sobria. 

La aplicación de Carnobacterium spp. aisladas de intestino de trucha arcoiris 

han demostrado brindar una amplia protección frente a infección por Y. ruckeri, 

considerando como mecanismo de acción la estimulación del sistema inmune del 

hospedero (Robertson et al., 2000; Kim y Austin, 2006). 

- Vacunación  

Las vacunas comerciales han permitido el control eficiente de las infecciones 

por Y. ruckeri y el avance de la producción de salmónidos en Estados Unidos y 

Europa (Austin et al., 2003). Sin embargo para una adecuada protección se debe 

tener en cuenta el biotipo y serotipo de la cepa que se va aplicar (Chettri et al., 

2013). 

Las vacunas monovalentes utilizan suspensiones de Y. ruckeri serotipo O1 

biotipo 1 inactivadas mediante vías de inmersión, inyección u oral proporcionando 

buenos resultados (Raida y Buchmann, 2008; Costa et al., 2011; Soltani et al., 2014; 

Villumsen et al., 2014).  
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Asimismo se han desarrollado vacunas bivalentes usando cepas de Y. ruckeri 

biotipo 1 y biotipo 2 inactivadas con formalina, que evidenciaron una buena 

protección principalmente contra el biotipo 2 (Tinsley et al., 2011; Deshmukh et 

al., 2012). 

- Inmunoestimulantes 

La resistencia frente a patógenos se ha logrado mediante el uso de 

inmunoestimulanres que mejoran la efectividad de las vacunas (Tobback et al., 

2007).  

El β-hidroxi-β-metilbutirato (HMB), es un metabolito producido por la 

descomposición de la leucina que se encuentra en diversos tejidos, y se ha 

demostrado que provee un efecto estimulante contra Y. ruckeri después de la 

inmunización in vivo en trucha arcoiris (Siwicki et al., 2001; Siwicki et al., 2003). 

Por otra parte, se ha sugerido el uso de Proteínas de Estrés Térmico (HSPs) para 

estimular la inmunidad innata y adaptativa contra Y. ruckeri en situaciones de estrés 

(Ryckaert et al., 2010). 

 

2.3.SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA 

 

2.3.1. Resistencia Antibiótica de Yersinia ruckeri 

Los antimicrobianos más utilizados para controlar la yersiniosis y autorizados 

en acuicultura son oxitetraciclina, amoxicilina, florfenicol y sulfadiazina 

combinada con trimetoprim (Michel et al., 2003; Serrano, 2005). Los cuales, 

mediante pruebas in vitro se ha demostrado que Y. ruckeri puede desarrollar 

resistencia antimicrobiana (Rodgers, 2001; Huang et al.,2013; Calvez et al., 2014). 



 

17 

 

Se realizó un estudio llevado a cabo por Michel et al. (2003), en el cual 

evaluaron 50 cepas de Y. ruckeri obtenidas de brotes en salmónidos de Francia, 

Italia, Béligca, Dinamarca e Idaho (USA) enfrentándolos a fenicoles: florfenicol y 

cloranfenicol mediante CIM, donde no hallaron patrones de resistencia, solamente 

una cepa presentó resistencia a florfenicol por el método de difusión en disco; sin 

embargo no se evidenciaron genes de resistencia. 

A su vez, en España se evaluaron 7 cepas de Y. ruckeri procedentes de truchas 

arcoiris clínicamente enfermas, frente a cuatro quinolonas: ácido oxolínico, ácido 

nalidíxico, flumequina y enrofloxacina, hallando una baja susceptibilidad por las 

pruebas de difusión en disco y microdilución en caldo a los dos primeros 

antibióticos, resultados que coincidió con el hallazgo de la sustitución de Ser por 

Arg en la posición 83 del gen gyrA (Gibello et al., 2004). 

Posteriormente, Huang et al. (2013) llevaron a cabo un estudio en Alemania 

abarcando diferentes grupos de antimicrobianos para evaluar el grado de 

susceptibilidad en 83 aislados de Y. ruckeri de casos clínicos y no clínicos, utilzando 

el método de microdilución en caldo y el análisis molecular para determinar genes 

de resistencia, observando que la distribución de CIM de enrofloxacina y ácido 

nalidíxico fue bimodal y aquellas cepas con baja susceptibilidad, a nivel molecular 

presentaron sustitución de aminoácidos en la posición 83  (Ser83-Arg o -Ile) u 87 

(Asn87-Tyr) del gen gyrA; asimismo, una cepa con CIM elevado a sulfonamidas y 

trimetoprim presentaban un plásmido de 8.9kb portando los genes sul2, strB y un 

casete del gen dfrA14 integrado en el gen strA, resultados que coinciden con los 

hallazgos de Gibello et al. (2004). 
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Por otra parte, en Francia, se analizaron 100 cepas de Y. ruckeri en truchas 

arcoiris de diferentes regiones contra diferentes antibióticos aplicando la prueba de 

difusión en disco y concentración inhibitoria mínima (CIM) obteniendo patrones de 

susceptibilidad alta y uniforme, concluyendo que aun no ha surgido resistencia 

antimicrobiana (Calvez et al., 2014). 

Una investigación realizada por Kumar et al. (2017) en Austria utilizaron las 

pruebas de difusión en disco y microdilución en caldo frente a una gran variedad de 

antibióticos, determinando alta susceptibilidad a enrofloxacina, florfenicol, 

tetraciclina, amoxicilina, ácido oxolínico, trimetoprima-sulfametoxazol, 

flumequina y doxiciclina; susceptibilidad intermedia a gentamicina y polimixina, 

asi como resistencia a eritromicina (MIC = 1024 μg/ml), rifampicina (MIC = 32 

μg/ml), novobiocina (MIC = 16–32 μg/mL) y mupirocina (MIC = 32–64 μg/mL). 

En el Perú los estudios relacionados a susceptibilidad antimicrobiana en Y. 

ruckeri son limitados, incialmente Sierralta et al. (2013) asilaron 30 cepas 

procedentes de la región Junín y las evaluaron por la técnica de difusión en disco 

frente a una serie de antibióticos utilizados comunmente en el medio; sin embargo 

no observaron altos niveles de resistencia, atribuyendo los resultados a una limitada 

aplicación de estos agentes en las truchas arcoiris. 

Posteriormente Sandoval et al. (2016) realizaron un estudio en la región de 

Puno, trabajando con 20 truchas positivas a Y. ruckeri, frente a triimetropin 

sulfametoxazol, Florfenicol, Fosfomicina, Clorhidrato de oxitetraciclina y 

Enrofloxacina, observando una alta sensibilidad a enrofloxacina, 

sulfametoxazol/trimetoprim y fosfomicina; y con sensibilidad media a la 

oxitetraciclina y florfenicol. 



 

19 

 

Mesias (2019) estudió 43 cepas de Y. ruckeri procedentes de cuatro regiones de 

la sierra peruana: Lima, Ancash, Junin y Puno, aplicando la prueba de difusión en 

disco y la detección de genes de resistencia para oxitetraciclina, florfenicol, ácido 

oxolínico, amoxicilina y sulfametoxazol/trimetoprim; observando un patron de 

susceptibilidad unimodal en todos los antimicrobianos y determinando los puntos 

de corte epidemiológicos categorizando el total de aislados como cepas altamente 

susceptible o tipo salvaje, asimismo no se detectaron genes de resistencia. 

Recientemente, Mesias et al. (2020) reportaron la secuencia del genoma de una 

cepa de Y. ruckeri FMV-22 procedente de Canta – Lima, donde hallaron la 

presencia de secuencias de codificación asociadas a resistencia frente a 

fluoroquinolonas y una beta-lactamasa, indicando que esta cepa vendria a ser un 

portador de genes de resistencia antimicrobiana. 

