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RESUMEN

En la actualidad, el uso inadecuado de los antibidticos ha favorecido el incremento
de la resistencia antimicrobiana de Aeromonas salmonicida, microorganismo que
frecuentemente afecta el cultivo de la trucha arcoiris. En el presente estudio se ha
identificado bioquimica y molecularmente A. salmonicida, aisladas de truchas
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) procedentes de cuatro Regiones de la Sierra del
Per(. A continuacién, se determiné el perfil de susceptibilidad antibi6tica e
identificé por PCR los genes de resistencia antimicrobiana. De los 28 aislados
obtenidos, algunos mostraron baja susceptibilidad (tipo no salvaje - NWT) frente
a amoxicilina (96%), oxitetraciclina (64%), acido oxolinico (57%), destacandose el
perfil no salvaje amoxicilina- acido oxolinico- oxitetraciclina (43%), indicativo de
multidrogo-resistencia (MDR). Los genes sull y tetA fueron identificados en el
6.6% (2/30) y 3.3% (1/30) de los aislados, respectivamente. Ademas, el
secuenciamiento del gen gyrA, permitié confirmar la presencia de mutaciones en
los codones 83 y 92 de la Region Determinante de Resistencia a Quinolonas
(QRDR), sugiriendo su participacion en los fenotipos no salvajes identificados
frente a este antimicrobiano. Los resultados muestran que los aislados de A.
salmonicida obtenidos presentan perfiles de resistencia comparables a los de otros

paises lo cual debe afectar el éxito terapeutico frente a este patdgeno.

Palabras Clave: Aeromonas salmonicida, Oncorhynchus mykiss, Antibiograma,

genes de resistencia antimicrobiana.



ABSTRACT

At present, the inadequate use of antibiotics has favored the increase of Aeromonas
salmonicida antimicrobial resistance, a microorganism that frequently affects the
rainbow trout farming. In the present study, Aeromonas salmonicida, isolated from
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) of Peruvian highlands, has been identified
biochemically and molecularly. Antibiotic low susceptibility profile was
determined and then the antimicrobial resistance genes were identified by PCR. A
total of 28 isolates of A. salmonicida were obtained, some of which were classified
as non wild type (NWT) since they showed low susceptibility to amoxicillin (96%),
oxytetracycline (64%), oxolinic acid (57%), sulfamethoxazole / trimethoprim (7%)
and florfenicol (4%), highlighting the non wild type profile amoxicillin- oxolinic
acid- oxytetracycline (43%), which could be indicative of multidrug- resistance
(MDR). sull and tetA genes were identified in 6.6% (2/30) and 3.3% (1/30) of
isolates, respectively. Furthermore, sequencing of gyrA gene confirmed the
presence of mutations in codons 83 and 92 of the Determining Region of Resistance
to Quinolones (QRDR), suggesting their participation in the non wild type
phenotypes identified against this antimicrobial. These results show that isolates of
A. salmonicida obtained have resistance profiles comparable to those of other

countries, which should affect the therapeutic success against this pathogen.

Keywords: Aeromonas salmonicida, Oncorhynchus mykiss, antibiogram,

antimicrobial resistance genes.



1. INTRODUCCION

La trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) pertenece a la familia de los
salmodnidos, es una especie originaria de América del Norte muy bien adaptada a
las condiciones geograficas de la Sierra peruana (AECI/PADESPA-FONDEPES,
2004). En América Latina y el Caribe, el Per ocupa el quinto lugar en produccion
de esta especie después de Chile, Brasil, Ecuador y México (FAO, 2012). Este
sector productivo se ha convertido en uno de los mas importantes del pais debido
al crecimiento significativo que ha conseguido durante estos ultimos 10 afios

(PRODUCE, 2017).

La intensificacion de la produccion acuicola trajo consigo el incremento
de enfermedades de origen bacteriano. Segun los resultados del Plan Nacional de
Vigilancia Sanitaria de los Recursos Hidrobiolégicos (SANIPES, 2016), en el pais
se han reportado diferentes enfermedades infecciosas, resaltando la furunculosis
(causada por Aeromonas salmonicida), en varias regiones productivas de

salménidos.

El género Aeromonas incluye bacterias Gram negativas que se encuentran
en entornos acuaticos, causando enfermedades en animales y humanos (Janda y
Abbott, 2010). A. salmonicida es el causante de la furunculosis, enfermedad que se
caracteriza por la presentacion de lesiones externas como hemorragia en las aletas
y el orificio anal, descamacion epidérmica, exoftalmia y palidez branquial; lesiones
internas como ascitis sanguinolenta, renomegalia, enteritis, petequias en las
visceras y esplenomegalia (Gonzales, 2002). Esta infeccion se ha convertido en uno

de los problemas sanitarios mas prevalentes en las piscifactorias del pais, por lo que



estad incluida en el Programa de Control de Enfermedades en Animales Acuéticos

(SANIPES, 2016).

El incremento en la manifestacion de enfermedades ha implicado el
aumento del uso de agentes antimicrobianos, que en la mayoria de los casos se
realizan sin orientacion adecuada y puede conllevar a la aparicion del fenomeno de
resistencia antibiotica. Este es un problema emergente a nivel mundial y se observa
para numerosas bacterias, incluida A. salmonicida. Para esta bacteria se ha
reportado la falta de sensibilidad a diversas drogas, que puede estar mediada por

diferentes mecanismos moleculares de resistencia (Patil et al., 2016).

La sensibilidad bacteriana puede ser determinada de manera fenotipica y
genotipica. Dentro de las pruebas fenotipicas se utiliza de manera tradicional la
técnica de difusion en disco, y entre las pruebas genotipicas se destaca el PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa), que permite caracterizar la resistencia

bacteriana por medio de la identificacion de genes de resistencia (IFOP, 2011).

A nivel de América Latina se han desarrollado estudios para determinar la
resistencia fenotipica de esta bacteria; en Chile por ejemplo del total de cepas
obtenidas y analizadas el 66% presentd resistencia al acido oxolinico, mientras que
el 33% presentd resistencia a oxitetraciclina, flumequina y amoxicilina,
independientemente (IFOP, 2011). Por otra parte, otros paises vienen realizando
estudios moleculares para determinar la resistencia genotipica de A. salmonicida;
en Canada, por ejemplo, se han llegado a identificar los genes floR, sull, sul2 y tetA

(Trudel et al., 2016).



En el Perl se carece de datos actuales sobre la incidencia de esta
enfermedad, asi como de la situacion y mecanismos envueltos en la resistencia
antimicrobiana de A. salmonicida, que permitan implementar medidas sanitarias

adecuadas para el sector truchicola.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La resistencia antimicrobiana es un problema emergente a nivel mundial y
existen evidencias de la baja susceptibilidad, por la aparicion de mutaciones
espontaneas o transmision horizontal de material genético, que expresan numerosas
bacterias, incluida A. salmonicida (Patil et al., 2016). Segun estudios realizados con
aislados de A. salmonicida procedentes de lItalia, Dinamarca, Francia, Irlanda,
Noruega, Escocia, este microorganismo fue catalogado como no salvaje (NWT) o
de baja susceptibilidad frente a amoxicilina, oxitetraciclina, acido oxolinico,
florfenicol, gentamicina y eritromicina (Scarano et al., 2018; Smith et al., 2007).
Ademas, se ha demostrado que las bacterias de este género son portadoras de
diversos genes de resistencia frente a tetraciclinas (tetA, tetB, tetE), sulfonamidas
(sull, sul2), fenicoles (floR, cat), aminoglucésidos (strB, aadAl), quinolonas
(gnrS2) y penicilinas (blaSHV-2, blaFOX-2, ampS) (Bartkova et al., 2017;
Higuera-Llantén et al., 2018; Cattoir et al., 2008; Henriques et al., 2006), los cuales
pueden estar contenidos en plasmidos y otros elementos genéticos mdviles,
poniendo en evidencia el riesgo de transmision de este material genético a otros
patdgenos e inclusive a especies que hacen parte de la microbiota residente de la
trucha y ambientales.

