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Resumen

Nuestro pais es referente a nivel mundial en algunos sectores
de la acuicultura tales como la produccion de caviar a partir de
la cria de esturiones. Como en todas las producciones anima-
les intensivas, en piscicultura se desarrollan epizootias debido
a patdgenos bacterianos en cuyo caso el empleo de antimicro-
bianos puede constituir una estrategia de control. La Septicemia
por Aeromonas moviles (SAM) es la enfermedad infecciosa mas
prevalente en la piscicultura nacional. Las dificultades para el
acceso en el pais a formulaciones especificas para acuicultura
y la carencia de informacion farmacologica para las especies y
condiciones de cultivo nacionales, provocan en muchos casos
un uso indebido de los farmacos con el consecuente riesgo de
desarrollo de resistencia a los antimicrobianos. El objetivo de
este trabajo fue caracterizar los perfiles de resistencia a los anti-
microbianos desarrollados por un numero representativo de ae-
romonadales aislados de peces cultivados en nuestro pais. Para
ello se empled el método de difusion en placa segun protocolo
estandarizado por el Clinical and Laboratory Standar Institute.
Los antimicrobianos evaluados fueron: amoxicilina acido cla-
vulanico, ampicilina, ampicilina dicloxacilina, enrofloxacina,
eritromicina, nitrofurantoina, oxitetraciclina, penicilina, tiamfe-
nicol y sulfametoxazole-trimetropim. Se hall6é un elevado por-
centaje (82.3%) de aislamientos multirresitentes a los antimicro-
bianos. Todos los aislamientos analizados fueron susceptibles a
la accion de los antimicrobianos enrofloxacina y nitrofurantoina.
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Summary

Uruguay is a world reference in some aquaculture sectors such
as caviar production in sturgeons farms. Bacterial outbreaks are
usual in fish farming as well as in all intensive animal produc-
tion and the use of antimicrobials appears as a strategy for their
control. Motile aeromonads septicemia is the most prevalent in-
fectious disease in Uruguayan aquaculture. The difficulties for
access to specific formulations for aquaculture in the country
and the lack of pharmacological information for the species and
national culture conditions, cause in many cases, improper use
of the drugs with the consequent risk of developing resistance
to antimicrobials. The aim of this work was to characterize the
antimicrobial resistance profiles developed by a representative
number of aeromonads isolated from fishes cultured in Uruguay.
It was used the agar diffusion method according to the protocol
standardized by the Clinical and Laboratory Standard Institute.
The antimicrobials evaluated were: amoxicillin with clavulan-
ic acid, ampicillin, ampicillin with dicloxacillin, enrofloxacin,
erythromycin, nitrofurantoin, oxytetracycline, penicillin, thiam-
phenicol and sulfamethoxazole-trimetropim. We found a high
percentage (82.3%) of antimicrobial multiresistant isolates. All
the isolates analyzed were susceptible to the action of the anti-

microbials enrofloxacin and nitrofurantoin.
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Introduccion

La acuicultura es la actividad de produccion animal que mas se
ha expandido en las ltimas décadas a nivel mundial, superando
en ritmo de crecimiento anual al resto de las producciones ani-
males y supliendo casi el 50% de los productos acuaticos que se
consumen actualmente (FAO, 2018). En este contexto Uruguay
se destaca como el mayor productor de caviar en Sudamérica y
uno de los diez principales productores a nivel mundial (Bronzi
y Rosenthal, 2014), con una producciéon anual que supera las
600 toneladas de carne de esturion y las siete toneladas de caviar
(DINARA, 2014). A su vez, el cultivo de peces ornamentales se
destaca como una rama de la actividad de importancia a nuestra
escala pais, con una produccion anual de 250.000 animales en
promedio (Carnevia y col., 2013).