2.3.2. Ambiente Acuático 

En la acuicultura se han abordado problemas terapéuticos y ambientales debido 

a que los agentes antimicrobianos son liberados en el agua circundante durante el 

tratamiento de los peces (Aoki, 1992) y su impacto en la microbiota del medio 

acuático es complejo a diferencia de los patógenos de peces que reflejan el uso 

intensivo de los antibióticos (Bruun et al., 2000). 

El agua que transporta las bacterias que contienen genes de resistencia 

antimicrobiana representan una fuente de difusión de estos microorganismos a otros 

ecosistemas continentales, producciones acuícolas y el hombre (Duman et al., 

2017). 

Schmidt et al. (2000) llevaron a cabo una vigilancia durante 1 año en 

piscigranjas de Dinamarca, donde se tomaron muestras de truchas arcoiris, agua y 
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sedimento, obteniendo 134 aislados de Y. ruckeri, que fueron sometidos a prueba 

de susceptibilidad de CIM mediante dilución en agar para oxitetraciclina, 

sulfametoxazol/trimetoprim, ácido oxolínico, amoxicilina y florfenicol, donde 

observó alta sensibilidad para todos los antimicrobianos. 

Balta et al. (2010) caracterizaron fenotípica y molecularmente el perfil de 

resistencia antimicrobiana en 116 cepas de Y. ruckeri en piscifactorías de Turquía, 

donde hallaron 41 aislados resistentes a oxitetraciclina, 21 presentaron genes tetA 

y tetB, concluyendo que las cepas de Y. ruckeri resistentes a antimicrobianos 

pueden actuar como un reservorio de genes de resistencia a los ambientes de crianza 

de trucha arcoiris. 

En Turquía, los estudios de resistencia antimicrobiana integran el análisis de los 

peces y el ambiente acuático: agua y sedimento, aplicando las pruebas de 

susceptibilidad de difusión en disco y microdilución en caldo y analizando los genes 

de resistencia antimicrobiana, hallando susceptibilidad a florfenicol y 

sulfametoxazol/trimetoprim y resistencia al sulfametoxazol, mientras que por otro 

lado se han detectado los genes tetC, tetD, tetE, sul1, floR, ampC (Capkin et al., 

2015; Duman et al., 2017). 

2.3.3. Instituto de Normas Clínicas y de Laboratorio (CLSI) 

El Instituto de Normas Clínicas y de Laboratorio (CLSI, anteriormente NCCLS) 

es una organización internacional e interdisciplinaria sin fines de lucro que 

desarrolla estándares que promueven el desarrollo y uso de normas y pautas 

voluntarias basadas en el concenso como forma efectiva y rentable para mejorar 

pruebas y servicios de atención médica (CLSI, 2014). 
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El CLSI (2010) sugiere que para los patógenos de organismos acuáticos se debe 

desarrollar estándares de prueba de antimicrobianos para organismos que prefieren 

o requieren condiciones tales como temperaturas más bajas, medios semisólidos o 

medios suplementados.  

En ese sentido, el CLSI ha publicado 2 documentos con la finalidad de obtener 

resultados de susceptibilidad antimicrobiana comparables y estandarizados: 

VET03-A para la prueba de susceptibilidad de difusión de disco en agar (CLSI, 

2006a) y VET04-A para la prueba de microdilución en caldo (CLSI, 2006b). 

Posteriormente se publicó un tercer documento del CLSI: VET03/VET04-S1 

que contiene los primeros puntos de corte clínicos y también valores de corte 

epidemiológicos aplicables a Aeromonas salmonicida (CLSI, 2010), importantes 

para predecir un tratamiento antimicrobiano adecuado (Bywater et al., 2006; 

Schwarz et al., 2010). 

2.3.4. Interpretación de Resistencia Normalizada (NRI) 

El método de la Interpretación de Resistencia Normalizada (NRI) se desarrolló 

en respuesta a la necesidad de calibrar los resultados de las pruebas de difusión en 

disco para hacer posible la comparación entre laboratorios, siendo aplicado en 

medicina humana, medicina veterinaria y biología marina, proporcionando el 

cálculo de valores de corte epidemiológico (COWT) (Kronvall y Smith, 2016), que 

clasifican a las cepas en Totalmente Susceptible o tipo salvaje (WT) o de 

Susceptibilidad Reducida o tipo no salvaje (NWT) (Smith y Christofilogiannis, 

2007; Kronvall y Smith, 2016). 
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El método de NRI fue modificado por Kronvall (2010) para las distribuciones 

de Concentración Inhibitoria Mínima (CIM) mediante la introducción de variables 

auxiliares y valores intermedios asignados a la media de los números vecinos de 

aislamientos, asimismo ha sido propuesto por el Comité Europeo de Pruebas de 

Susceptibilidad Antimicrobiana (EUCAST) la determinación de los valores de corte 

epidemiológico (ECOFF). 

Turnidge et al. (2006) diseñaron el análisis de ECOFFinder que consiste en 

ajustar un conjunto de datos de CIM a la distribución logarítmica normal 

acumulativa que es válido para datos agrupados, así como datos obtenidos de un 

laboratorio, y que ha venido siendo aplicado eficientemente en distribuciones CIM 

para patógenos de salmónidos y de ambientes acuáticos (Baron et al., 2017; 

Contreras-Lynch et al., 2017; Van Vliet et al., 2017). 

La prueba de NRI ha sido aplicado con éxito en el sector acuícola, calculandose 

los valores de corte epidemiológicos para la zona de difusión en disco en 

Aeromonas spp. (Uhland, 2010; Smith et al., 2012), Aeromonas salmonicida 

(Douglas et al., 2007; Ruane et al., 2007; Smith et al., 2007; Hurtado, 2019), 

Edwardsiella tarda (Lim et al., 2016), Streptococcus phocae (Avendaño-Herrera et 

al., 2011), Vibrio spp. (Smith y Christofilogiannis, 2007; Uhland, 2010), Vibrio 

harveyi (Lim et al., 2016) y recientemente Yersinia ruckeri (Mesias, 2019). 

Mientras que para la prueba de CIM, los valores de corte epidemiológicos 

mediante NRI han sido calculados para Aeromonas spp. (Uhland, 2010), 

Flavobacterium psychrophilum (Enriques-Nuñez et al., 2012; Smith et al., 2014) y 

Vibrio spp. (Uhland, 2010). 
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III. JUSTIFICACIÓN 

 

La acuicultura peruana ha experimentado un crecimiento considerable que ha 

llevado al incremento del uso de antibióticos, provocando problemas de 

contaminación ambiental por la exposición crónica de los antimicrobianos en los 

ambientes acuáticos. 

Por otro lado, la producción de trucha arcoiris (Oncorhynchus mikyss) se 

encuentra concentrada en las regiones de Puno y Junín, siendo esta última la que 

cuenta con un sistema de crianza convencional, es decir por estanques, albergando 

310 unidades de produccion (Gobierno Regional de Junin, 2010). 

Yersinia ruckeri es un agente patógeno prevalente (˃5%) en la región, que 

afecta estos sistemas de crianza, generando altas tasas de mortalidad (10-15%) y 

reincidencia de brotes, que representan para los productores graves pérdidas 

económicas,  esto sumado  a las grandes cantidades de antibióticos arrojados al agua 

y su acumulación en el sedimento, lleva a la sospecha de la aparición de cepas 

resistentes que se transmiten por diferentes ecosistemas. Este problema debe 

documentarse y mantenerse en vigilancia, considerando que para Y. ruckeri no se 

ha establecido puntos de corte clínicos y se vienen aplicando metodologías 

epidemiológicas que permiten la comparación y estandarización de resultados. 