La intensificacion de los sistemas productivos, deficientes planes
sanitarios, y la pobre calidad del agua son factores que favorecen la proliferacion
de A. salmonicida, frente al cual, la administracion inadecuada de los antibidticos,
incluso sin haber llegado al diagnéstico definitivo de las patologias, y la insuficiente
legislacion sobre el uso de drogas en acuicultura en nuestro pais, son las causas para

el desarrollo de resistencia antimicrobiana, trayendo como consecuencias el



aumento de mortalidad por el fracaso terapéutico y perdidas en la productividad;
también tiene impacto sobre la salud humana y el medio ambiente, ya que existe
alta probabilidad que los residuos de los medicamentos utilizados en las terapias
queden en el agua y los sedimentos, sobre todo porque muchos de los farmacos
utilizados presentan baja biodisponibilidad. Estos remanentes contaminan el agua
y generan resistencia antimicrobiana en los organismos que ocupan ese habitat
(IFOP, 2011; Patil et al., 2016), por lo que, la continua exposicion de medicamentos
constituye un estimulo para la proliferacion de bacterias resistentes a través de la
presion selectiva. Generan, también, resistencia cruzada, ya que la sensibilidad
frente a un antibiotico especifico puede afectar la sensibilidad de otro antibidtico de
la misma u otra familia. (OMS, 2001).

Por todo lo mencionado, es importante conocer los perfiles de sensibilidad
antimicrobiana de A. salmonicida frente a las drogas de mayor uso en la industria
acuicola nacional e identificar los mecanismos moleculares que podrian estar

envueltos en este fenotipo.



1. MARCO TEORICO

3.1. Aeromonas salmonicida

Las bacterias del género Aeromonas pertenecen a la familia
Aeromonadaceae, orden Aeromonadales y clase Gammaproteobacteria, son Gram
negativas, facultativas, no formadoras de esporas, inmdviles, miden
aproximadamente 0.3 — 1.0 x 1.0 — 3.5 micras, y estan adaptadas a temperaturas de
0 a 45 °C (Janda y Abbott, 2010). Castro et al. (2003), mencionan que el género
Aeromonas incluye varias especies y que la identificacion bioquimica es compleja
por lo que requiere la identificacion molecular.

Este género presenta dos variantes, el grupo meséfilo, como A. hydrophila
(bacteria motil que crece a 37 °C) y el grupo psicrofilo, en el cual se encuentra A.
salmonicida (no motil y no crece a 37 °C); ambas se caracterizan por ser catalasa y
oxidasa positiva (Castro et al., 2003). La mayoria de aislados de A. salmonicida
producen un pigmento marrén-café en agar TSA después de 24 a 48 horas (cepas
tipicas), pero no todas comparten esta caracteristica. Buller et al. (2004), mencionan
que existen algunas cepas que pueden ser consideradas como atipicas, porque no
siempre son pigmentadas y cuando lo hacen, generalmente es de intensidad leve,
ademas tienen un periodo de crecimiento méas prolongado (mayor a 5 dias). Tanto
las cepas tipicas y atipicas se distribuyen en cuerpos de agua dulce y agua marina
sin extrema salinidad, pertenecen a la microbiota del intestino de peces sanos y son
el agente etioldgico de la furunculosis.

La furunculosis es una enfermedad sistémica y ulcerativa, causada por

cepas patogénicas de A. salmonicida, presentando un cuadro per agudo, agudo,



subagudo y cronicos (McCarthy, 1975). La enfermedad per aguda es comun en
peces jovenes, que presentan la piel oscurecida y exoftalmia. La furunculosis aguda
se manifiesta por septicemia general y los peces mueren sin lesiones detectables.
Finalmente, la forma subaguda y crdnica de furunculosis es mas comin en peces
adultos y se caracteriza por la manifestacion de lesiones externas como el
oscurecimiento de la piel (melanosis), hemorragia de las aletas y el orificio anal,
descamacion epidérmica, exoftalmia y palidez branquial; lesiones internas como
ascitis sanguinolenta, renomegalia, enteritis, petequias en las visceras y
esplenomegalia (Gonzéles, 2002). Esta enfermedad produce elevada tasa de
mortalidad en las truchas y la caracteristica clinica que permite la identificacion de
la enfermedad son las lesiones ulcerosas que llegan a penetrar la musculatura, sin
embargo, este signo clinico no siempre esta presente (OIE, 2000).

La bacteria A. salmonicida se transmite de forma horizontal a través del
agua contaminada, superficie de ovas infectadas, portadores vertebrados e
invertebrados, y equipos e indumentarias, la transmisién vertical no ha sido
confirmada. La bacteria ingresa por las branquias y la piel. El asilamiento inicial de
la bacteria se realiza a partir del rifion anterior, lesiones de piel o branquias. Se
siembra en agar tripticasa de soja (TSA) o caldo cerebro corazén. La identificacion
se realiza a través del ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA),
aglutinacion con anticuerpos especificos y las técnicas de PCR de punto final y PCR
en tiempo real. La forma ulcerativa se desarrolla generalmente en los flancos, en
tres etapas. Primero, hay hemorragia cutanea debil, luego se forma una lesion
blanca bordeada por un tejido inflamatorio hemorragico y finalmente se manifiesta
la piel ulcerada con exposicion del tejido muscular (Gudmundsdottir y Bjornsdottir,

2017).



Dentro los factores de virulencia presenta adhesinas superficiales, como la
proteina de capa A que le permite adherirse a las células blanco, resistir a la
fagocitosis y a la accion del complemento; no presentan flagelo, pero si presentan
el pili tipo | (adherencia) y tipo IV (virulencia). Presentan genes para la sintesis y
captacion de siderdforos. Tambieén presenta los sistemas de secrecion T2SS
(aerolisinas) y T3SS que transfieren proteinas (destruccion del citoesqueleto). Por
altimo, el quorum sensing media la produccion de biopeliculas, serina proteasa y

metaloproteasa (Gudmundsdottir y Bjornsdottir, 2017).

3.2. Fendémeno de resistencia antimicrobiana

El uso de antibidticos es el tratamiento mas empleado por los productores
acuicolas para controlar las pérdidas ocasionadas por enfermedades bacterianas
como la furunculosis. Entre los medicamentos mas empleados en la acuicultura se
encuentran las quinolonas, tetraciclinas, florfenicol y las sulfas, pero el uso
inadecuado de estos han generado que las bacterias expresen mecanismos innatos
(Guardabassi y Courvalin, 2006) y adquiridos de resistencia (Van Hoek et al.,
2011).

Cada farmaco tiene un mecanismo de accion diferente, frente a los cuales
se ha desarrollado uno o varios mecanismos de resistencia, los que destacan por su
relevancia clinica son: las bombas de eflujo, alteraciones de la permeabilidad,
inactivacion enzimatica y alteraciones del sitio blanco (Tenover, 2006). Estos
mecanismos tienen una base genética y pueden ser adquiridos mediante mutaciones
puntuales (durante la division celular) o por la transferencia horizontal de material

genético, principalmente por conjugacion. En la conjugacion participan elementos



moviles genéticos (plasmidos, transposones e integrones) que se transmiten por
medio de estructuras proteicas denominadas pilis (Tenover, 2006; Romero et al.,

2012).

