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Resumen O)

[Objetivo]Elobjetivofueanalizarlaresistenciaantimicrobianaenlaacuiculturaperuana.[Metodologia] Se
realizd un estudio observacional, descriptivo. Se incluyeron muestras de las especies Argopecten purpuratus,
Oncorhynchus mykiss, Oreochromis niloticus y Litopenaeus vannamei. Se aislaron bacterias del género
Enterococcus spp., Salmonella spp.yAeromonas spp.,y especies de Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus,
y Flavobacterium psychrophilum. La resistencia antimicrobiana fue evaluada mediante antibiograma y las
muestras resistentes fueron secuenciadas para identificar genes de resistencia antimicrobiana. Se calculé
la frecuencia absoluta y porcentual, ademds, se estimaron los intervalos de confianza de Wald, de Clopper-
Pearson, y prevalencia agrupada. [Resultados] Respecto a A. purpuratus, el 22,2 % (1C95%:2,81-60,00) de
las muestras de E. coli fueron resistentes a oxitetraciclina. Estas pertenecian al 4,44 % (n=2) de los centros
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de produccion acuicola (CPA). En O. mykiss, el 88,89% (1C95%:51,16-99,72) de las muestras de Enterococcus
spp. fueron resistentes a fosfomicina y oxitetraciclina. Estas pertenecian al 12,96 % de los CPA (n=7). En
referencia a O. niloticus, el 47,31 % (1C95%: 37,16-57,46) de las muestras de E. coli fueron resistentes
oxitetraciclina>ampicilina>cloranfenicol >fosfomicina y azitromicina. Estas pertenecian al 50 % de los CPA
(n=19). Ademés, 89, 36% (IC95 %:80,55-98,18) de las muestras de Enterococcus spp. fueron resistentes a
fosfomicina>cloranfenicol y colistina>oxitetraciclina>azitromicina>ampicilina; estas pertenecianal 36,84
% de los CPA(n=14).En L. vannamesi, el 87,11 % (1C95%:83,00-91,21) de las muestras de Enterococcus spp.
fueron resistentes a fosfomicina>colistina>oxitetraciclina>azitromicina>eritromicina>enrofloxacino>
ampicilina>cloranfenicol y estas pertenecian al 100 % de los CPA (n=33). Asimismo,
3505 % (IC95%: 29,74-40,23) de las muestras de V. parahaemolyticus fueron resistentes a
ampicilina>fosfomicina>colistina>oxitetraciclina>azitromicina. Estas pertenecian al 78,79 % (n=26) de
los CPA. [Conclusiones] E| porcentaje de CPA de O. niloticus y L. vannamei, mostraron mayor resistencia
antimicrobiana del estudio.

Palabras clave: antibidticos; acuicultura; genes de resistencia antimicrobiana; multidrogo resistencia;
resistencia antimicrobiana.

Abstract

[Objective] The objective of this study was to analyze antimicrobial resistance in Peruvian aquaculture.
[Methodology] An observational, descriptive study was carried out. Samples of Argopecten
purpuratus, Oncorhynchus mykiss, Oreochromis niloticus and Litopenaeus vannamei were included.
The bacteria Enterococcus spp., Salmonella spp., Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus, Aeromonas
spp., and Flavobacterium psychrophilum were isolated. Antibiotic resistance was evaluated using
antibiograms, and resistant samples were sequenced to identify antimicrobial resistance genes.
Absolute and percentage frequencies were calculated. In addition, Wald, Clopper-Pearson, and pooled
prevalence confidence intervals were estimated. [Results] In the case of A. purpuratus, 22.2% (95%
C1:2.81-60.00) of the E. coli samples were resistant to oxytetracycline. Resistant samples were found
in 4.44% (n=2) of the aquaculture production centers (APCs). In O. mykiss, 88.89% (95% Cl:51.16-
99.72) of the Enterococcus spp. were resistant to fosfomycin and oxytetracycline. Resistant samples
were found in12.96% of the APCs (n=7). Regarding O. niloticus, 47.31% (95% ClI: 37.16-57.46) of
the E. coli samples were resistant to oxytetracycline>ampicilline>chloramphenicol>fosfomycin and
azithromycin. Resistant samples were encountered in 50% of the APCs (n=19). In addition, 89.36%
(95% Cl:80.55-98.18) of the Enterococcus spp. were resistant to Fosfomycin> chloranphenicol and
colistin> oxytetracycline>azithromycin>ampicilline; resistant samples were found in 36.84% of the APCs
(n=14).In L. vannamei, 87.11% (95% CI:83.00-91.21) of the Enterococcus spp. samples were resistant to
Fosfomycin> colistin> oxytetracycline> azithromycin>ampicilline and resistant samples were found in
100% of the APCs (n=33). Likewise, 35.05% (95% Cl:29.74-40.23) of the V. parahaemolyticus samples
were resistant to ampicilline>fosfomycin>oxytetracycline>azithromycin>eritromicine>enrofloxacin>
ampicilline> chloranfhenicol. Resistant samples were found in 78.79% (n=26) of the APCs. [Conclusions]
The percentage of APCs with O. niloticus and L. vannamei showed that antimicrobial resistance was high.