Frente a esta problemática se tiene la necesidad de evaluar la susceptibilidad 

antimicrobiana de cepas de Yersinia ruckeri aisladas del ambiente acuático en 

estanques de cultivo de trucha arcoiris de la región Junín, con la finalidad de 

determinar el grado de resistencia que han alcanzado estos microorganismos. 
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IV. OBJETIVOS 

 

4.1.OBJETIVO GENERAL 

 

- Evaluar la susceptibilidad antimicrobiana de cepas de Yersinia ruckeri 

aisladas del ambiente acuático en estanques de cultivo de trucha arcoíris de 

la región Junin. 

 

4.2.OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Aislar cepas de Yersinia ruckeri procedentes del ambiente acuático en 

estanques de cultivo de trucha arcoíris de la región Junín. 

- Identificar cepas de Yersinia ruckeri procedentes del ambiente acuático en 

estanques de cultivo de trucha arcoíris de la región Junín mediante pruebas 

preliminares y molecular para su confirmación. 

- Caracterizar la susceptibilidad antimicrobiana  de cepas de Yersinia ruckeri 

procedentes del ambiente acuático en estanques de cultivo de trucha arcoíris 

de la región Junín, contra 5 antibióticos: oxitetraciclina, florfenicol, 

enrofloxacina, amoxicilina y sulfa/trimetoprim, mediante pruebas de 

susceptibilidad estandarizadas y análisis epidemiológico.  
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1.LUGAR Y TIEMPO 

El presente estudio se llevó a cabo en piscigranjas de producción de trucha 

arcoiris, procedentes de la región Junin (Huancayo, Concepción, Jauja, Chupaca); 

a una altitud entre 3,252 a 3,460 msnm y una temperatura que oscilaba entre 1 – 

21°C, durante los meses de febrero a setiembre del 2019. 

5.2.TIPO DE ESTUDIO 

El presente trabajo de investigación es de tipo observacional y descriptivo. 

5.3.CRITERIOS DE INCLUSIÓN Y EXCLUSIÓN 

Se incluyeron muestras ambientales: agua y sedimento provenientes de 

estanques de cultivo de piscifactorías de trucha arcoíris de la región Junín. Tomando 

como áreas de muestreo los estanques en etapas de incubación, alevinaje, juvenil y 

engorde. 

Se excluyeron aquellas muestras ambientales procedentes de áreas externas de 

la piscigranja. 

5.4.TAMAÑO DE MUESTRA 

El tamaño de muestra se determinó mediante muestreo por conveniencia (Casal 

y Mateu, 2003), de acuerdo a estudios previos (Coquet et al., 2002; Gao et al., 2014; 

Parrado et al., 2014; Capkin et al., 2015) se consideraron 7 piscigranjas.  

Asimismo se tomó en consideración que la región Junin cuenta con más de 200 

piscifactorías (Gobierno Regional de Junin, 2010) y que Yersinia ruckeri ha logrado 

ser aislado de todas las unidades productivas (Bastardo et al., 2011; Sierralta et al., 

2013; Mesias, 2019). 
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Para determinar el número de estanques se aplicó la metodología establecida 

por el MINAM (2014), seleccionandose 9 estanques por piscigranja siguiendo la 

siguiente distribución: Incubación (2), alevinaje (3), juvenil (3) y engorde (1). 

5.5.TOMA Y ENVÍO DE MUESTRAS AMBIENTALES 

 

5.5.1. Toma de muestra de agua 

Previo consentimiento informado (Anexo 1) se colectó 1L de agua, tomando 

como puntos de referencia el ingreso, centro y salida de cada estanque (Parrado et 

al., 2014; Capkin et al.,2015), para ellos se utilizaron frascos esteriles de 500ml 

(PN-ACUI, 2012), y se siguió la metodología establecida por Awtill et al. (2007). 

5.5.2. Toma de muestra de sedimento 

De la misma manera, previo consentimiento informado (Anexo 1), se 

tomaron muestras de sedimento de la capa superficial del fondo del estanque en tres 

puntos: entrada, centro y salida (Capkin et al., 2015). Para ello se procedió a un 

muestreo manual mediante el uso de palas estériles y frascos de boca ancha, 

siguiendo los procedimientos establecidos por CSN (2007). Tomando 1Kg de 

sedimento en cada piscigranja (PN-ACUI, 2012).  

5.5.3. Envío de muestras 

Las muestras ambientales fueron debidamente etiquetadas, rotuladas, 

almacenadas en temperatura de refrigeración (0-4°C); posteriormente, enviadas al 

Laboratorio de Microbiología de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia 

UPCH para el análisis dentro de las 6-96 horas (Awtill et al, 2007). 
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5.6.LABORATORIO 

 

5.6.1. Cultivo y Aislamiento de Yersinia ruckeri 

Las muestras ambientales: agua (1L) y sedimento (1Kg), fueron procesados 

mediante el Método de Filtración utilizando un papel filtro de 0.45µm y siguiendo 

el protocolo descrito por Atwill et al. (2007).  

Las muestras de agua fueron sometidas a homogenización y centrifugación 

a 1000g por 10 minutos, posteriormente se retiro el sobrenadante y el pellet fue 

resuspendido en 0.5mL de agua esteril pasando por una segunda centrifugación de 

14000g por 10 minutos, seguido del retiro del sobrenadante y una segunda 

resuspensión en 1200µL de Solución Salina Tamponada (PBS) estéril, finalmente 

esta suspensión fue añadida a 90ml de PBS (Atwill et al., 2007). 

Para la preparación del sedimento, se pesaron 20g de muestra y se 

suspendieron en 90mL de PBS estéril, se homogenizó y se centrifugó a 500g 

durante 10 minutos, posteriormente se separó los 90mL de sobrenadante que fue la 

muestra utilizada para la filtración (Atwill et al., 2007; Capkin et al., 2015). 

El método de filtración se llevó a cabo utilizando una bomba de vacío que 

contaba con un embudo esterilizado previamente, el filtro de membrana de 0.45µm 

se colocó en la zona intermedia del embudo y la bomba, para añadir la suspensión 

de muestra y encender la bomba de vacío (Atwill et al., 2007), los filtros fueron 

retirados y sembrados en Agar Tripticasa de Soya (TSA) (Liofilchen, Italia) e 

incubadas a 25°C por 24 a 48 horas (Sierralta et al., 2013; Mesias, 2019). 

Las colonias sugerentes a Y. ruckeri presentaron las siguientes 

características: colonias blancas, redondas, lisas y traslúcidas a la luz natural 

(Sirvas-Cornejo et al., 2011; Sierralta et al., 2013) donde 2-3 aislados fueron 
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colectados de la placa de aislamiento original y sometidos a pruebas preliminares: 

tinción Gram, prueba de catalasa, citocromo oxidasa y motilidad en “gota 

pendiente” (Austin y Austin, 2007). 

A continuación se preservaron en caldo BHI (Liofilchen, Italia) 

suplementados con Glicerol 20% (Calvez et al., 2014; Duman et al., 2017) aquellas 

colonias que a los análisis preliminares resultaron bacilos gramnegativos, catalasa 

positivos, oxidasa negativas y motilidad variable (Sierralta et al., 2013; Mesias, 

2019), para su posterior confirmación. 

5.6.2. Confirmación de Yersinia ruckeri 

- Extracción de DNA 

Cada aislado fue suspendido en caldo BHI (Liofilchen, Italia) e incubado a 25°C 

durante 24 horas, posteriormente se procedió al centrifugado de 9000 g durante 5 

minutos y finalmente al decantado para la obtención de un pelet bacteriano, el cual 

fue lavado por solución salina tamponada (PBS pH 7.2) (Altinok et al., 2001).  

La extracción del DNA se realizó siguiendo las instrucciones establecidas en el 

protocolo del kit comercial Wizard genomic DNA Purification (PROMEGA, 

EE.UU). Finalmente, la concentración del DNA se cuantificó mediante 

espectrofotometría, utilizando un equipo nanodrop (Thermo Fisher, EE.UU) a 

260/280 nm y se ajustó a 100ng/µL (Bastardo et al., 2011). 