3.3. Mecanismos de accién y de resistencia a los antimicrobianos

Diferentes mecanismos involucrados en la disminucion de la sensibilidad
antimicrobiana frente a los fArmacos utilizados en acuicultura han sido reportados.
Asi, por ejemplo, frente a las quinolonas, que participan en la cohibicion de la
topoisomerasa y de la ADN girasa bacteriana, el mecanismo de resistencia se debe
a mutaciones puntuales en Regiones Determinantes de Resistencia a Quinolonas
(QRDR) de los genes gyrA y parC que generan substitucion de aminoacidos en la
enzima blanco del antibidtico (Alcaide et al., 2010); sistemas de expulsion y genes
plasmidicos, también estan implicados (Ruiz, 2003). En el caso de las tetraciclinas,
que acttan uniéndose al ribosoma bacteriano para inhibir la sintesis proteica, el
mecanismo de resistencia se da por bombas de eflujo especificas para este
antimicrobiano, codificadas por los genes tetA y tetB entre otros (Chopra y Roberts,
2001). EI mecanismo de accion del cloranfenicol es la inhibicion de la biosintesis
de proteinas al unirse al centro de la peptidiltransferasa del ribosoma 70S, vy el
mecanismo de resistencia es la inactivacion enzimatica por acetilacion y
exportadores especificos de cloranfenicol, mediados por los genes cat, floR y cmIA
(Schwarz, 2004). Adicionalmente, en el caso de los betalactamicos, que actlan
interfiriendo la sintesis del peptidoglicano de la pared celular bacteriana, el
mecanismo de resistencia mas diseminado es la produccion de enzimas que

hidrolizan el enlace amida del nucleo betalactamico, mediado por los genes



blaTEM, blaSHV, blaCARB, blaOXA, blaCTX-M y blaGES (Rupp y Fey, 2003;
Mosquito et al., 2011). Finalmente, en el caso del sulfametoxazol-trimetoprim,
cuyo mecanismo de accién combinado es la inhibicion de las enzimas
dihidropteroato sintasa y dihidrofolato reductasa, ambas necesarias en la ruta del
acido folico, el mecanismo de resistencia estd mediado por los genes sull y sul2
(sulfametoxazol) y el gen dfr (trimetoprim), que codifican formas mutantes de la

enzima blanco (Ho et al., 2009).

3.4, Deteccion de la resistencia antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana se puede determinar a nivel molecular y a
nivel fenotipico. La identificacion molecular se realiza con el uso de herramientas
moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que permite
identificar genes que confieren resistencia a antibioticos (Garza et al., 2009).

Por otro lado, para la resistencia antimicrobiana fenotipica existen diferentes
técnicas. Asi, Cavalieri et al. (2005), elaboraron el “Manual de pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana”, en base a los estdndares reportados por el CLSI
(Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio), donde se indica que la difusion
en disco (Kirby-Bauer) y la determinacién de la concentracién inhibitoria minima
(CIM) (panel de micro dilucion en caldo y pruebas de dilucion en agar) son las
principales pruebas para detectar la pérdida de la sensibilidad antibiotica, pero
también indican que existen sistemas comerciales manuales (E-Test) y
automatizados (Vitek, MicroScan). Los datos de la difusion en disco y la
concentracion minima inhibitoria deben ser interpretados bajo los criterios

establecidos por organizaciones encargadas.
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El Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana
(EUCAST) y el (CLSI), son organizaciones que establecen criterios para la
interpretacion de los resultados de las pruebas de susceptibilidad, ya sea a través de
puntos de interrupcion clinicos (clinical breakpoints) o valores de corte
epidemioldgico (epidemiological cut-off values — ECOFFs - ECV). El primero, se
basa en datos de farmacocinética/farmacodinamia y estudios clinicos, por lo que es
atil para evaluar la eficacia de los tratamientos. Este divide las bacterias en tres
categorias: susceptibles (con probabilidad de éxito terapéutico), intermedias (con
indeterminado efecto terapéutico) y resistentes (con probabilidad de fracaso
terapéutico). Mientras el segundo indica la aparicion de mecanismos de resistencia
y permite la vigilancia y deteccion de la resistencia emergente. Este divide las
bacterias en dos categorias: tipo salvaje (wild type - WT), susceptibles al
antimicrobiano por no tener mecanismos de resistencia detectables; y tipo no
salvaje (non wild type - NWT), de baja susceptibilidad debido a mecanismos de
resistencia adquiridos y/o mutaciones (Kahlmeter et al., 2003).

Hasta la fecha, A. salmonicida es el Unico agente patdgeno de peces que
cuenta con valores de corte epidemioldgico (oxitetraciclina, acido oxolinico,
florfenicol, sulfametoxazol/trimetoprim, gentamicina y eritromicina) y puntos de
interrupcion clinicos (para oxitetraciclina y acido oxolinico) (CLSI, 2014). Los
puntos de interrupcion clinicos para los demas antibiéticos no estan bien
establecidos por lo que son tomados de Enterobacteriacea; es de resaltar que
ningun criterio ha sido establecido por el EUCAST (Scarano et al., 2018). Debido
a la ausencia de puntos de interrupcidn clinicos, los valores de corte epidemioldgico
pueden ser usados para interpretar la sensibilidad antimicrobiana (Kahlmeter et al.,

2003). Ademas, si ambos se comparan, el segundo puede ser menos sensible en la
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deteccidn de resistencia emergente debido a que éstos puntos de interrupcion son
dos a tres diluciones més altas que el primero, el cual incluso permite distinguir
mejor entre cepas de tipo salvaje y cepas que han adquirido resistencia debido a la

presion selectiva (Scarano et al., 2018).

3.5. Plasmidos

Los plasmidos son moléculas extracromosomales de ADN, circular o
lineal, que se encuentran en microorganismos, en los dominios bacteria, arquea y
eucariota (Funnell y Phillips, 2004). Estos son vehiculos importantes para la
comunicacion genética entre bacterias y son los elementos genéticos moviles méas
difundidos, debido a su gran facilidad de transferencia (Mclntosh et al., 2008). Se
clasifican principalmente en:
a. Plasmidos conjugativos y no conjugativos. Los plasmidos
conjugativos tienen origen de replicacion, locus para la particion, genes
que codifican funciones de transferencia y genes accesorios que a menudo
incluyen uno o més determinantes de resistencia. Mientras que los
plasmidos no conjugativos no pueden efectuar la conjugaciéon y
autotransferencia, por lo que pueden transferirse solo con la ayuda de
plasmidos conjugativos (Rossolini et al., 2017).
b. También pueden clasificarse en grupo de incompatibilidad, que se
definen por la incapacidad que tienen algunos plasmidos de permanecer en
la misma célula huésped, debido a que comparten sistemas similares de
replicacion (Snyder et al., 2013). Por ejemplo, en A. salmonicida, pRAS1

es un plasmido del grupo de incompatibilidad U (IncU) y tiene la
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capacidad de compartir informacion genética con otros patdgenos

acuaticos (Sorum et al., 2003).

C. De acuerdo con la funcién que cumplen se clasifican en plasmidos
F (fertilidad), plasmidos de columna (codifican bacteriocinas), plasmidos
degradativos (digieren sustancias), plasmidos de virulencia (factores de
virulencia) y plasmidos R (contienen genes que confieren resistencia a los
antimicrobianos). Con respecto a estos ultimos, en A. salmonicida se han
encontrado los plasmidos pAsad4, pAsa7, pAsa8, pAr-32, pRASIL,
pPRAS3.1, pRAS3.2, Pras3.3, Psn254b y Pab5S9b, conocidos por albergar
genes de resistencia a antibidticos (Bartkova et al., 2017).
Estos elementos moviles, les otorgan a las bacterias (como A. salmonicida) gran
plasticidad gendmica (Tanaka et al., 2016). Recientemente se han encontrado
variantes del plasmido pAsa4 (pAsad4b y pAsa4c) en A. salmonicida, lo que
confirma su estructura recombinante (Tanaka et al., 2016), y su relacion con la

aparicion de cepas bacterianas multidrogo-resistentes (Del Castillo et al., 2013).