Keywords: Antibiotics; antimicrobial resistance; antimicrobial resistance genes; aquaculture; multi-drug
resistance.
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Resumo

[Objetivo]Oobjetivofoianalisararesisténciaantimicrobiananaaquiculturaperuana.[Metodologia]Foirealizado
umestudo observacional, descritivo. Foramincluidas amostras das espécies Argopecten purpuratus, Oncorhynchus
mykiss, Oreochromis niloticus e Litopenaeus vannamei. Foram isoladas bactérias dos géneros Enterococcus spp.,
Salmonella spp., Aeromonas spp., e espécies de Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus e Flavobacterium
psychrophilum. A resisténcia antimicrobiana foi avaliada por meio de antibiograma, e amostras resistentes foram
sequenciadas para identificar genes de resisténcia antimicrobiana. Foram calculadas as frequéncias absoluta e
percentual,além dosintervalos de confiancade Wald, Clopper-Pearson e as prevaléncias agrupadas.[Resultados]
Em relacdo a A. purpuratus, 22,2%(IC 95%: 2,81-60,00) das amostras de £. coli foram resistentes a oxitetraciclina.
Estes pertenciam a 4,44 % (n=2) dos centros de producdo aquicola (CPA). Em O. mykiss, 88,89% (IC 95%: 51,16
99,72) das amostras de Enterococcus spp. foram resistentes a fosfomicina e oxitetraciclina. Estas pertenciam a
12,96% das CPAs (n=7). Em relacdo a O. niloticus, 47,31 % (IC 95%: 37,16-57,46) das amostras de E. coli foram
resistentes a oxitetraciclina>ampicilina>cloranfenicol>fosfomicina e azitromicina. Estas pertenciam a 50% das
CPAs (n=19). Além disso, 89,36% (IC95%: 80,55-98,18) das amostras de Enterococcus spp. foram resistentes a
fosfomicina>cloranfenicol e colistina>oxitetraciclina>azitromicina>ampicilina; estas pertenciam a 36,84% das
CPAs(n=14).Em L vannamei, 87,11% (IC 95%: 83,00-91,21) das amostras de Enterococcus spp foram resistentes
a fosfomicina>colistina>oxitetraciclina>azitromicina>eritromicina>enrofloxacina> ampicilina>cloranfenicol
e pertenciam a 100% das CPAs (n=33). Além disso, 35,05% (IC 95%: 29,74-40,23) das amostras de V.
parahaemolyticus foram resistentes a ampicilina>fosfomicina>colistina>oxitetraciclina>azitromicina. Estas
pertenciam a 78,79% (n=26) das CPAs. [Concluses] A porcentagem de CPA de O. niloticus e L. vannamei,
mostrou maior resisténcia antimicrobiana do estudo.

Palavras-chave: antibidticos; aquicultura; genes de resisténcia antimicrobiana; resisténcia multidroga;
resisténcia antimicrobiana.