- Amplificación de DNA 

La confirmación de cepas de Y. ruckeri se llevó a cabo mediante pruebas de 

PCR convencional siguiendo el protocolo establecido por Gilbello et al. (1999). Las 

amplificaciones fueron realizadas en un volumen de 20µL de reacción conteniendo: 

1 µL de DNA (100ng/µL), 10 pmol de cada cebador: Yer8  y Yer10, 10 μL de Taq 



 

29 

 

polimerasa (PROMEGA, EE.UU) conteniendo 0.2 mM de cada desoxinucleótido 

trifosfato (dNTP), 4 mM de cloruro de magnesio (MgCl2) y 5 U/μL de Taq 

polimerasa; y posteriormente fueron colocadas en un termociclador (Eppendorf-

Mastercycler, USA) cuyas condiciones y características se detallan en el Cuadro 5. 

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa 

1.5%, sometidos a un campo eléctrico de 80V/cm durante 90 minutos y finalmente 

teñidos con Bromuro de Etidio (2µg/mL) (Bastardo et al., 2011). 

Para la visualización de los amplificados se utilizó un transiluminador (DNR 

Bio-Imaging Systems, EE. UU.) y se compararon las bandas intensas con un tamaño 

control de 575bp, para ello se utilizaron como control positivo una cepa de Y. 

ruckeri ATCC 29473 (donación del Laboratorio de Parasitología –FAVEZ-UPCH) 

y como control negativo, agua libre de nucleasas (AppliChem, Alemania). 

 

Cuadro 5. Condiciones de PCR para la detección de Y. ruckeri 

GEN CEBADOR PRIMERS TAMAÑO CONDICIONES DE PCR 

16S-

rDNA 

  
N° 

Ciclos 

Temp. 

(°C) 

Tiempo 

(min) 

Yer8 (F) 5’-GCGAGGAGGAAGGGTTAAGTG-3’ 

575pb 

1 92 5 

Yer10 (R) 
5’- GAAGGCACCAAGGCATCTCTG-3’ 

 
35 

92 1 

 

57 1 

72 1 

1 72 5 

*Adaptado por Mesias (2019) 
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5.6.3. Susceptibilidad Antimicrobiana 

- Método de Difusión en disco 

Las cepas confirmadas de Y. ruckeri fueron analizadas mediante la técnica de 

difusión en disco en agar Müeller-Hinton (Liofilchem, Italia), brevemente se 

fabricó el inóculo mediante la suspensión de 2 a 3 colonias en solución fisiológica 

(NaCl 0.85%) y para su estandarización se ajustó a escala Mc Farland 0.5 (1 a 2x108 

UFC/mL) mediante lectura de un espectrofotómetro (OD = 625nm) que oscilaba 

entre 0.08 -0.10, siguiendo las instrucciones del CLSI (2006a). 

Los antimicrobianos evaluados (Liofilchem, Italia) fueron: oxitetraciclina 

(30µg), florfenicol (30µg), enrofloxacina (5µg), amoxicilina (10µg) y 

sulfametoxazol/trimetoprim (23.72-1.25 µg). Una vez colocados los discos en 

placas con agar  Müeller-Hinton, estas se incubaron a 28°C durante 24 a 48 horas 

(Kronvall y Smith, 2016). 

Posteriormente, se procedió a la lectura de las placas utilizando un vernier 

calibrado para la medición de los diámetros de las zonas de inhibición (mm). 

- Concentración Inhibitoria Mínima (CIM) 

Cada aislado fue evaluado mediante el Método de Microdilución en caldo, para 

ello se utilizaron los antibióticos previamente mencionados con las siguientes 

concentraciones: oxitetraciclina (0.015-8 µg/mL), florfenicol (0.03-16 µg/mL), 

enrofloxacina (0.004-2 µg/mL), amoxicilina (0.03-16 µg/mL) y 

sulfametoxazol/trimethoprim (0.3-19/0.015-1 µg/mL) (Calvez et al., 2014). 

En una placa estéril de 96 pocillos con fondo redondo se realizaron diluciones 

intermedias de cada antimicrobiano en caldo Müeller-Hinton (Liofilchem, Italia), 
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para ello cada antibiótico fue preparado con su respectivo solvente según las 

instrucciones del CLSI (2014). 

El inóculo se preparó suspendiendo 3 a 5 colonias en caldo Müeller-Hinton, 

ajustandose a la escala de Mc Farland 0.5 (1 a 2 x108 UFC/mL) mediante lectura de 

un espectrofotómetro (OD = 625nm) que oscilaba entre 0.08 -0.10, posteriormente 

se realizó una dilución 1:200 para obtener una concentracion de 5x105UFC/mL en 

cada pocillo (Miller et al., 2005; CLSI, 2014). Inmediatamente después de la 

inoculación, las placas de dilución se incubaron a 22°C durante 24 a 48 horas.  

La concentración inhibitoria mínima se definió como la concentración más baja 

de antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento visible de Y. ruckeri (Miller et 

al., 2005; Calvez et al., 2014). Tomando como patrones la presencia de turbidez o 

punto de crecimiento ˃ 2 mm en el control positivo y la ausencia o reducción de la 

misma en un 90% en el control negativo (Cavalieri et al., 2005; Kolarevic et al., 

2016). 

- Control de Calidad 

Cada prueba fue desarrollada por triplicado, asimismo se utilizaron como 

controles las cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y Aeromonas salmonicida 

subsp. salmonicida ATCC 33658, debido a su tolerancia a diferentes rangos de 

temperaturas y su amplia susceptibilidad a los antimicrobianos evaluados, así como 

su estandarización para la determinación de susceptibilidad antimicrobiana de 

bacterias de ambiente acuático  (Miller et al., 2005; CLSI, 2006a; CLSI, 2006b). 
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5.7. PLAN DE ANÁLISIS DE DATOS 

 

La interpretación de la información obtenida fue evaluada por estadística 

descriptiva, mediante tablas de distribución e histogramas (Arora y Malhan, 2010).  

Para el método de difusión en disco, se utilizó el software Bioscand AB de cálculo 

de la Interpretación de Resistencia Normalizada (NRI) para la obtención de los 

puntos de corte epidemiológicos (COWT) de las zonas de inhibición (Kronvall y 

Smith, 2016). 

Del mismo modo, para los valores de concentración inhibitoria mínima, se 

utilizó 2 métodos analíticos: NRI (Kronvall y Smith, 2016), y ECOFFinder 

(Turnidge et al., 2006) para estimar los valores de corte epidemiológico (COWT). 

El método NRI se utilizó con el permiso del titular de la patente Bioscand 

AB, TÄBY, Suecia (Patente Europea N° 1383913, Patente de los EE. UU. N° 7 465 

559), estos programas en excell fueron puestos a disposición por cortesía de P. 

Smith, W. Finnegan y G. Kronvall. 

 

5.8. CONSIDERACIONES ÉTICAS 

 

El presente estudio se ejecutó con la autorización de las piscigranjas (previo 

consentimiento informado) procedentes de la región Junín. 

Asimismo, debido a las caracteristicas del estudio y las consideraciones de 

la Dirección Universitaria de Investigación, Ciencia y Tecnología (DUICT) de la 

Universidad Peruana Cayetano Heredia, no se requirió evaluación por el Comité 

Institucional de Ética en Humanos o en Animales. Código CAREG-ORVEI-150-

19. 
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VI. RESULTADOS 

 

6.1.AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE Yersnia ruckeri 

 

Durante los meses de febrero a setiembre del 2019 se tomaron muestras 

ambientales: agua y sedimento de 7 pisicigranjas localizadas en las provincias de 

Chupaca (2), Concepción (1), Huancayo (3) y Jauja (1), de la región Junin.  