3.6. Multidrogo-resistencia

La resistencia multiple ocurre cuando se desarrolla resistencia a varios
antibidticos, al respecto, Magiorakos et al. (2012), elaboraron una propuesta
internacional de definiciones para la resistencia bacteriana adquirida, que clasifica
a estos microorganismos como: multidrogo-resistentes (MDR), extremadamente-
drogo-resistentes (XDR) y pandrogo-resistentes (PDR). Las bacterias MDR se
caracterizan por la no susceptibilidad al menos a un agente en tres 0 mas categorias

de antimicrobianos; las bacterias clasificadas como XDR se caracterizan por la no
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susceptibilidad al menos a un agente en todas las categorias, pero permanece
susceptible a una o dos categorias de antimicrobianos y las bacterias PDR se definen
como no susceptibles a todos los agentes en todas las categorias de antimicrobianos.
Sobre lo anterior, en el trabajo realizado por Akinbowale et al. (2007) se reporto la
presencia de resistencia multiple a fa&rmacos en la acuicultura, encontrando que el
10.4% (5/48) fueron resistentes a una clase de antibidticos, el 52.1% (25/48) a dos
clases de antibioticos y el 37.5% (18/48) mostraron resistencia a tres 0 mas de los
antibioticos evaluados, siendo indicativos de la presencia de bacterias multidrogo-

resistentes (Aeromonas spp y Pseudomonas spp).
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V. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La produccion de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) tiene importancia
econOmica, social y nutritiva para los productores y el estado. La primera porque
desde su introduccion al pais, hace algunas décadas, ha venido creciendo
vertiginosamente y en la actualidad representa una actividad muy dindmica,
convirtiéndose en la especie dulceacuicola de més producida (50% de las 100 000
toneladas anuales de produccién acuicola nacional) (PRODUCE, 2017).
Importancia social y nutritiva porque es una actividad generadora de empleo y
desde el punto de vista nutritivo contribuye a combatir la desnutricion, garantizando
la seguridad alimentaria.

La aeromoniasis es una enfermedad bacteriana importante ya reportada en
el Per( que, segun los resultados del Plan Nacional de Vigilancia Sanitaria de los
Recursos Hidrobioldgicos que realizé el SANIPES en el afio 2016, representa una
de las enfermedades mas prevalentes (37%) que afecta a la produccion trucha
arcoiris, pero existe poca informacion sobre reportes de resistencia antimicrobiana
frente a este patdgeno y mucho menos sobre los mecanismos moleculares de
resistencia envueltos. Es por eso que el objetivo del presente estudio fue caracterizar
la resistencia fenotipica y molecular de A. salmonicida, y la informacién generada,
sera Util para que las autoridades competentes establezcan un sistema de vigilancia
y monitoreo eficiente, donde el uso de antibidticos esté adecuadamente controlado

con el objetivo de disminuir la resistencia antimicrobiana.
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5.1.

5.2.

OBJETIVOS

Objetivo general

e Determinar el perfil de resistencia antimicrobiana e identificar los
genes de resistencia a antibiéticos en Aeromonas salmonicida aisladas
de truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss), provenientes de cuatro

regiones de la Sierra del Peru.

Obijetivos especificos

o Detectar la presencia de Aeromonas salmonicida obtenidos de truchas
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) provenientes de seis centros
productivos distribuidos en las regiones de Puno, Cajamarca, Junin y

Ancash

e Determinar la resistencia de los aislados de Aeromonas salmonicida

frente a diferentes antibioticos de uso comun en la acuicultura.

e Detectar, a nivel molecular, los genes asociados a la resistencia

antimicrobiana de los aislados en estudio.
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VI. METODOLOGIA

6.1. Lugar de estudio

En total se incluyeron seis centros truchicolas de Junin (3), Puno (1),
Ancash (1) y Cajamarca (1), durante los afios 2017-2018 (anexo: Tabla 7).
Posteriormente, las muestras fueron procesadas en el laboratorio de Parasitologia
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia, Perd.

6.2. Tipo de estudio

Esta investigacion es de tipo observacional y transversal.

6.3. Criterios de inclusion y exclusion

Fueron incluidos aislados de A. salmonicida obtenidos de peces con

lesiones compatibles con furunculosis, provenientes de centros productivos que

tenian antecedentes de la enfermedad.

No fueron incluidos aislados provenientes de peces clinicamente sanos ni

de muestras ambientales.
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6.4. Tamario de muestra

El tamafio de muestra se determind a través del muestreo por conveniencia
(Casal y Mateu, 2003), donde se eligieron 200 peces enfermos con signos
sugestivos de furunculosis. La muestra fue colectada desde noviembre del 2017

hasta septiembre del 2018:

Tabla 1. Cantidad de peces colectados por Region

Region Cantidad de peces
Cajamarca 65
Ancash 30
Junin 80
Puno 25
Total 200

La cantidad de aislados se determin6 usando la formula de deteccion de un
evento a través del software WinEpi 2.0 (Working in Epidemiology).

Por lo tanto, para detectar con un nivel de confianza del 95%, si en la
muestra seleccionada existe al menos uno con la presencia del gen BlaSHV, se
deben seleccionar al menos 28 aislados. Se asume que la proporcién de ocurrencia

del evento es del 10.5%, basado en el estudio de Henriques et al. (2006).

_ Ina
" @ -p)

Donde:
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n: nimero de aislados
a: error de tipo | = 1-NC (nivel de confianza de 95%)

p: proporcién de ocurrencia 10.5%

6.5. Recoleccion y procesamiento de datos

6.5.1. Eutanasia de los peces

Doscientas truchas arcoiris, de diferentes edades y con signos clinicos
sugestivos de aeromoniasis (melanosis, nado erratico, abscesos laterales), fueron
anestesiadas en bafio de inmersion con Eugenol (50 mg/L), durante 3-5 minutos y

luego se sacrificaron cortando el cordon espinal (Noga, 2010).

6.5.2.  Aislamiento e identificacion bioquimica

Inmediatamente después de la necropsia se sembraron, en agar TSA
(Liofilchem, USA), repiques del bazo, rifién anterior, higado y piel lesionada. Estas
placas fueron incubadas a 22 °C durante 24 a 48 horas (Gudmundsdottir y
Bjornsdottir, 2017), luego una a dos colonias sospechosas y de las méas alejadas
fueron repicadas (Orvay, 1993 y Barbara et al., 2008).

Para la identificacién bioguimica presuntiva se realizaron pruebas de
oxidasa y catalasa, seguidas de tincion de Gram, donde se observé la presencia de
bacilos Gram negativos (microscopio Optico ZEISS) (Gudmundsdottir y
Bjornsdottir, 2017). Los aislados presuntivos también fueron cultivados en agar

selectivo GSP (Glutamate Starch Phenol Red Agar) (Sigma-Aldrich, USA) e

19



incubadas a 22 °C durante 24-48 horas, para confirmar nuestros resultados. Las
colonias purificadas se incubaron en crioviales con BHI para luego ser congeladas
con 20% de glicerol a -60 °C (Copan, 1996; Castro et al., 2003), también se

incubaron en BHI para la extraccion del ADN.

6.6. Extraccion de ADN

Una colonia de cada cepa previamente aislada se incubd durante toda la
noche en caldo BHI, lavd dos veces con solucidn salina tamponada (PBS, pH 7.2)
y centrifug6 a 10 000 g durante 5 min (Vincent et al., 2014). En seguida se utilizo
el kit comercial DNeasy Blood and Tissue (Qiagen, Canadd), siguiendo las
indicaciones del fabricante. Este kit permite la obtencion del ADN total microbiano,
incluyendo el plasmidial (Becker et al., 2016; Bartkova et al., 2017).

La concentracion del ADN genomico fue evaluada por espectrofotometria
a una absorbancia de 260 nm, obteniendo un promedio de 502.14 + 123.43 ng/uL
de ADN genomico y la pureza mediante el ratio 260/280, obteniendo un promedio
de 1.81 £ 0.1 en el equipo nanodrop (Thermo Scientific, USA). EI ADN obtenido
fue diluido a una concentracion de 50 ng/uL, con la siguiente formula (SENASICA,

2015):

C1*V1 =C2*V2
Donde:
C1: concentracion inicial
C2: concentracion final

V1: volumen inicial
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V2: volumen final

Una vez diluido, el ADN fue utilizado para para la identificacion molecular

de A. salmonicida y los genes de resistencia.