(3,62-6,57) millones de muertes asociadas a
RAM en bacterias. Las 6 especies reportadas
con mayor frecuencia fueron Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumo-
niae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobac-

Introduccion

La resistencia antimicrobiana (RAM)
es la capacidad de las bacterias, hongos,
virus y parasitos de sobrevivir a los me-

dicamentos a los que son expuestos. Esto
dificulta el tratamiento de las infecciones
causadas por estos agentes, propicia el de-
sarrollo de formas mas agresivas de las en-
fermedades (de importancia para la sanidad
e inocuidad) e incrementa su propagacion y
mortalidad. Por ello, la Organizacion Mun-
dial de la Salud (OMS) ha declarado a la
RAM como una de las 10 principales ame-
nazas para la salud publica (OMS, 2021).
De acuerdo con un estudio publicado en
el 2019, se estimd que hubo un total de 4,95

ter baumannii, y Pseudomonas aeruginosa,
las infecciones con estas contabilizaron un
total de 3,57 (2,62-4,78) millones de muertes
asociadas a RAM (Murray et al., 2022). Para
el afio 2050, el nimero de muertes alcanzarian
los 10 millones por afio y se espera una reduc-
cion del PIB (Producto Interno Bruto) del 2 al
3,5 % (O’Neill, 2014).

Los antibioticos son usados amplia-
mente en la crianza y en la prevencion de en-
fermedades en animales destinados al con-
sumo humano, sin embargo, el uso excesivo
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e irresponsable de estos agentes, junto con
la administracién de dosis en animales sa-
nos ha contribuido al aumento de la RAM y
la transmision de bacterias resistentes a los
humanos (van Boeckel et al., 2015). En los
Estados Unidos, aproximadamente el 80 %
del consumo en agentes antimicrobianos es
empleado en animales destinados al consu-
mo humano; muchos de estos agentes son
utilizados también para el tratamiento de in-
fecciones en humanos. Debido al incremen-
to de la demanda de proteina de origen ani-
mal, se espera que el consumo de antibidcos
también aumente. Las predicciones indican
que entre el 2010 al 2030, se incrementara
el consumo de agentes antimicrobianos en
67 %, de 63 151 + 1560 toneladas a 105 596
+ 3605 toneladas (van Boeckel et al., 2015).

Uno de los puntos més controversia-
les en la administracion de antibidticos en
animales, es que, en lugar de tratar a los in-
dividuos enfermos, los medicamentos son
aplicados a todo el grupo al cual pertenece
el animal infectado (Ferri, et al., 2017). Este
proceso es conocido como “metafilaxis”.
Algunos productores aplican esta estrate-
gia incluso cuando no hay animales infec-
tados, pero consideran que las condiciones
de crianza podrian incrementar el riesgo de
infecciones, por ejemplo, en casos de con-
diciones sanitarias no adecuadas o hacina-
miento (McEwen & Collignon, 2018).

La acuicultura es una industria cla-
ve para satisfacer la demanda de alimen-
tos para consumo humano. Tan solo en el
2010 se observo que la produccion habia
aumentado cerca de 30 veces desde el afio
1970, con una tasa de crecimiento anual
de 7,8 %, pasando de producir 2,6 millo-
nes a 60,4 millones de toneladas por afio
(Troell et al., 2014).

En el Perq, en el ano 2021 la produc-
cion de la acuicultura fue 144 206 toneladas.
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Aproximadamente el 70 % de esta produc-
cion corresponde a concha de abanico, lan-
gostino, trucha y tilapia, en las regiones
de Piura, Tumbes, Puno y San Martin, res-
pectivamente (FAO, 2022; Ministerio de la
Produccion, 2022). Este crecimiento en la
productividad podria estar acompafiado de
un incremento en el uso de antibidticos para
prevenir y tratar infecciones bacterianas; por
ello, el estudio tuvo como objetivo analizar
la resistencia antimicrobiana en los principa-
les recursos de la acuicultura peruana, para
asi poder establecer medidas mas eficientes
para la mitigacion de este problema.