Al igual que en otras producciones animales, en los estableci-
mientos de piscicultura intensiva ocurren epizootias por diversos
patdgenos, dentro de los que se destacan por su prevalencia e im-
portancia las bacterias Gram negativas (Austin y Austin, 2007).
La septicemia por Aeromonas méviles (SAM) es la enfermedad
infecciosa mas importante en la piscicultura nacional, afectando
tanto peces ornamentales como para consumo humano, siendo
Aeromonas hydrophila y A. veronii las especies mas prevalentes
en nuestra acuicultura (Perretta y col., 2018).

Estos microorganismos, ubicuos en toda la biosfera microbiana,
han adquirido relevancia para la salud en las Gltimas décadas,
debido por un lado al aumento y la gravedad de los casos cli-
nicos observados en pacientes humanos y por otro lado a las
importantes pérdidas econémicas provocadas en la acuicultura
(Janda y Abbott, 2010; Rasmussen-Ivey y col., 2016).

El elevado nimero de mortandades que puede provocar la en-
fermedad sin tratamiento y la carencia de herramientas de pre-
vencion, hacen que los piscicultores nacionales, tanto de peces
ornamentales como para consumo, optan por la terapia con an-
timicrobianos para controlar epizootias. Las dificultades para el

acceso en el pais a formulaciones especificas para acuicultura y

la carencia a su vez de informacion farmacoldgica para las es-
pecies y condiciones de cultivo nacionales, provocan en muchos
casos un uso indebido de los farmacos con el consecuente riesgo
de desarrollo de resistencia a los antimicrobianos.

A pesar de la importancia que poseen los aeromonadales tanto
para la salud humana como animal, para Janda y Abbott (2010)
la susceptibilidad in vitro de Aeromonas spp. a los antimicrobia-
nos es un area clave del conocimiento de los aeromonadales que
ha recibido poca atencion en las lltimas décadas.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar los perfiles de re-
sistencia a los antimicrobianos desarrollados por un niimero re-
presentativo de aecromonadales aislados de peces cultivados en

nuestro pais.

Materiales y Métodos

Origen de los aislamientos

Se emplearon 33 aislamientos de Aeromonas spp. obtenidos de
distintas especies de peces de agua dulce con signos clinicos
de SAM (6% A. allosaccharophila, 6% A. bestiarium, 3% A.
caviae, 15% A. punctata, 36% A. hydrophila 'y 33% A. veronii).
Los animales afectados provinieron de acuarios comerciales
(6.2%), bioterios (21.9%) y criaderos de peces ornamentales y
para consumo (71.9%), todos ellos ubicados dentro del territorio
nacional.

Mediante entrevista a los encargados de la sanidad de cada es-
tablecimiento se determind el tipo y la frecuencia de uso de an-
timicrobianos. Se evalu6 la susceptibilidad de cada aislamiento
hacia diez antimicrobianos entre los que se incluyen aquellos
empleados en la acuicultura nacional, a saber: amoxicilina acido
clavulanico (AMC 2:1, 20pg), ampicilina (AP 10pg), ampicili-
na dicloxacilina (AMD 10:1, 10pg), enrofloxacina (ENO 30ug),
eritromicina (ER 15pug), nitrofurantoina (NF 300pg), oxitetraci-
clina (OT 30pg), penicilina (P 10U), tiamfenicol (TFM 65pg)
y sulfametoxazole-trimetropim (SXT 19:1, 25ug).

Para la determinacion de sensibilidad se empled el método de
difusion simple en agar (Bauer y col., 1966) segun el protocolo

Cuadro 1. Estandares de sensibilidad empleados para la determinacion de resistencia en los aislamientos de Aeromonas spp. movi-

les provenientes de peces cultivados en Uruguay mediante el método de difusion en placa (Kirby-Bauer).