6.7. Identificacién molecular de A. salmonicida por PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa se realizé empleando los cebadores
- AS1 (5’-GGCCTTTCGCGATTGGATGA-3’) y AS2 (5°-
TCACAGTTGACACGTATTAGGCGC-3’) - y las condiciones de PCR trabajadas
por Hoie et al. (1997), para la amplificacion de una region conservada de 271 bp
del gen ARNr 16S. La amplificacion del ADN fue realizada en un volumen final
de 20 pL, conteniendo 2X del buffer PCR, 1.5 mM MgCI2, 0.2 mM dNTP mix, 0.5
U Platinum Tagq DNA polimerasa (Invitrogen), 0.4 pmol de cada cebador y 50 ng
ADN molde. Los ciclos de la reaccion fueron: desnaturalizacion inicial a 94 °C por
4 min, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacién (94 °C por 1 min), alineamiento
(50 °C por 1 min) y extensién (72 °C por 1 min); finalmente la extension final (72°C
por 10 min). Se incluyé como control positivo en cada reaccion a la cepa de A.
salmonicida ATCC® 33658 y como control negativo, agua ultra pura libre de
DNAsas.

Los productos de amplificacion fueron sometidos a electroforesis (80
V/cm durante 60 min) en geles de agarosa (Calbiochem, Alemania) al 1.2%,
incluyendo el marcador de peso molecular Perfect DNA™ 50 bp Ladder (Novagen-
Merck Millipore, Alemania). Posteriormente, fueron tefiidos con 0.5 pg/mL de

bromuro de etidio (Merck Millipore, Alemania), durante 20 min. Al término del
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tiempo se visualizaron y compararon las bandas de ADN en el transiluminador
(DNR Bio-Imaging Systems, USA). La presencia de una banda intensa y Unica, de

tamafio comparable (271 bp) al de la muestra control confirmo el resultado.

6.8. Perfil de baja susceptibilidad antimicrobiana de Aeromonas

salmonicida

Primero, los aislados fueron reactivados en agar TSA e incubaron a 22 °C
durante 24 a 48 horas (Copan, 1996). La baja susceptibilidad antimicrobiana de
A. salmonicida fue evaluada segun las pautas del CLSI (2006), con la técnica de
difusion en disco de Kirby-Bauer. Para lo cual se utiliz6 agar Mueller Hinton
(Liofilchem, Italia), con indculos de la bacteria ajustados a una densidad éptica de
0.5 de la escala de Mc Farland (1 a 2 x 108 UFC/mL). Luego se colocaron los
discos que contenian los antibiéticos de mayor uso en la industria acuicola
nacional y que no estan prohibidos por el SANIPES (PR-DSANIPES/CSMAA-
02): fenicoles (florfenicol 30 ug), tetraciclinas (oxitetraciclina 30 ug), quinolonas
(acido  oxolinico 2 pg), betalactdmicos (amoxicilina 10 pg) Yy
sulfonamidas/diaminopirimidinas (sulfametoxazol/trimetoprim 23.75-1.25 png),
(Oxoid, Canada). Se incubaron por 24 a 48 horas a 22 °C. Las cepas de A.
salmonicida ATCC® 33658 y E. coli ATCC 25922, fueron usadas como controles
de la correcta ejecucion de la técnica, como lo recomendado por el CLSI (2014).

Posteriormente se procedio a la lectura de las placas, utilizando una regla
para la medicion de los halos (mm), y a partir de estos valores los aislados fueron

clasificadas como tipo salvaje/completamente susceptibles (WT) debido a que no
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presentan mecanismos de resistencia detectables o tipo no salvaje/baja
susceptibilidad (NWT) debido a mecanismos de resistencia adquiridos y/o
mutaciones, de acuerdo con los valores de corte epidemioldgico para A.

salmonicida establecidos por el CLSI (2014) (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de corte para diametros de zonas de inhibicion de los discos de

difusion para A. salmonicida.

Criterio de lectura

Farmaco Concentracion Fuente
(ug) WT NWT
Oxitetraciclina 30 >28 <27 CLSI, 2014
Florfenicol 30 >27 <26 CLSI, 2014
Sulfametoxazol/ 25 >20 <19 CLSI, 2014
trimetoprim
Acido 30 >3(0) <29  CLSI, 2014
oxolinico
Ampicilina 10 >27 <26 Smithetal.,
2007

WT: tipo salvaje/completamente susceptible, NWT: tipo no salvaje/baja

susceptibilidad.
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Tabla 3. Cebadores para la identificacion de los genes de resistencia

T° de
Secuencia de nucleotidos Amplicén  alineamient  Referen
Gen Antibiético plicon alineamient  Reterenc
53 (bp) 0 ia
(°C)
sull (F) GGGCTACCTGAACGATATCC 550 Trudel et
Sulfametoxazo 60 al., 2016
(R) ' CTAGGCATGATCTAACCCTCG
dfrAL (F) TGGTAGCTATATCGAAGAATG 425
_ _ GAGT Grape et
Trimetoprim 50 | 2007
®) TATGTTAGAGGCGAAGTCTTG al.,
GGTA
floR (F) TTGAGCCTCTATATGGTGATG 632 Trudel et
¢ I, 2016
Florfenicol 60 al.,
®) GTTGTCACGATCATTACAAGC
G
tetA (F) CAAGCAGGATGTAGCCTGTG 526 Trudel et
Tetraciclina 60 al., 2016
(R) ATTGCCGATATCACTGATGG
ayrA (F) . CCATGAGCGTGATCGTAGGA 663 Giraud et
Acido 58 al., 2004
(R) oxolinico CTTTGGCACGCACATAGACG
blaSHV GCGAAAGCCAGCTGTCGGGC
F
) 304 Henriques
Amoxicilina 62 etal.,
2006
(R) GATTGGCGGCGCTGTTATCGC
CAAGCCAAAGGCACGATAGT
blaOXA2 TG 561 Henriques
(F) Amoxicilina 56 etal.,
2006
(R) CTCAACCCATCCTACCCACC

WT: tipo salvaje/completamente susceptible, NWT: tipo no salvaje/baja susceptibilidad.

F: Forward; R: Reverse
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6.9. Identificacién molecular de los genes de resistencia

Las muestras de ADN de las cepas fueron sometidas a PCR para la
identificacion de los genes de resistencia, usando los primers y los protocolos
estandarizados por los autores mencionados en la Tabla 3. Como es conocido,
muchos genes de resistencia antimicrobiana son compartidos por varias bacterias
Gram negativas (Gao et al., 2018; Lam et al., 2019), por esto, el ADN de cepas de
E. coli, obtenidas a partir de muestras clinicas, positivas para los genes sull, dfrAl,
floR, tetA, BlaSHV y BlaOXA-2, previamente secuenciadas y publicadas, fueron
utilizadas como controles positivos. Estas fueron facilitadas por el Dr. Jesus
Tamariz Ortiz del Laboratorio de Investigacion y Desarrollo “Abraham Vaisberg
Wolach”-LID, Peru.

La amplificacion del ADN fue realizada en un volumen final de 20 pL,
conteniendo 2X del buffer PCR, 1.5 mM MgCl2, 0.2 uM dNTP mix, 0.5 U Platinum
Tagq DNA polimerasa (Invitrogen), 0.4 uM de cada cebador y 50 ng ADN molde.
Los productos de la amplificacion se analizaron por electroforesis segun las
condiciones mencionadas anteriormente. La presencia de bandas intensas, Gnicas y

de tamario similar al de los controles (Tabla 3) confirmaron el resultado.
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6.10.  Secuenciamiento del gen gyrA

Los productos de PCR del gen gyrA (detallados en la tabla 3), que codifica
resistencia para el acido oxolinico (quinolona), fueron purificados con el Kit
comercial QIAquick PCR purification (Qiagen, Canadd), siguiendo las indicaciones
del fabricante. Luego fueron enviados a Espafia para su secuenciamiento
(Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad Santiago de
Compostela). Posteriormente, para la deteccion de mutaciones, los datos fueron
alineados con el programa Bio Edit Sequence Alignment Editor, version 7.0.5.3.
Ademas, se utilizd como referencia una secuencia de nucleétidos del gen gyrA de

una cepa de A. salmonicida disponible en el GenBank (L47978).

6.11. Plan de andlisis de datos

Los resultados de la resistencia fenotipica fueron analizados con
estadistica descriptiva mediante la elaboracion de tablas de frecuencia en el
programa Excel.