Metodologia

Diseiio del estudio, muestra y muestreo

El estudio fue de tipo observacional y
descriptivo. Se realizd un muestreo por conve-
niencia. Se incluyeron especimenes de todos
los centros de produccion acuicola (CPA) que
aceptaron participar en el estudio.

Los ejemplares de Argopecten purpura-
tus “‘concha de abanico” (clase Bivalvia, fa-
milia Pectinidae) fueron obtenidos de 45 CPA
en Sechura (37,5 % del total). Se tomaron 103
muestras, cada una estuvo conformada por 5
pools de 25 individuos cada uno.

Los ejemplares de Oncorhynchus my-
kiss “trucha arcoiris” (clase Actinopterygii,
familia Salmonidae) fueron obtenidos de 54
CPA en Puno (100 % del total). Se tomaron
56 muestras, cada una estuvo conformada
por un pool de 5 individuos.

Los ejemplares de Oreochromis niloti-
cus “tilapia” (clase Actinopterygii, familia Ci-
chlidae) fueron obtenidos de 38 CPA en San
Martin (100 % del total). En total, se tomaron
79 muestras de cada uno de los 6 6rganos eva-
luados (bazo, cerebro, higado, intestino, mus-
culo, rifidén) haciendo un total de 474.
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Los ejemplares de Litopenaeus van-
namei “‘camaron blanco” (clase Malacostra-
ca, familia Penaeidae) fueron obtenidos de
33 CPA en Tumbes (44 % del total). Se to-
maron 324 muestras, cada una estuvo con-
formada por un pool de 5 individuos.

Bacterias y asilamiento

Se evaluaron 3 géneros por su impor-
tancia en transmision alimentaria: Entero-
coccus spp., Salmonella spp. y Escherichia
coli. Adicionalmente, se estudiaron 3 géne-
ros por su importancia en la sanidad animal;
Vibrio parahaemolyticus fue evaluado en
Argopecten purpuratus y Litopenaeus van-
namei, Aeromonas spp., fue evaluado en
Oncorhynchus mykiss y Oreochromis niloti-
cus; mientras que, Flavobacterium psychro-
philum en Oncorhynchus mykiss.

Para el aislamiento de Enterococcus
spp., se utilizd el método estandar descrito
en la ISO 7899-2:2000 (International Or-
ganization for Standardization, 2000); para
Salmonella spp., se uso el procedimiento de
la ISO 6579-1:2017 (excepto items 9.3.3,
9.4.3 porque no se analizan muestras de pro-
duccidn primaria y Anexo D debido a que
se usa un agar cromogénico (Chrom Agar
Salmonella Plus), que aisla el 100 % de los
tipos de Salmonella, incluidos los del ane-
x0 D.) (International Organization for Stan-
dardization, 2017a) y para Escherichia coli
se uso6 el procedimiento de la ISO 16649-3
(excepto items 4.1, 9.1 y 10.1) (Internatio-
nal Organization for Standardization, 2015).

Para el aislamiento Vibrio parahae-
molyticus se siguio el protocolo de la ISO
21872-1:2017 (International Organization
for Standardization, 2017b); mientras que
para Flavobacterium psychrophilum se uti-
liz6 el protocolo descrito por (Castillo Mi-
randa, 2017).
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Respecto a Aeromonas spp., se utili-
z6 la técnica aplicada por Fernandez et al.,
(2016); para ello el hisopado se siembra en
agua peptonada alcalina (APA) y se incuba a
25°C + 1 °C por 24 horas. Luego se sembro
en agar furunculosis (FA) y agar selectivo
para Pseudomonas-aeromonas (GSP agar)
y se incubd a 22 °C + 1 °C y 25 °C por 48
horas, respectivamente. Se realiz6 la tincion
Gram, prueba de oxidasa y catalasa y se
seleccionaron las muestras positivas. Pos-
teriormente, se efectiio la caracterizacion
bioquimica para confirmar el aislamiento.