Durante el primer análisis microbiológico se logró cultivar 273 cepas del 

ambiente acuático, que posteriormente se sometieron a pruebas preliminares, 

seleccionandose 35 aislados, los cuales finalmente fueron confirmados 

molecularmente, lograndose identificar un total de 26 cepas de Yersinia ruckeri: 18 

de agua y 8 de sedimento.  

 En la caracterización macroscópica, se observó que las colonias confirmadas 

presentaron un aspecto blanco cremoso, de 2-3mm con  bordes regulares y 

convexos, mientras que microscopicamente se observaron bacilos gramnegativos 

(Figura 1), y a las pruebas preliminares resultaron catalasa positivos, oxidasa 

negativos y movilidad positiva. 
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Figura 1. Aislamiento y caracterización de cepas de Yersinia ruckeri de muestras 

ambientales de la región Junin. a) Características macroscópicas en agar TSA. b) 

Bacilos cortos gramnegativos. 

Cada aislado fue confirmado mediante PCR, observandose la amplificación 

de un fragmento DNA de 575bp, de acuerdo al tamaño estimado en el control 

positivo (Figura 2). 

**MPM: Marcador de Peso Molecular; C+: Control Positivo; C-: Control Negativo;  M: Muestra 

Figura 2. Confirmación molecular por PCR convencional de cepas de Yersinia 

ruckeri de muestras ambientales de la región Junin. 
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6.2.PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA 

 

La susceptibilidad antimicrobiana de los diferentes aislados se determinó 

mediante la prueba de difusión en disco y concentración mínima inhibitoria por el 

método de microdilución en caldo.  

El Cuadro 6 muestra las tendencias de cada antibiótico frente a Y. ruckeri 

aisladas de agua y sedimento, en cuanto se refiere a los diámetros de las zonas de 

inhibición, observándose medidas de halos ˃ 25mm. 

Cuadro 6. Diámetros de Zonas de Inhibición de agentes antimicrobianos de 

aislados de Yersinia ruckeri en muestras ambientales: agua y sedimento de 

piscigranjas de la región Junin 

ATB MUESTRA N 

 

DIÁMETRO DE ZONA DE INHIBICIÓN 

(mm) 

 

25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 

OTC 
Agua  18   1 2 1 3 5 2 3 1      

Sedimento 8  1 2  2 2     1     

FFN 
Agua  18     1 5 1 3 4 2 1 1    

Sedimento 8     2 1 1 1 1  1 1    

ENR 
Agua  18        2 4 2 4 2 3 1  

Sedimento 8        2 1 2 2  1   

AMX 
Agua  18      4 6 2 2 3 1     

Sedimento 8      2 1 1 1 2 1     

SXT 
Agua  18  2  5 1 3  3 2 1   1   

Sedimento 8  1  1 2 1  2 1       

**ATB: Antibiótico; OTC: Oxitetraciclina; FFN: Florfenicol; ENR: Enrofloxacina; AMX: 

Amoxicilina; SXT: Sulfametoxazol/Trimetoprim 
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Del mismo modo, en el Cuadro 7 se muestran las tendencias de las 

concentraciones inhibitorias mínimas de cada antimicrobiano frente a Y ruckeri 

aisladas de agua y sedimento. 

 

Cuadro 7. Concentración Mínima Inhibitoria de agentes antimicrobianos de 

aislados de Yersinia ruckeri en muestras ambientales: agua y sedimento de 

piscigranjas de la región Junin 

ATB MUESTRA N 
MIC (µg/mL) 

0.004 0.008 0.016 0.03 0.06 0.13 0.25 0.5 1 2 4 8 

OTC 
Agua  18    10 6 2       

Sedimento 8    4 1 3       

FFN 
Agua  18    13 4 1       

Sedimento 8    5 2 1       

ENR 
Agua  18 6 9 3          

Sedimento 8 4 4           

AMX 
Agua  18    12 4 2       

Sedimento 8    6 2        

SXT 
Agua  18    2 11 5       

Sedimento 8     8        

**MIC: Concentración Mínima Inhibitoria; ATB: Antibiótico; OTC: Oxitetraciclina; FFN: 

Florfenicol; ENR: Enrofloxacina; AMX: Amoxicilina; SXT: Sulfametoxazol/Trimetoprim 

 

Aplicando el método de NRI, Los resultados obtenidos para la prueba de 

difusión en disco se muestran en la Figura 3, observando puntos de corte 

epidemiológico (COWT) para Oxitetraciclina (≥23mm), Florfenicol (≥25mm), 

Enrofloxacina (≥27mm), Amoxicilina (≥27mm) y Sulfametoxazol/trimetoprim 

(≥20mm) clasificando a las cepas como Totalmente Susceptibles o de Tipo Salvaje 

(WT). 
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**COWT: Punto de Corte Epidemiológico; WT: Cepas Totalmente Susceptibles 

Figura 3. Distribución de los valores de Diámetros de Inhibición de 

Oxitetraciclina, Florfenicol, Enrofloxacina, Amoxicilina, 

Sulfametoxazol/Trimetoprim contra 26 aislados de Y. ruckeri procedentes del 

ambiente acuático de estanques de cultivo de trucha arcoiris de la región Junín 

 

Paralelamente, por el método de microdilución en caldo, los resultados 

observados en la Figura 4 indican que los 5 antibióticos presentaron inhibición 

bacteriana a concentraciones muy bajas, calculando los puntos de corte 
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epidemiológicos (COWT) a Oxitetraciclina, Florfenicol, Amoxicilina (≤ 

0.125µg/mL), Enrofloxacina (≤ 0.03 µg/mL) y Sulfametoxazol/Trimetoprim (≤ 

0.25 µg/mL). 
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**COWT: Punto de Corte Epidemiológico; WT: Cepas Totalmente Susceptibles;                      

MIC: Concentración Inhibitoria Mínima 

Figura 4. Distribución de valores de CIM Oxitetraciclina, Florfenicol, 

Enrofloxacina, Amoxicilina, Sulfametoxazol/Trimetoprim contra 26 aislados de Y. 

ruckeri procedentes del ambiente acuáticos de estanques de cultivo trucha arcoiris 

de la región Junín. 

 

Finalmente, la distribución de las medidas de zonas de inhibición y 

concentraciones inhibitorias mínimas evaluadas por NRI, evidencian puntos de 

corte epidemiológicos (COWT) así como variables de validez como desviación 

estándar y número de cepas WT  (Cuadro 8). 
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Cuadro 8. Resultados de análisis de NRI de antibióticos frente a Y. ruckeri 

ATB 

ZONA DE INHIBICIÓN 

 (mm) 

MIC 

(µg/mL) 

MEDIA SD COWT WT MEDIA SD COWT WT 

OTC 29.9 2.6 ≥ 23 26 0.03 0.6 0.125 26 

FFN 31.9 2.7 ≥ 25 26 0.03 0.6 0.125 26 

ENR 34.0 2.7 ≥ 27 26 0.005 0.7 0.03 26 

AMX 32.5 2.0 ≥ 27 26 0.03 0.6 0.125 26 

SXT 29.3 3.4 ≥ 20 26 0.05 0.5 0.25 26 

**ATB: Antibiótico; MIC: Concentración Inhibitoria Mínima; SD: Desviación Estándar; COWT: 

Punto de corte epidemilógico; WT: Cepas Tipo Salvaje o de susceptibilidad reducida 
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VII. DISCUSIÓN 

 

Yersinia ruckeri es una bacteria patógena responsable de producir la 

Enfermedad Entérica de la Boca Roja (ERM) , que afecta a las piscrigranjas de 

salmónidos, generando graves pérdidas económicas (Glenn et al., 2011; Kumar et 

al., 2015). En el Perú los brotes en la crianza de trucha arcoiris se han reportado en 

diferentes regiones (Sierralta et al., 2013; Mateo et al., 2017; Mesias, 2019), siendo 

considerado por SANIPES (2016b) como una enfermedad de interés nacional. Ante 

esta realidad los productores aplican antibióticos de forma empírica e 

indiscriminada (Mesias, 2019) que pueden producir un impacto negativo en el 

ambiente acuático, ejerciendo presión para la aparición de cepas resistentes en los 

animales como el medio ambiente (Michel et al., 2003; Akinbowale et al., 2007). 