Se utiliz6 el software Bioscand AB - TABY, Suecia (Automatic_NRI-disc
diffusion_VO01B.xlsm), para la elaboracion de graficos de barras, donde se indica la
distribucion de las medidas de los didmetros respecto al valor de corte, el cual

clasifica las bacterias en salvajes y no salvajes.
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6.12. Consideraciones éticas

El presente trabajo fue aprobado por el comité de Etica de la Universidad

Peruana Cayetano Heredia, con cddigo de registro 102712.
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VII. RESULTADOS

7.1. Identificacion bioguimica e identificacion molecular por Reaccion en

Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se obtuvieron 28 aislados de A. salmonicida del bazo, rifion y lesion de
piel de truchas arcoiris procedentes de las regiones de Puno (4), Junin (9), Ancash
(3) y Cajamarca (12). Segun la tincion de Gram se observaron diplobacilos de color
rosado tenue. Bioquimicamente resultaron ser oxidasa y catalasa positivas. Los 28
aislados presuntivos se lograron identificar molecularmente (Figura 1). Un resumen

de esto resultados se pueden observar en el anexo 1.

Marcador | Conmtrol | Control | M | M M M M M 1kb
1kb + 5 1 2 3 4 5 6

Muestras
positivas

Figura 1. Identificacion molecular por Reaccion en Cadena de la polimerasa (PCR)
de A. salmonicida a traves de la amplificacion del gen ARNr 16S (271pb). Carril 1
y 10: marcador de peso molecular de 1kb. Carril 2: control positivo (A. salmonicida

ATCC® 33658. Carril 3: control negativo: agua ultra pura libre de DNAasas. Carril
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4,5, 6: muestra procedentes de Puno, Ancash, Cajamarca. Carril 7, 8 y 9: muestras

procedentes de Junin.

7.2. Deteccién de baja susceptibilidad antimicrobiana

Los resultados de la prueba de difusion en disco se muestran en la Tabla
4. La amoxicilina (96%), oxitetraciclina (64%) y acido oxolinico (57%), fueron los
antibioticos frente a los cuales se presentaron mayores porcentajes de aislados no
salvajes (NWT) o resistentes (de baja susceptibilidad), mientras que la asociacion
sulfametoxazol/trimetoprim (93%) y florfenicol (96%) fueron los antibidticos que
presentaron mayor cantidad de aislados salvajes o completamente sensibles (Tabla

4).

Tabla 4. Susceptibilidad antimicrobiana de A. salmonicida aisladas de trucha

arcoiris

Susceptibilidad ~ AM oT AO ST FFC

antimicrobiana N° % N° % N° % N° % N° %

Tipo salvaje

(WT)

Tipo no salvaje
27 9% 18 64 16 57 2 7 1 4
(NWT)

AM:  Amoxicilina (10 pg), AO: acido oxolinico (2 pg), ST:
sulfametoxazol/trimetoprim (23.75-1.25 ng), OT: oxitetraciclina (30 ng), FFC:

florfenicol (30 ug).
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Tabla 5. Baja susceptibilidad antimicrobiana de A. salmonicida aisladas de trucha

arcoiris por regiones

Aisladosno A\ oT AO ST FFC
salvajes
awny V% N %N % N % N %
Junin 9 10 6 67 5 5 1 11 1 1
Ancash 3 100 2 67 2 6/ 0 0 0 0
Puno 4 10 0 0 0 0 0 0 0 o0

Cajamarca 11 92 10 83 9 75 1 8 0 0

AM:  Amoxicilina (10 pg), AO: acido oxolinico (2 pg), ST:
sulfametoxazol/trimetoprim (23.75-1.25 ng), OT: oxitetraciclina (30 pg), FFC:

florfenicol (30 pg).

2 WT NWT
18
16
14
12

10

Frecuencia (%)

67 8 91011121314151617 1819202122 2324252627 282930313233 343536373839 4041 4243 4445

Diametro de zona (mm)

Grafico 1. Dispersion de los diametros registrados para oxitetraciclina (30 ug) contra
28 aislados de A. salmonicida. La flecha indica el valor de corte epidemiolégico, WT:

aislados de tipo salvaje, NWT: aislados de tipo no salvaje.
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Gréfico 2. Dispersion de los diametros registrados para florfenicol (30 ug) contra

28 aislados de A. salmonicida. La flecha indica el valor de corte epidemioldgico,

WT: aislados de tipo salvaje, NWT: aislados de tipo no salvaje.
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Gréfico 3. Dispersion de los diametros registrados para acido oxolinico (2 pg)

contra 28 aislados de A. salmonicida. La flecha indica el valor de corte

epidemiolégico, WT: aislados de tipo salvaje, NWT: aislados de tipo no salvaje.
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Grafico 4. Dispersion de los diametros registrados para amoxicilina (10 ug) contra
28 aislados de A. salmonicida. La flecha indica el valor de corte epidemioldgico,

WT: aislados de tipo salvaje, NWT: aislados de tipo no salvaje.
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Grafico 5. Dispersion  de los  diametros registrados  para
sulfametoxazol/trimetoprim (23.75-1.25 ug) contra 28 aislados de A. salmonicida.
La flecha indica el valor de corte epidemioldgico, WT: aislados de tipo salvaje,

NWT: aislados de tipo no salvaje.
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7.3. Patrones de baja susceptibilidad antimicrobiana

Segun el Grafico 6, el 29%, 21%, 46% y 4% de los aislados mostraron ser
no salvajes o de baja susceptibilidad (NWT) frente a uno, dos, tres y cinco
antibioticos, respectivamente. El 50% de los aislados present6 baja susceptibilidad
frente a multiples antibidticos o multidrogo-resistencia, es decir pérdida de la

susceptibilidad frente a tres 0 mas antibioticos de diferentes familias.
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Grafico 6. Patrones de baja susceptibilidad de A. salmonicida aisladas de truchas

arcoiris de la Sierra del Perd

7.4. Fenotipos de baja susceptibilidad antimicrobiana

Los aislados de A. salmonicida mostraron siete fenotipos de baja
susceptibilidad (Tabla 6), destacando los fenotipos: amoxicilina - 4cido oxolinico -
oxitetraciclina (43%); amoxicilina — oxitetraciclina (14%); y amoxicilina (29%). Se
puede observar que la amoxicilina y la oxitetraciclina son los antibiéticos que estan

presentes en la mayoria de los fenotipos resistentes.
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Tabla 6. Fenotipos de baja susceptibilidad de A. salmonicida aisladas de truchas
arcoiris de la Sierra del Peru

Fenotipos de baja susceptibilidad Numero de Frecuencia
antimicrobiana aislados (%)
AM 8 29
AM-OT 4 14
AM-AO 1 4
AO-OT 1 4
AM-AO-OT 12 43
AM-AO-ST 1 4
AM-AO-OT-FFC-ST 1 4
Total 28 100

AM: Amoxicilina, AO: acido oxolinico, ST: sulfametoxazol/trimetoprim, OT:
oxitetraciclina, FFC: florfenicol.

7.5. Identificacién molecular de los genes de resistencia

Se detect6 el gen sull en dos aislados con baja susceptibilidad para el
sulfametoxazol/trimetoprim (6.6%) (Figura 2) y el gen tetA en un aislado de baja
susceptibilidad para oxitetraciclina (3.3%) (Figura 3). Por otro lado, los genes

dfrAl, floR, blaSHV y blaOXA-2 no fueron identificados en ningan aislado.
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Figura 2. Identificacion molecular del gen sull, amplificado de 550 bp. Carril 1:
control positivo. Carril 2: marcador de peso molecular 50 bp. Carril 3 (M1): aislado
procedente de Ingenio (Junin). Carril 4 (M2): aislado procedente de Cajamarca.

Carril 5: Control negativo.
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Figura 3. Identificacion molecular del gen tetA, amplificado de 526 bp. Carril 1:
marcador de peso molecular de 1kb. Carril 2: control positivo. Carril 3: control

negativo. Carril 4 (M1): muestra procedente de Ancash.
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Respecto al gen gyrA, se enviaron a secuenciar 7 de los 16 aislados de tipo
no salvaje (Figura 4), con la finalidad de encontrar mutaciones puntuales,

responsables de conferir resistencia frente al &cido oxolinico.