Antibiograma (INS, 2002)

Para la preparacion del inoculo, se
realizé un cultivo puro por 18 a 24 horas, en
suspension directa en 5 ml SSF al 0,85 %.
Se estandariz6 la turbidez de la suspension
al tubo 0,5 de la escala de Mc Farland (1,5
x 108 UFC/ml), mediante la medicion de la
turbidez en el espectrofotometro. Para la ino-
culacion en la placa, se impregn6 el hisopo
en la suspension que tenia una concentracion
de 1,5 x 108 UFC/ml, se removio el exceso de
liquido y se sembr6 en 3 direcciones por hi-
sopado en la superficie de agar Mueller Hin-
ton. Se seco la placa de 3 a 5 minutos y con
la ayuda de pinzas estériles o dispensador
de discos se colocaron los discos de antibid-
ticos sobre la placa seca. Luego, las placas
fueron incubadas a 35 °C de 16 a 18 horas
o por el periodo necesario, de acuerdo con
el microorganismo a evaluar. Para la lectura
de los antibiogramas, se uso6 el equipo Lector
de zona de inhibicidén/ Contador de colonias
automatico (Interscience SCAN 4000). Los
antibioticos evaluados, la concentracion y
rangos para interpretar el antibiograma se
muestran en la Tabla 1.
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Extraccion de ADN y secuenciacion

Se seleccionaron muestras que fueron
resistentes en el antibiograma para evaluar-
las mediante secuenciacion masiva y en-
samblaje del genoma microbiano completo.
Realizado en forma colaborativa en 2 labo-
ratorios, por capacidad operativa y duracion
del proyecto.

El primer grupo de muestras fue se-
cuenciado en el laboratorio de una univer-
sidad privada subcontratada para la ex-
traccion del ADN, se inocularon colonias
individuales en 2ml de medio TSB (Caldo
tripticasa soya) para incubacion a 37°C y
300 rpm por 6 horas en un equipo Eppen-
dorf Thermomixer (Thermo Fisher). Se
centrifugaron los tubos a 10 000 rpm por 60
segundos. El pellet fue lavado 3 veces con
PBS (buffer de fosfatos) 1x y resuspendido
en 250ul de PBS 1x. Se extrajo el ADN del
pellet usando el kit GeneJET Genomic DNA
Purification Kit (Thermo Fisher), segtn las
instrucciones del fabricante. E1 ADN puri-
ficado se eluyd en 100ul de agua estéril, se
determino su concentracion usando Qubit4
(Invitrogen) y se conservé a -20°C hasta su
procesamiento. Se prepararon librerias ge-
noémicas a partir de 2ng de ADN purificado
usando el kit Illumina DNA prep (Illumi-
na cod 20060060), segun instrucciones del
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fabricante. Las librerias fueron secuencia-
das utilizando el Illumina NextSeq 550 y
el kit Nextera 550 v2.5 de 300 ciclos (cod
20024908). Las secuencias crudas (en for-
mato *.fastq) fueron editadas para eliminar
la quimica de secuenciacion y secuencias de
mala calidad y ensambladas en la platafor-
ma Pathogenwatch v2.0 para generar geno-
mas completos. A partir de los ensamblajes,
se utilizd la herramienta AMRFinderPlus
3.10 para identificar genes asociados a re-
sistencia antimicrobiana.

El segundo grupo fue secuenciado en
el Laboratorio de Sanidad Acuicola del SA-
NIPES, el cual realiz6 un cultivo bacteriano
a partir de las cepas identificadas y carac-
terizadas como resistentes en las pruebas
de difusion en disco. Para la extraccion del
ADN se utiliz6 el kit Presto™ Mini gDNA
Bacteria (Geneaid). Seguidamente, se veri-
fico la cantidad y calidad del ADN extraido
mediante fluorometria y espectrofotome-
tria con los equipos Qubit 4 Fluorometer
(Invitrogen) y BioTek Epoch 2 Microplate
Spectrophotometer (BioTek), respectiva-
mente. Se realiz6 la secuenciacion del ADN
genodmico bacteriano con el uso del kit Ra-
pid Barcoding Kit SQK-RBK004 (Oxford
Nanopore Technologies (ONT)) y una celda
de flujo R9.4.1 (ONT) en la plataforma de