En ese sentido, el presente estudio se enfocó en evaluar la susceptibilidad 

antimicrobiana de cepas de Yersinia ruckeri aisladas del ambiente acuático en 

estanques de cultivo de trucha arcoíris de la región Junin, trabajo que inicialmente 

presentó diferentes limitantes como la procedencia y el tipo de muestra, 

considerandose la región Junín en base a estudios previos sobre la susceptibilidad 

antimicrobiana de Y. ruckeri (Sierralta et al., 2013; Mesias, 2019), donde los autores 

resaltan el problema del uso indiscriminado de antibióticos eliminados al medio 

ambiente, que son apoyados por el análisis realizado por Cabello (2006) sobre el 

problema ocasionado por los antimicrobianos en la acuicultura. 

Asimismo, otra limitante observada fue la cantidad de antibióticos analizados 

(5), que por lo general se consideran entre 5-24 antimicrobianos, de acuerdo a 

criterios ajustados a la realidad de cada estudio (Huang et al., 2013; Sierralta et al., 
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2013; Calvez et al., 2017; Mesias, 2019). Para el caso de esta investigación, la 

selección de antibióticos se fundamentó en criterios como la eficacia clínica, costo, 

indicaciones de la OIE (CLSI, 2010; OIE, 2019), e investigaciones previas 

(Sierralta et al., 2013; Mesias, 2019).  

Particularmente, Enrofloxacina, que ha sido recientemente evaluado, SANIPES 

(2016a) lo considera dentro de sus análisis en peces de acuicultura determinando el 

límite máximo permisible. Sin embargo, oficialmente solo se ha autorizado su uso 

en la crianza de langostino blanco (SANIPES, 2016c); de tal manera que este 

antimicrobiano se contempló en el estudio debido al uso excesivo por parte de los 

productores. 

En el presente trabajo se obtuvieron 26 asilados de Y. ruckeri de muestras de 

agua y sedimento de piscrigranjas de la región Junín, presentando características 

fenotípicas similares a las cepas reportadas previamente en la misma región 

(Sierralta et al., 2013; Mesias, 2019). Este número pequeño de cepas representaría 

una nueva limitante; sin embargo en otros estudios que intentaron aislar Y. ruckeri 

de muestras ambientales, solamente lograron colectar 1 cepa procedente de muestra 

de agua (Capkin et al., 2015; Duman et al., 2017), situación que puede estar 

relacionado a la acción producida por los antimicrobianos que alteran la microbiota 

ambiental y afectan la degradación de la materia orgánica (Kummerer et al., 2000; 

Kummerer, 2009). 

En el Perú, los reportes del aislamiento de Y. ruckeri proceden de animales 

clínicamente enfermos (Sirvas-Cornejo et al., 2011; Sierralta et al., 2013; Mateo et 

al., 2017; Mesias, 2019); sin embargo en este caso, las cepas provienen del 
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ambiente acuático en muestreos que duraron 8 meses, sin discriminar problemas 

sanitarios. Esto sugiere que Y. ruckeri puede sobrevivir y permanecer en el medio 

ambiente, debido a la alteración de permeabidad de la membrana externa 

(Bystritskaya et al., 2016) y la propiedad de adherirse a materiales sólidos para 

formar biopelículas que le confieren un potencial de infección recurrente por 

tiempos prolongados (Coquet et al., 2002). 

Durante el periodo de muestreo, se observó que las piscigranjas de truchas 

arcoiris presentaban una infraestructura elaborada a base de cemento, la fuente de 

agua procedía de ríos y se distribuia a los estanques mediante canales, con un único 

ingreso y salida de caudal de agua, de acuerdo a las recomendaciones de 

FONDEPES (2014); sin embargo algunas piscigranjas presentaban áreas con 

distribución de estanques “En Rosario”, que consistía en un sistema contínuo de 

reutilización del agua. Este factor resultaría bastante perjudicial en la acuicultura 

por alterar la calidad del agua, que impide el desarrollo óptimo de los peces 

(Davidson et al., 2011). Asi también, se observó que no se contaba con un protocolo 

de terapia antimicrobiana ni con un profesional sanitario que controle el uso de 

antibióticos, evidenciando un manejo empírico y constante (Mesias, 2019).  

Un aspecto importante que también se observó fue el uso de antimicrobianos 

como oxitetraciclina en las etapas de alevinaje y juvenil, sin discriminar problemas 

infecciosos, deduciendo que los productores utilizan este agente antimicrobiano 

como promotor de crecimiento. Situación que resulta bastante peligrosa ya que 

actualmente el uso de antibióticos como promotores de crecimiento y profilácticos 

ha superado el uso de medidas terapéuticas (Bush et al., 2011; Cabello et al., 2013). 
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Siendo los antibióticos más utilizados: oxitetraciclina y florfenicol (Rigos y Troisi, 

2005) como se evidenció en el presente estudio. 

Oxitetraciclina y florfenicol usados como promotores de crecimiento tienen 

efectos negativos en peces, suprimiendo los parametros humorales de la inmundad 

innata  (Lunden y Bylund, 2000; Guardiola et al., 2012; Reda et al., 2013), causando 

daños hepáticos y renales (Hentschel et al., 2005) y generando residuos de 

antibióticos en los tejidos (Samanidou y Evaggelopoulou, 2007). De tal manera que 

se ha comprobado su inutilidad para fines productivos (Trushenski et al., 2018). 

De acuerdo a la realidad descrita, se esperaría la detección de cepas de Y. ruckeri 

con patrones de resistencia antimicrobiana; sin embargo los resultados obtenidos en 

la prueba de difusión en disco muestran niveles altos de sensibilidad, mostrando 

una amplia distribución de longitud de halos de inhibición, lo que nos lleva a 

comprobar que el patrón de susceptibilidad antimicrobiana en la región Junín 

nuevamente se mantiene uniforme (Sierralta et al., 2013; Mesias, 2019). 

Estos resultados se podrían estar debiendo a que los piscicultores optan por otras 

alternativas como los baños de sal en etapa de alevinaje, situación observada por 

Montesinos (2018) en crianza de truchas en jaulas flotantes del lago Tititcaca donde 

determinó un alto porcentaje en el uso de este producto (62.5%), asimismo algunos 

truchicultores utilizan probióticos caseros como medida preventiva, situación 

encontrada igualmente por Sierralta et al. (2013). 

A nivel nacional, Sierralta et al. (2013) evaluaron Oxitetraciclina, Florfenicol y 

Sulfametoxazol/trimetoprim contra Y. ruckeri reportando una sensibilidad en 100% 

de sus aislados frente a estos antimicrobianos. Recientemente Mesias (2019) 



 

46 

 

analizó la resistencia fenotípica frente a los mismos antibióticos evaluados en el 

presente estudio, con la excepción de enrofloxacina, siendo en su lugar reemplazado 

por otra quinolona (ácido oxolínico), hallando una sensibilidad total en todos sus 

aislados. Sin embargo, a nivel internacional Y. ruckeri ha comenzado a mostrar 

patrones de resistencia por el uso de grandes cantidades de antibióticos (Balta et al., 

2010; Huang et al., 2013). 