Muestras
positivas

Figura 4. Identificacion molecular del gen gyrA, amplificado de 663 bp. Carriles 1
y 10: marcador de peso molecular de 1kb. Carril 2: control positivo. Carril 3: control
negativo. Carril 4 (M1): muestra procedente de Ancash. Carriles 5,6y 7 (M2. M3
y M4): muestras procedentes de Cajamarca. Carriles 8 y 9 (M5 y M6): muestras

procedentes de Junin.

Respecto al secuenciamiento, todas las muestras analizadas (Ancash, Cajamarca y
Junin) presentaron mutaciones en la Region Determinante de Resistencia a
Quinolonas (QRDR) del gen gyrA, exactamente en el codon 83 (Serina: AGT—
Isoleucina: ATC o Serina: AGT — Arginina: AGA) y el coddén 92 (Leucina: TTG
— Metionina: ATG).
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VIII. DISCUSION

La aeromoniasis es una enfermedad bacteriana importante ya reportada en el Peru
que, segun los resultados del Plan Nacional de Vigilancia Sanitaria de los Recursos
Hidrobioldgicos que realizd el SANIPES en el afio 2016, representa una de las
enfermedades més prevalentes (37%) que afecta a la trucha arcoiris. En el presente
estudio se obtuvieron 28 aislados de A. salmonicida, los cuales mostraron diferentes
perfiles de susceptibilidad antimicrobiana, donde amoxicilina (96%),
oxitetraciclina (64%) y acido oxolinico (57%), fueron los antibidticos que
presentaron porcentajes elevados de aislados no salvajes (NWT) o de baja
susceptibilidad, mientras que florfenicol (96%) y la asociacion
sulfametoxazol/trimetoprim (93%) fueron los antibioticos que presentaron mayor
cantidad de aislados salvajes o completamente susceptibles (Tabla 4).

La cantidad de aislados no salvajes (NWT) frente a laamoxicilina fue muy
elevada (96%). Porcentaje inferior de Aeromonas salmonicida ssp. de tipo no
salvaje (NWT) fue encontrado en Italia (36.5%) por Scarano et al. (2018); mientras
que, resultados similares al presente estudio, fueron reportados en Portugal
(Henriques et al., 2006), Croacia (Maravic et al., 2013) y Brasil (Saavedra et al.,
2004), donde evaluaron la resistencia antimicrobiana de Aeromonas, tomando como
referencia los puntos de interrupcion clinicos (clinical breakpoints) y encontraron
100%, 100% y 88% de resistencia, respectivamente. Estos resultados se justifican
porque en algunas especies de Aeromonas se ha demostrado la produccion de
betalactamasas inducidas cromosomalmente (Janda y Abbott, 2010). En A.
salmonicida, los genes que codifican la produccion de estas enzimas parecen hacer

parte constitutiva de su genoma o haber sido adquiridos recientemente, por lo
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menos hace 67 — 250 afios (Bartkova et al., 2017). De acuerdo con esta informacion
y a los valores de baja susceptibilidad encontrados en el presente estudio, es de
esperar que la amoxicilina no tenga éxito en la terapia de la furunculosis, por lo que
no deberia ser administrado para su tratamiento, aunque algunos autores como
Cipriano y Austin (citado en Gudmundsdottir y Bjornsdottir, 2017), indican que
podria ser utilizado.

El segundo antibidtico con mayor cantidad de aislados no salvajes o de
baja susceptibilidad fue la oxitetraciclina (64%), este valor es superior respecto al
numero de aislados de Aeromonas salmonicida ssp. no salvajes reportados en Italia
(19.2%) (Scarano et al., 2018), y en aislados de A. salmonicida procedentes de
Dinamarca, Francia, Irlanda, Noruega y Escocia (48%) (Smith et al., 2007);
ademaés, el porcentaje encontrado también es elevado respecto a la resistencia
reportada en Corea (45%) por Kim et al. (2011) y en Chile (33%) por el IFOP
(2011), los cuales también evaluaron la resistencia tomando en consideracion los
puntos de interrupcion clinicos. Interesantemente, Yersinia ruckeri, otro patdgeno
de importancia en el sector acuicola nacional, también present6 27% de resistencia
frente a la tetraciclina (Bueno, 2012), demostrando asi que las bacterias que
producen las enfermedades méas prevalentes en la trucha arcoiris ya manifiestan
resistencia frente a los antibidticos de esta familia. Estos valores de baja
sensibilidad guardan correlacion con lo manifestado por los productores, los cuales
indican que en muchos casos ya no obtienen buenos resultados al usar este
medicamento. Esto era aguardado, ya que es uno de los antimicrobianos autorizados
mas utilizados en el sector acuicola del Perd (SANIPES, 2018), incluso siendo
utilizado de manera irresponsable, como promotor del crecimiento en peces

(Hern&ndez, 2005).
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Empeora la situacion su baja biodisponibilidad (menor al 10% segun
Cravedi et al., 1987 y Benavente, 2013) y al hecho de que puede permanecer de
forma activa en los sedimentos hasta 12 semanas después de haber sido utilizado
(Nygaard et al., 1992), por lo que puede originar complejos cristalinos poco
solubles y con tendencia a formar precipitados (Tongaree et al., 1999). Ademas, la
alta concentracion de oxitetraciclina en el agua favorece la colonizacion de la
microbiota intestinal de peces con A. salmonicida resistentes a esta droga
(Navarrete et al., 2010), actuando como un reservorio de bacterias resistentes que

podrian ser liberadas constantemente al entorno acuatico.

El porcentaje de aislados de tipo no salvaje (NWT) frente al acido
oxolinico (57%) fue igual a lo encontrado en aislados de A. salmonicida
procedentes de Dinamarca, Francia, Irlanda, Noruega y Escocia (57%) por Smith
et al. (2007); mientras que fue superior a lo reportado en Italia (33.7%) por Scarano
et al., (2018). De hecho, estos porcentajes pueden ser considerados como elevados
ya que el género Aeromonas es mundialmente susceptible a las fluoroquinolonas
(Janda y Abbott, 2010) y, como la disminucion de la sensibilidad frente a este
antibidtico se genera principalmente por mutaciones puntuales, la presion selectiva

estaria favoreciendo una alta tasa de mutaciones.

La asociacion sulfametoxazol/trimetoprim (93%) y florfenicol (96%),
presentaron mayor cantidad de aislados tipo salvaje (WT) o completamente
susceptibles. Scarano et al. (2018) del mismo modo, encontraron 80.8% de aislados
salvajes frente a florfenicol y esto podria deberse a que todavia no se estarian
desarrollado mecanismos de resistencia frente a esos antibidticos (Kahlmeter et al.,

2003). Como se menciond lineas arriba, uno de los farmacos mas utilizados es el
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florfenicol, pero los resultados obtenidos muestran bajos valores de resistencia, al
igual que en Francia, donde a pesar de su uso generalizado, no se han reportado
frecuencias altas de resistencia (Michel et al., 2003), lo cual podria estar atribuido

a su buena biodisponibilidad (99%) (Horsberg et al., 1996).

En general, en la produccion acuicola se cometen errores, tales como:
tratamientos empiricos sin diagnostico definitivo previo y mucho menos prescritos
por un Médico Veterinario (Montesinos, 2018), dosis insuficientes, interrupcion o
disminucion del tiempo minimo recomendado, errores de calculo y el uso continuo
de antimicrobianos, lo cual genera el surgimiento de bacterias resistentes (Higuera-

Llantén et al., 2018).

De los siete fenotipos de resistencia encontrados (Tabla 7), destaca el
resistotipo amoxicilina - &cido oxolinico - oxitetraciclina (43%). Se resaltan estos
valores porque se ha demostrado resistencia cruzada in vitro entre acido oxolinico
y oxitetraciclina, ésta resistencia parece estar asociada con alteraciones en las
proteinas de membrana externa, lo cual tiene graves implicaciones si este fenémeno
llega a ocurrir in vivo (Barnes 1990), debido a que en muchos paises son los

antibioticos mas utilizados en la acuicultura.