Tabla 1. Concentracion y rangos de la zona de inhibicion para la evaluacion de los
antibidticos analizados en el antibiograma

Antibidtico Concentracion Zona de inhibicion (mm)
Resistente (R) Intermedia (I) Sensible (S)
Ampicilina 10pg <14 15-22 >23
Azitromicina 15pg <Il 12-13 >14
Cloranfenicol 30ug <20 21-27 >28
Colistina 10pg <10 11-17 >18
Enrofloxacino 30 mcg <14 15-21 >22
Eritromicina 15png <12 13-23 >24
Fosfomicina 50ug <21 22-30 >31
Oxitetraciclina 30ug <13 14-19 >20
Nota: Fuente base de datos Scan 4000
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secuenciacion MinlON Mk1C (ONT), si-
guiendo las especificaciones del fabricante.
El pipeline bioinformatico se ejecutd en la
plataforma virtual NanoGalaxy partiendo
desde los archivos FASTQ como data ini-
cial. Se concatenaron los multiples archivos
FASTQ generados en cada Barcode (mues-
tra) mediante la herramienta Concatenate
dataset (cat). El FASTQ generado que alber-
ga todos los reads de ese Barcode fue ana-
lizado con la herramienta NanoPlot v.1.28.2
para obtener las estadisticas de los reads ob-
tenidos. Se filtraron las secuencias con un
gscore > 8 y con una longitud de read > 1000
bp con la herramienta Filtlong v.0.2.1. Se
procedi6 a limpiar las secuencias con la he-
rramienta Porechop v.0.2.4. Las secuencias
limpias fueron ensambladas de novo usando
la herramienta Flye v.2.9. La secuencia en-
samblada fue almacenada en formato fasta.
Para la visualizacion del genoma ensambla-
do se utilizo la herramienta Bandage v.0.8.1
y la evaluacion de la calidad del ensambla-
do fue realizada con la herramienta Quast
v.5.2.0. Los genes de resistencia antimicro-
biana fueron identificados a partir del geno-
ma ensamblado (contigs contenidos en el
archivo fasta). Se utilizaron las herramien-
tas staramr v.0.8.0 y Web portal - RGI 6.0.0,
CARD 3.2.5 para la identificacion de genes
de resistencia a antimicrobianos.

Analisis estadistico

Se calculd la frecuencia absoluta y
porcentual, para el andlisis estadistico se
empled el lenguaje de programacion R ver-
sion 4.1.0 mediante el programa RStudio
version 1.4.17.17, asimismo para los datos
del secuenciamiento se utilizaron los sof-
twares Guppy y EPI2ME. Ademas, se esti-
maron los intervalos de confianza de Wald,
intervalos de confianza exactos de Clo-
pper-Pearson, y prevalencia agrupada.
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Resultados

Argopecten purpuratus “concha de
abanico”

Se aislaron un total de 11 muestras
positivas; de ellas, 9 muestras tuvieron im-
portancia por la inocuidad alimentaria (E.
coli); y 2, por sanidad animal (V. parahae-
molyticus) (Tabla 2).

De las 9 muestras positivas para E.
coli, se reportaron 2 resistentes a antibio-
ticos (22,22 %). Ambas muestras fueron
resistentes a oxitetraciclina, y sensibles a
ampicilina, azitromicina, cloranfenicol y
colistina; respecto a fosfomicina, el resul-
tado fue intermedio. Las dos muestras fue-
ron secuenciadas y se detectaron los GRA:
qnrB81 y qnrB19, que confiere resistencia
a quinolonas; tet(B), resistencia a tetracicli-
nas; y blaEC, resistencia a betalactamicos
(Data suplementaria).

El 4,44 % de los CPA (n=2) presenta-
ron muestras de E. coli resistentes. Ninguna
muestra positiva para V. parahaemolyticus
fue resistente y no se identificd Enterococ-
cus spp. ni Salmonella spp.

Oncorhynchus  mykiss  “trucha

arcoiris”

En total, 10,71 % de las muestras fue-
ron positivas para E. coli (n=6), 16,07 %
positivas para Enterococcus spp. (n=9) y 3
muestras fueron positivas para Flavobacte-
rium psychrophilum (5,38 %) (Tabla 2).