Antimicrobiano Diametro del halo en milimetros Referencia
S R 1

Amoxicilina (20pg) + Acido clavulanico (10pug) >18 <13 14a17 BD; CLSL 2006
Ampicilina (10ug) >17 <13 14al6 BD
Ciprofloxacina (5pg) >21 <15 16a20 BD; CLSI, 2006
Cloramfenicol (30pg) >18 <12 13a17 CLSI, 2006
Eritromicina (15pg) >23 <13 14a22 BD
Levofloxacina (5ug) >17 <13 14al6 BD; CLSI, 2006
Nitrofurantoina (300ug) >17 <14 15al6 BD

Penicilina (10U) >15 <14 sin dato BD
Sulfametoxazole (25pug) + Trimetoprim (1,3pg) >16 <10 11al5s BD; CLSL 2006
Tetraciclina (30 pg) >19 <14 15a18 BD; CLSI, 2006

I: sensibilidad intermedia, R: resistente, S: sensible
BD: Becton Dickinson ®



que figura en el manual M42-P del Clinical and Laboratory Cuadro 2. Resultados del antibiograma realizado sobre Aeromonas spp.
Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2005). Se empled la cepa moviles aisladas de peces cultivados en Uruguay, método de difusion en
tipo de 4. hydrophila ATCC 7966® como control de calidad placa segun documento M45-P de CLSI (los valores corresponden al dia-
del procedimiento. metro del halo de inhibicién en milimetros).

La discriminacion entre bacterias sensibles, resistentes e in-

Aisla-

termedias se baso en los estandares especificados por CLSI .
mien- AMC AMD AP ENO ER NF OT P TFM  SXT

para Aeromonas hydrophila (CLSI, 2006). En los casos en

los que dicho estandar no posee informacion para el anti- Al 20 - - 37 20 25 32 - 36 36
microbiano empleado, se utilizé la informacion existente A2 21 - - 34 24 25 33 - 34 32
para drogas de la misma familia o el estandar de sensibilidad Bl 15 B B 37 20 23 32 - 33 33
aportado por el fabricante de los Sensi-Discs® (Bekton Di B2 18 i ) 38 1926033 - 33 34
PS P o1 - -3 19 20 24 - 33 26
ckinson, BD) (ver Cuadro 1). HI 15 _ _ 36 9 w23 - 3 23
Se consideraron aislamientos susceptibles a la accion de H2 15 - - 32 15 24 35 - 36 36
un antimicrobiano determinado a aquellos cuyos halos de H3 16 - - 37 15 24 34 - 36 35
inhibicion correspondieron tanto a la categoria “resistente”, H4 11 - - 31 18 24 30 - 26 32
como “intermedia”. Este criterio se basa en que los estan- HS 17 - - 37 20 23 32 - 33 35
dares de resistencia existentes en la actualidad no han sido Hé 14 ) ) 35 162333 - 33 35
luad ” 4 . " H7* 12 - - 39 17 25 35 - 41 32
evaluados en patogenos de organismos acud 1(,tos y a su vez s 14 i ) 13 15 2 ° . ) _
no se han desarrollado modelos farmacométricos en peces HO 13 _ _ 32 21 21 _ _ _ _
para dichas drogas (del Rio-Rodriguez y Turnbull, 2002; H10 13 - - 33 23 21 29 - 31 30
Smith y col., 1994). HI1l1 15 - - 21 15 22 30 - 31 29
Se determinaron las diferencias de susceptibilidad entre es- H12 15 - - 34 17 22 33 - 32 33
pecies mediante el empleo del test de Chi? con un nivel de HI3 10 - - 32 18 21 27 - 29 29
confianza del 95% (software Statgraphics version 16.1.18). Pl 13 ) . 31 13200260 - 33 20
S lould | “indice de Multi stencia a Anfimi p2° 13 - - 32 15 20 20 - 32 20
e calculo a su vez el “Indice de Multirresistencia a Antimi- p3 12 i ) i~ 8 21 28 - i~ 25
crobianos” (MAR), como el cociente entre el nimero de anti- P4e 13 . _ 29 6 19 23 - 29 25
microbianos a los que un aislamiento fue susceptible sobre el P5¢ 15 - - 32 16 21 23 - 32 24
nimero de antimicrobianos evaluados para ese aislamiento. Vi1 15 - - 43 22 25 33 - 35 35
Valores de MAR mayores o iguales a 0,2 son indicativos de V2 14 - - 29 5 21 10 - 32 25
aislamientos con alto riesgo de proceder de ambientes donde vae 13 ) - 36 a2 B - B 2
d - - -
se hace uso habitual de antibimicrobianos, los valores infe- va 16 39 42 33 32 38
. i ) 02 indi islami d d V5 16 - - 37 21 22 9 - 32 24
riores o iguales a 0,2 indican aislamientos procedentes de V6 15 ) ) 21 % 19 13 - ) 0
ambientes donde el uso de antimicrobianos es minimo o nulo V7 14 _ _ 25 18 24 _ _ 36 26
(Krumperman, 1983). Para aumentar la confiabilidad de los V8 13 - - 31 12 21 26 - 32 19
resultados se excluyeron los antimicrobianos B-lactamicos & 20 - - 26 16 23 27 - 33 22
de este andlisis debido a que para algunos autores este grupo ~ V10° 14 - - 36 s 21 23 - 32 23
Vl1lie 16 - - 34 18 21 24 - 33 25