Los estudios realizados sobre la caracterización fenotípica de la susceptibilidad 

antimicrobiana en cepas de interés para el sector acuícola se han basado 

principalmente en la técnica de difusión en disco (Sierralta et al., 2013; Sanchez, 

2018; Hurtado, 2019; Mesias, 2019). Sin embargo, para armonizar las pruebas y 

obtener resultados confiables y comparables, el Instituto de Normas Clinicas y de 

Laboratorio ha publicado dos documentos: VET03-A para las pruebas de 

susceptibilidad por difusión en disco (CLSI, 2006a) y VET04-A para pruebas de 

susceptibilidad por microdilución en caldo (CLSI, 2006b). 

En ese sentido, el presente estudio es el primero en aplicar la prueba de 

microdilución en caldo para la evaluación de la susceptibilidad antimicrobiana de 

Y. ruckeri en nuestro medio, teniendo como consideración 2 ventajas con respecto 

a la prueba de difusión en disco: en primer lugar se obtienen resultados cuantitativos 

(CIM) que aumentan el potencial para otimizar un régimen de dosificación basados 

en farmacocinética y farmacodinámica, y en segundo lugar permite el desarrollo de 

bacterias de lento crecimiento como es el caso de las bacterias de ambiente acuático 

(Miller et al., 2005; CLSI, 2006b). 
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Mediante la prueba de microdilución se obtuvo una distribución unimodal 

donde se observaron bajas concentraciones inhibitorias en los cinco antibióticos, 

coincidiendo con reportes internacionales como los publicados incialmente en 

Alemania y Francia donde observan una alta actividad de enrofloxacina frente a Y. 

ruckeri aisladas de diferentes salmónidos (Huang et al., 2013; Calvez et al., 2014). 

Así como Calvez et al. (2014) quienes reportan una eficacia alta a moderada en 

sulfametoxazol/trimetoprim, florfenicol y oxitetraciclina. 

A la actualidad se han realizado numerosos estudios sobre la susceptibilidad 

antimicrobiana contra Y. ruckeri (Sierralta et al., 2013; Huang et al., 2013; Calvez 

et al., 2014). Sin embargo no se han establecido los puntos de corte aplicables para 

dicha bacteria que la categorize en susceptible, intermedio o resistente (CLSI, 

2010). En base a estos antecedentes, se desarrolló la Interpretación de Resistencia 

Normalizada (NRI) evaluada previamente en nuestro país por Mesías (2019), así 

como la prueba de ECOFFinder con la finalidad de obtener los puntos de corte 

epidemiológicos (COWT). 

El método de NRI aplicado a la prueba de difusión en disco tiene la propiedad 

de calibrar los resultados obtenidos (diámetros de inhibición)  y compararlos entre 

diferentes laboratorios (Smith et al., 2012; Kronvall y Smith, 2016). Siendo usado 

principalmente en medicina humana, medicina veterinaria y biología marina 

(Kronvall y Smith, 2016), asi como tambien recientemente en la acuicultura (Ruane 

et al., 2007; Smith et al., 2012; Kim et al., 2013; Hurtado, 2019; Mesias, 2019). 

Con la obtención de los COWT las cepas analizadas en determinados laboratorios 

pueden clasificarse en totalmente susceptible o tipo salvaje (WT) y en no totalmente 

susceptibles o tipo no salvaje (NWT) (Smith, 2008; Kronvall et al., 2011). 
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Los diámetros de inhibición observados en cada antibiótico: oxitetraciclina, 

florfenicol, enrofloxacina, amoxicilina y sulfametoxazol/trimetoprim sometidos a 

la prueba de NRI obtuvieron valores de corte epidemiológicos, que en los cinco 

casos clasifican al 100% de cepas como WT, estos resultados coinciden con los 

hallazgos de Mesías (2019) que permiten la oportunidad de desarrollar nuevos 

trabajos a futuro para la obtención de puntos de corte clínicos.  

Por otro lado, al realizar la prueba de microdilución para la determinación de la 

concentración inhibitoria mínima, se tuvo disponible el método de NRI (Kronvall, 

2010) y el ECOFFinder (Turnidge et al., 2006) para establecer los COWT, que han 

sido aplicados satisfactoriamente en aislados de interés acuícola (Henriquez-Nuñez 

et al., 2012; Smith et al., 2014; Contreras-Lynch et al., 2017; Ngo et al., 2017). 

Para el presente caso, los valores de CIM siguieron un patrón uniforme, con 

COWT que clasificaron todas las cepas de Y. ruckeri en WT para los cinco 

antimicrobianos. Estos resultados reafirman y consolidan los datos obtenidos por el 

NRI de la prueba de difusión en disco, así como coinciden con estudios realizados 

en Dinamarca (Schmitd et al., 2000), Alemania (Huang et al., 2013), Francia 

(Calvez et al., 2014), Austria (Kumar et al., 2017) y Turquía (Duman et al., 2017), 

que consideran que la resistencia antimicrobiana de Y. ruckeri aun no es emergente. 

Cabe mencionar que inicialmente, el método de NRI se desarrolló para bacterias 

de interés de medicina humana obtenidas en hospitales, donde la cantidad de datos 

es amplia (Kronvall, 2003). En acuicultura estos datos son más reducidos 

considerando que por cada laboratorio se evalua una cantidad pequeña de aislados; 

sin embargo el NRI presenta la ventaja que puede integrar los datos entre 
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laboratorios, ya sea de origen clínico, ambiental o de alimento siempre que se 

evalue una especie objetivo (Smith y Christofilogiamnis, 2007; EUCAST, 2017).  

Smith et al. (2009) mencionan que la precisión del COWT en la prueba de 

difusión en disco, está asociada al número de cepas analizadas. En ese sentido para 

obtener COWT válidos, Smith et al. (2012) sugieren criterios cualitativos y 

cuantitativos: con respecto a las propiedades cualitativas, solo serán considerados 

válidos los COWT obtenidos de una distribución de datos con una desviación 

estándar inferior a 4mm, mientras que los criterios cuantitativos se recomienda que 

solo los datos entre 20-40 cepas WT serán capaces de generar un COWT preciso, una 

cantidad entre 15 a 20 cepas WT calculará un COWT que debe tratarse con 

precaución, y un COWT generado a partir de un número de cepas WT inferior a 15 

debe ser rechazado (Smith et al., 2009; Smith et al., 2012). 

Para el caso de los datos de la concentración inhibitoria mínima por 

microdilución, se recomienda que la distribución de las cepas WT sean de tendencia 

unimodal y que a su vez el número de estas sean igual o mayor a 15 para que los 

COWT sean considerados válidos (EUCAST, 2017). Siguiendo los lineamientos 

para las 2 pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, las cepas de Y. ruckeri 

procedentes de muestras ambientales de piscigranjas de Junin cumplen con todos 

los requisitos establecidos. 

La clasificación de cepas WT confirmadas por las pruebas de susceptibilidad 

recomendadas por la OIE (2015) y avaladas por EUCAST (2017), nos sugieren que 

estos aislados carecen de mecanismos de resistencias detectables fenotípicamente 

frente a un antibiótico (EUCAST, 2018). Recientemente Mesias (2019) analizó los 
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genes de resistencia en Y. ruckeri, hallando unicamente el gen gyrA; sin embargo 

no observó mutaciones en las posiciones 83 (Ser83-Arg o Ile) y 87 (Asn87- Tyr) 

que estan asociadas con la reducción de la susceptibilidad para quinolonas. 

Asimismo Mesias et al. (2020) hallaron secuencias de codificación asociadas a 

resistencia frente a fluoroquinolonas y a una betalactamasa, lo cual sugiere la 

presencia de estos genes; sin embargo no se ha documentado su expresión. 