Respecto a los patrones de resistencia multiple, el 50% de los aislados
presentaron baja susceptibilidad frente a multiples antibioticos o multidrogo-
resistencia (MDR: no susceptibilidad a mas de 3 antibidticos) (Grafico 6), este valor
elevado también fue reportado en lItalia por Scarano et al. (2018), los cuales
encontraron 82.7% de Aeromonas salmonicida ssp. MDR frente a la amoxicilina,
ampicilina, cefalotina, eritromicina, estreptomicina, sulfadiazina y trimetoprim,
mientras que Miller y Reimschuessel (2006), encontraron solo 2.7% de A.

salmonicida MDR frente a oxitetraciclina, sulfadimetoxina/ormetoprima y acido
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oxolinico, en aislados procedentes de diferentes paises (Estados Unidos, Israel,
Canada, Reino Unido, Suiza, Espafia, Noruega y Finlandia). En América Latina, ya
se reportaron cepas de A. salmonicida MDR en Chile, frente a oxitetraciclina,
florfenciol, ampicilina y eritromicina (Higuera-Llantén et al., 2018), esto es
preocupante, sobre todo porque en la clinica de animales acuaticos se carecen de
opciones antibidticas, ademas se tienen pocos datos sobre la eficacia en varias
especies de peces cultivados y los resultados de susceptibilidad antimicrobiana, por
lo que actualmente se viene investigando en el establecimiento de los valores de
Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) de punto de interrupcion y los criterios

interpretativos para los datos de difusion en disco (Smith, 2006).

El aislamiento de especies de Aeromonas MDR desde peces cultivados
(Higuera-Llantén et al., 2018) y peces ornamentales (Hossain et al., 2018) es
frecuente, mientras que en Espafia se han llegado a aislar de muestras de agua y de
heces (Esteve et al., 2014) y en Polonia a partir de plantas de tratamiento de aguas
residuales (Piotrowska et al., 2017), por lo que estas ltimas son consideradas un
punto de aparicion y propagacion de bacterias resistentes a los antibioticos. Esta
informacidn es preocupante ya que, segun el Programa Mundial de Evaluacién de
los Recursos Hidricos de las Naciones Unidas- WWAP (2017), a nivel mundial,
mas del 80% de las aguas residuales son vertidas al medio ambiente sin tratamiento
alguno (95% en los paises en desarrollo), constituyendo una fuente potencial de
farmacos, incluidos los antibiéticos, que llegan a los cuerpos de agua (Mezzelani et
al., 2018). En ese sentido, fluoroquinolonas provenientes del sector salud,
contaminan el agua y representan un riesgo ecoldgico para los organismos acuéaticos

(Riaz et al., 2017) ya que moluscos, crustaceos y peces han demostrado acumular
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farmacos bajo condiciones de laboratorio, por lo que podrian tener un potencial
efecto adverso en especies que no son objetivo (Almeida et al., 2014).

La presencia de productos farmacéuticos en el medio ambiente acuatico
también esta influenciada por la actividad acuicola y ganadera, resaltan las
sulfonamidas por su uso masivo en medicina veterinaria (Carvalho y Santos, 2016).
En el Per(, de las tres categorias productivas en acuicultura (AREL - acuicultura de
recursos limitados, AMyPE — acuicultura de la micro y pequefia empresa; y
AMyYGE - acuicultura de la mediana y gran empresa), predominan las unidades
AREL (1869), caracterizadas por tener bajos niveles de educacion formal,
limitacion de recursos y deficiencias en el manejo hidrico (FAO, 2012). Por lo que,
es muy probable que estas unidades no presenten sistemas de depuracion del agua,
de entrada ni de salida, esto es grave, ya que varios centros poblados y productivos
son muy proximos a ellos y los efluentes generados no son aptos para su
reutilizacion en piscicultura, ni para vertimiento directo a cuerpos receptores, por
lo que, el tratamiento de estos es muy necesario (Cuervo y Huetio, 2009).

Respecto a los genes de resistencia reportados en el presente estudio sull
y tetA, en Israel también se identificaron los genes sull y tetA (Patil et al. 2016);
en Canadé se reporto el gen sull, ademés de los genes sul2, tet(C), tet(E) y floR; y
en Chile, Higuera-Llantén et al. (2018), encontraron los genes tetA, tetB, tetE y
tetL. En lo referente al gen gyrA, encontramos mutaciones puntuales en dos
posiciones de la regiébn QRDR, asociadas con resistencia a este antimicrobiano.
Resultados similares fueron reportados en Espafa por Alcaide et al. (2010), los
cuales encontraron que todas las Aeromonas resistentes a quinolonas presentaron
mutaciones puntuales en el codon 83 de este gen, ademas, el 12% de estos aislados

resistentes presentaron mutaciones puntuales adicionales en el codén 92. En Corea,
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Kim et al. (2011), encontraron mutaciones puntuales en el codon 83 en 94% (15/16)
de A. salmonicida resistentes a quinolonas, pero no manifestaron mutaciones en los
codones 92 y 87. En el presente estudio, no se encontraron mutaciones en el codén
87, a pesar de ser muy frecuente, segin lo mencionado por Giraud et al. (2004),
quienes en Francia encontraron principalmente mutaciones en este codén en el 58%

de aislados de A. salmonicida.

Por otro lado, los genes dfrAl, floR, blaSHV y blaOXA-2 no fueron
identificados en ningun aislado, a pesar de la resistencia fenotipica encontrada.
Segun Duman et al. (2017) esta resistencia podria estar codificada por genes aun
no caracterizados, dado que hay reportes del secuenciamiento de una cepa chilena
de A. salmonicida que informa sobre la presencia de genes potencialmente
responsables de la resistencia a 3-lactamicos, florfenicol, macrolidos y quinolonas

(\Valdes et al., 2015).

Muchos de los genes de resistencia se encuentran principalmente dentro
de elementos moviles, tales como plasmidos, transposones e integrones,
caracteristicos de A. salmonicida, los cuales le otorgan gran plasticidad genémica
(Trudel et al., 2016), ademas la capacidad de compartir material genético con otros
microorganismos (Attéré et al., 2017), ya sean acuéticos: Vibrio parahaemolyticus,
Yersinia ruckeri (Sorum et al., 2003), Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda
(Mclintosh et al., 2008); o terrestres como E. coli (Mclntosh et al., 2008),
Salmonella entérica y Proteus mirabilis (Trudel et al., 2016), propagado asi los
genes de resistencia entre humanos, animales y el medio ambiente. Al ser esta una
bacteria ubicua, aislada incluso de pescado congelado en México (Castro et al.,
2003), representa un gran problema para la salud publica por el riesgo de causar no

solamente cuadros intra y extraintestinales, a través de la cadena alimenticia y
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contacto directo (Janda y Abbott, 2010), sino por la transmision de genes de
resistencia (Vincent et al., 2014).

Es interesante resaltar que en esta tesis buscamos detectar los genes de resistencia
antimicrobiana que la literatura reporta como mas prevalentes para cada antibidtico
estudiado y el no haber encontrado alguno de ellos a pesar de la resistencia
fenotipica, sugiere la participacion de otros genes. También sugerimos incluir en
futuros estudios el uso de protocolos o kits especializados en detectar ADN
plasmidial para asi determinar los genes de resistencia. Finalmente, recomendamos
incluir mas genes de resistencia por cada familia de antibi6tico evaluado y ampliar

la cantidad de antimicrobianos para completar nuestra investigacion.
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IX. CONCLUSIONES

» La bacteria A. salmonicida fue aislada y confirmada a través de pruebas
moleculares, sefialando su participacion en la produccion de enfermedad en
diferentes regiones de la Sierra del Peru.

» Amoxicilina, acido oxolinico y oxitetraciclina presentaron mayor
resistencia fenotipica, por lo tanto efecto reducido frente a los aislados. El
fenotipo multidrogo-resistente fue detectado y esto representa un peligro
para el éxito terapéutico debido a la poca disponibilidad de antimicrobianos
de uso acuicola.

» Los genes sull y tetA confirman la presencia de resistencia genotipica en
aislados poco susceptibles y los coloca como reservorios para otras

bacterias.
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