bacteriano es naturalmente resistente a la accion de estos far-

macos (Aoki, 1999; Martin-Carnahan y Joseph, 2005)

AMC: amoxicilina 4cido clavulanico (2:1, 20ug), AMD: ampicilina dicloxacilina
(10:1, 10pg), AP: ampicilina (10pg), ENO: enrofloxacina (30ug), ER: eritromicina
(15png), NF: nitrofurantoina (300png), OT: oxitetraciclina (30ug), P: penicilina (10U),

Resultados TFM: tiamfenicol (65ug), SXT: sulfametoxazole trimetropim (19:1, 25ug).

Se destacaron en negrita aquellos halos correspondientes a sensibilidad intermedia o

resistencia segiin estandar de CLSI y/o especificaciones del fabricante de los sensi-

En el cuadro 2 se presentan los perfiles de sensibilidad desar- discos empleados.

rollados por los distintos aislamientos ante los diferentes an- (-) corresponde a aquellos casos donde no se detect6 inhibicion del crecimiento

timicrobianos evaluados. Todos los aislamientos evaluados bacteriano.

son resistentes a las penicilinas, ya sea naturales o sintéticas. a b e d e Jetras iguales indican aislamientos procedentes de un mismo brote epizoo-

La adicién de un inhibidor de las p-lactamasas (acido cla- tiolégico.
vulanico), permite desarrollar sensibilidad al 11,8% de los

aislamientos analizados. Se destaca a su vez, el escaso nu-

mero de aislamientos sensibles a los macrolidos (11,8% de

aislamientos sensibles a la Eritromicina).

Los aislamientos procedentes de un mismo brote epizodtico

poseen perfiles de sensibilidad similares entre si, salvo en

una ocasion en que dos aislamientos epizootioldgicamente

relacionados no comparten el mismo perfil de sensibilidad



(V3-V4).

En la Figura 1 se muestra la proporcion de aislamientos que
adoptan cada uno de los valores de indice MAR calculados.
Cabe destacar que 82,3% de los aislamientos nacionales de Ae-

romonas spp. son multirresistentes a los antimicrobianos.

Discusion

Este es el primer estudio que analiza la resistencia a los antimi-
crobianos desarrollada por un niimero representativo de micro-
organismos aeromonadales aislados de peces procedentes de la
acuicultura nacional. A partir de los resultados obtenidos es po-
sible advertir el elevado numero de Aeromonas spp. resistentes
que se aislan de los peces que se cultivan en nuestro pais, ya sea
ornamentales o para consumo humano.