El presente estudio es el primero en el medio en aplicar las pruebas validadas 

por el CLSI (2006a,b) para determinar la susceptibilidad antibiótica de un patógeno 

de interés para la acuicultura, aislado de ambientes acuáticos, ya que hasta la fecha 

los estudios se han venido enfocando en animales clínicamente enfermos (Sierralta 

et al., 2013; Sandoval et al., 2016;  Mesias, 2019). Asimismo, los valores de 

susceptibilidad son válidos según los criterios establecidos por EUCAST (2017) 

donde se pueden aplicar estas pruebas para muestras ambientales.  

Según la OIE (2015), para un programa de vigilancia de susceptibilidad 

antimicrobiana en las piscifactorias de Perú, es recomendable la evaluación de 

aislados procedentes de muestras clínicas y del ambiente acuático, para contrastar 

los resultados, ya que para el primer caso, las muestras clínicas presentan una mayor 

concentración de bacterias en los órganos blancos y mayor probabilidad de aislar el 

patógeno de interés (Sierralta et al., 2013), mientras que en el caso de las muestras 

ambientales, estas permanecen dispersas y la concentración depende de la estación 

del año (Pucci et al., 2009). 

Estudios recomiendan en primera instancia los análisis de susceptibilidad 

antimicrobiana en cepas de muestras clínicas, ya que esa información guarda una 
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relación directa con el uso incrementado de antimicrobianos en la zona de estudio, 

así como su presencia en la carne de los peces que serán destinados al consumo 

humano (Calvez et al., 2014; Orozova et al., 2014; Huang et al., 2015). Asimismo 

se está empezando a evidenciar la aparición de cepas resistentes y la detección de 

genes de resistencia en animales con signología (Balta et al., 2010; Huang et al., 

2013; Capkin et al., 2015; Duman et al., 2017). Para el caso de Perú se han 

detectado genes de resistencia a fluoroquinolonas y betalactamasas (Mesias et al., 

2020). 

Asimismo, también se resalta la importancia de evaluar cepas obtenidas del 

ambiente acuático, debido a que estas se encuentran en contacto directo con los 

antibióticos depositados al medio ambiente, generando selección de bacterias 

resistentes y convirtiendose en reservorios e indicadores de genes de resistencia que 

se diseminan en otras piscigranjas, así como producciones animales y centros de 

salud humana (Balta et al., 2010; Capkin et al., 2015; Duman et al., 2017). 

Estudios de suceptibilidad antimicrobiana de Y. ruckeri han utilizado aislados  

obtenidos de trucha arcoiris, como de ambientes acuáticos, sin encontrar diferencias 

en el grado de susceptibilidad (Capkin et al., 2015; Duman et al., 2017). Sin 

embargo el CLSI (2014) considera la existencia de variantes que aún se encuentran 

en evaluación. Para el caso del presente estudio se observó una ligera variación en 

la distribución de halos de inhibición en comparación a los resultados obtenidos por 

Mesias (2019) quien evaluó muestras clínicas, que si en ambos casos resultaron 

susceptibles a todos los antibioticos, para nuestro caso se observaron diámetros 

menores frente a florfenicol y sulfametoxazol/trimetoprim.   
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Las cepas ambientales también presentan tolerancia a algunos antibióticos 

debido a su capacidad de adherirse a superficies sólidas, mantenerse fijas y formar 

biofilms mediado por la motilidad y presencia de flagelo (Coquet et al., 2002; 

Wrobel et al., 2019). Coquet et al. (2002) evaluó aislados de Y. ruckeri obtenidas 

de sedimento y pudo verificar que estos presentaban un alto grado de resistencia a 

ácido oxolínico en comparación a células sin la capacidad de formar biopelículas. 

Sin embargo los resultados que se obtuvieron en nuestro caso difieren en el grado 

de susceptibilidad, lo que nos sugiere que Y. ruckeri aún no presenta niveles de 

exposición sufiente para generar resistencia antimicrobiana. 

Un factor que pudo influir sobre en el aislamiento y susceptibilidad 

antimicrobiana es la calidad del agua, ya que su alteración es indicador de la 

presencia de sustancias ajenas al suelo que podrían facilitar el movimiento de 

sustancias antimicrobianas (Baquero et al., 2008; Gu y Karthikeyan, 2008). Por tal 

motivo el incremento en la concentración de estos agentes destaca la necesidad de 

integrar los estudios de calidad de agua tanto para uso humano como productivo 

(Brooks y Conckle, 2019). 

ANA (2002) menciona que la calidad de las aguas continentales se evalúa en 

base a parámetros físico-químicos y a su vez presenta variaciones en función de 

procesos hidrológicos, antropogénicos y productivos. Para la producción de trucha 

arcoiris, se han establecido parámetros de calidad como: temperatura, oxígeno 

disuelto, potencial de hidrógeno (pH), alcalinidad, dureza total y dióxido de 

carbono (FONDEPES, 2014). 
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Durante el periodo de muestreo, se observó que la mayoría de productores 

solamente tomaban la temperatura del agua durante la mañana y noche registrando 

valores que oscilaban entre 12-14°C, que a su vez se han observado en estudios 

realizados en la misma región, mostrando temperaturas de 10-13°C (Bravo y 

Kojagura, 2004; Anicama, 2011). Según el FONDEPES (2014), estos valores son 

los adecuados para el crecimiento óptimo de las truchas arcoirirs.  

Respecto a los otros parámetros de calidad, FONDEPES (2014) establece 

valores adecuados de pH de 6.6 -7.9 y oxígeno disuelto de 6-8.5mg/L. Las 

piscigranjas evaluadas no contaban con esta información; sin embargo estudios que 

evaluaron la calidad de agua en la región Junín han determinado valores de 7-8.7 

de pH y 6.3-7.9mg/L de oxígeno disuelto, que se encuentran dentro del rango 

adecuado (Bravo y Kojagura, 2004; Anicama, 2011). 

El presente trabajo de investigación brinda un valioso aporte que junto a los 

resultados de los estudios referentes a resistencia antimicrobiana en Y. ruckeri 

previamente citados permitan la obtención de los COWT correspondientes y la 

determinación de puntos de corte clínicos validados, asimismo brinda una propuesta 

de establecer un programa de vigilancia de resistencia antimicrobiana recomendada 

por la OIE (2015), donde se consideren en su integridad muestras clínicas y de 

ambiente acuático, así como utilizar pruebas de susceptibilidad estandarizadas para 

organismos acuáticos. Finalmente la información obtenida nos ratifica que el perfil 

de susceptibilidad antimicrobiana de Yersinia ruckeri se mantiene estable, pero que 

debe permanecer en constante evaluación. 
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VIII. CONCLUSIONES 

 

- Se aislaron cepas de Yersinia ruckeri del ambiente acuático: agua y sedimento 

de estanques de cultivo de trucha arcoiris de la región Junin, siendo este el 

primer estudio realizado de muestras ambientales en nuestro país. 

- Los aislados en su totalidad fueron determinados como Totalmente 

Susceptibles (WT) frente a los cinco antimicrobianos evaluados, mediante las 

pruebas de difusión en disco y microdilución en caldo, lo que sugiere que el 

uso de estos antibióticos seria efectivo frente a infecciones por Y. ruckeri. 

- Los valores de corte epidemiológicos COWT obtenidos permitirá a futuro, la 

estandarización de puntos de corte para determinar si una cepa de Y. ruckeri es 

sensible, intermedia o resistente. 
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IX. RECOMENDACIONES 

 

- Para un programa de vigilancia de resistencia antimicrobiana en patógenos de 

interés en acuicultura, se debe tomar muestras procedentes de animales con 

diagnóstico de enfermedad y de ambientes acuáticos. 

- Asimismo para establecer el perfil de susceptibilidad antimicrobiana, se debe 

aplicar los métodos estandarizados de difusión en disco y microdilución en 

caldo. 

- Se recomienda realizar nuevos estudios sobre susceptibilidad antimicrobiana 

en Y. ruckeri para establecer puntos de corte validados. 
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