Existe consenso en afirmar que la resistencia a los antimicro-
bianos en este grupo bacteriano se ha visto incrementada en los
ultimos afios, por un lado debido al desarrollo de cepas multirre-
sistentes procedentes de las aguas residuales urbanas y hospita-
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Figura 1. Grafico en el que se representan los diferentes valores del
Indice de Multirresistencia a los antimicrobianos (MAR) observado en
aislamientos de Aeromonas spp. moéviles obtenidos de peces cultivados

en Uruguay. Las barras de color gris corresponden a aislamientos no
multirresistentes (Indice MAR<0.2) y las de color negro corresponden

a aislamientos multirresistentes

larias y por otro lado debido al uso indiscriminado de antimicro-
bianos que ha hecho historicamente la acuicultura (Schmidt y col.,
2000; Kaskhedikar y Chhabra, 2010; Saavedra, 2012).
Aeromonas spp. aisladas de sistemas de cultivo de peces son par-
ticularmente resistentes a los antimicrobianos y frecuentemente
contienen plasmidos e integrones con multiples genes de resisten-
cia, lo que genera dificultades en el tratamiento de las enfermeda-
des provocadas por este grupo bacteriano (Baquero y col., 2008;
Odeyemi y col., 2012).

Teniendo en cuenta la clasificacion de susceptibilidad a los an-
timicrobianos establecida por Janda y Abbott (2010) para Aero-
monas spp., los aislamientos nacionales deben considerarse en
general resistentes a los macrélidos y penicilinas naturales y de
espectro ampliado (<12% de aislamientos susceptibles); con sus-
ceptibilidad variable hacia los anfenicoles y tetraciclinas (79 a
88%) y susceptibles a los antifolatos, quinolonas y nitrofuranos
(94 a 100%); hallazgos coincidentes con los realizados por dichos
autores a partir de la revision de una extensa bibliografia.

A pesar de esto es preciso destacar que en Aeromonas spp. pro-

cedentes de la acuicultura es comun observar diferencias en la
resistencia a los distintos farmacos debido a la expresion de dis-
tintos mecanismos de resistencia en aislamientos que se hayan
expuestos a presion de seleccion inducida por el uso de dife-
rentes antimicrobianos (Yi y col, 2014). Del mismo modo es
comun encontrar aislamientos de Aeromonas spp. multirresis-
tentes debido principalmente a la adquisicion por transferencia
horizontal de elementos moéviles del genoma que poseen varios
genes de resistencia (Rhodes y col., 2000; Ndi y Barton, 2011;
Saavedra, 2012)

Si bien existen pocas investigaciones que comparen la suscep-
tibilidad entre especies, algunos autores destacan que 4. hydro-
phila es mas resistente a los antimicrobianos que A. caviae y
A. sobria, especialmente a las penicilinas y cefalosporinas (Mo-
tyl y col., 1985; Chang y Bolton, 1987). En nuestro caso, no se
encontraron diferencias entre especies en lo que respecta a la
susceptibilidad desarrollada para el conjunto de los antibidticos
analizados (Chi>=104,627; g.1.: 306; p=1,0).

Los hallazgos realizados en el marco de esta investigacion re-
velan el elevado niimero de aislamientos de Aeromonas spp.
multirresistentes que ocurren en la acuicultura nacional, hecho
que reviste gran importancia, no solo por las dificultades en el
tratamiento de las acromoniasis que puedan ocurrir en las pisci-
culturas, sino ademas por la capacidad de actuar de reservorios
de genes de resistencia que poseen estos microorganismos y la
facilidad de dispersion de los mismos hacia otros ecosistemas a
través del medio acuatico (Janda y Abbott, 2010; Igbinosa y col.,
2013; Patil y col., 2016).

Teniendo en cuenta lo anterior, resulta fundamental el estab-
lecimiento de correctos planes terapéuticos en los sistemas de
acuicultura de nuestro pais, basados en un adecuado diagnostico
y antibiograma de los microorganismos actuantes y en la inves-
tigacion de aspectos farmacométricos aplicados a las especies

icticas de interés para el pais.

Conclusiones

Existe un elevado porcentaje (82.3%) de aislamientos de 4ero-
monas spp. procedentes de peces cultivados en nuestro pais que
son multirresitentes a los antimicrobianos.

Todos los aislamientos analizados fueron susceptibles a la acci-

on de los antimicrobianos enrofloxacina y nitrofurantoina.Bib
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