El 88,89 % de las muestras positivas
para Enterococcus spp. fue resistente (n=8).
De las 8 muestras resistentes, todas lo fueron
para fosfomicina, 7 de las cuales mostraron,
ademas, resistencia contra oxitetraciclina
(87,5 %). Todas las muestras fueron sensibles
a ampicilina, azitromicina, cloranfenicol y
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Tabla 2. Proporcion y prevalencia agrupada estimada para los casos positivos y
resistentes, segun las bacterias y especies evaluadas

Especie Bacteria n Aislamientos % P e Resistentes %
(IC95%) (IC95%) (IC95%)***
Argopecten purpuratus  Escherichia coli 103 9 8,74 0,00073 2 22,22
(3,28 - 14,19)*  (0,0003 —0,0014) (2,81 - 60,00)**
Vibrio parahaemolyticus 103 2 1,94 0,00016 0 -
(0,23 - 6,84)**  (0,00002 —0,0006)
Oncorhynchus mykiss — Escherichia coli 56 6 10,71 0,022 0 -
(2,61 - 18,82)* (0,008 — 0,048)
Enterococcus spp. 56 9 16,07 0,034 8 88,89
(6,45 —25,69)* (0,016 —0,064) (51,16—99,72)**
Flavobacterium psychrophilum 56 3 5,38 0,011 0 -
(1,12—14,87)** (0,002 —0,032)
Oreochromis niloticus ~ Escherichia coli 474 93 19,62 - 44 47,31
(16,04 — 23,20)* (37,16 — 57,46)*
Enterococcus spp. 474 47 9,92 - 42 89,36
(7,23 - 12,61)* (80,55 — 98,18)*
Salmonella spp. 474 1 0,21 - 0 -
(0,01 — 1,17)**
Litopenaeus vannamei  Enterococcus spp. 324 256 79,01 0,27 223 87,11
(74,60 — 83,40)* (0,24 -0,30) (83,00 -91,21)*
Vibrio parahaemolyticus 324 311 95,98 0,47 109 35,05

(93,85 -98,12)* (0,42 -0,54) (29,74 — 40,23)*

Nota: 1C95%: intervalo de confianza al 95 %, n: nimero de muestras, P oted: prevalencia agrupada, *: Intervalos
de confianza calculados con el método de Wald, **: Intervalos de confianza calculados con el método de Clo-

pper-Pearson, ***: respecto a aislamientos.

Fuente: propia de la investigacion.

colistina; 4 de las muestras fueron secuencia-
das y se identificaron 9 GRA; los genes aa-
c(6)-Ii (n=2), aph(3’)-Illa (n=1) y ant(6)-Ia
(n=1), asociados a la resistencia a aminoglu-
cosidos; tet(L) (n=2) y tet(M) (n=1), a te-
traciclinas; msr(C) (n=2) y erm(B) (n=1), a
macrdlidos; Isa(A) (n=2), a lincosamidas y es-
treptograminas; y dfrE (n=2), a trimetoprima.
El 12,96 % de los CPA (n=7) presen-
taron Enterococcus spp. resistentes. Ningu-
na de las muestras positivas para E. colio F.
psychrophilum fue resistente y no se identi-
fico Salmonella spp., ni Aeromonas spp.

Oreochromis niloticus “tilapia”

El 19,62 % de las muestras fueron
positivas para E. coli (n=93); 9,92 % para
Enterococcus spp. (n=47) y 0,21 % para Sal-
monella spp. (n=1) (Tabla 2). Tanto para E.
coli como para Enterococcus spp. las mues-
tras positivas fueron mayormente tomadas

en intestino. Salmonella spp. solo se aislo de
cerebro (Figura 1). De las muestras positivas,
47,31 % de las muestras de E. coli (n= 44)
y 89,36 % de las muestras de Enterococcus
spp. (n=42) fueron resistentes. Cabe indicar,
que para las muestras de tilapia se considerd
el muestreo de hisopado por érganos, debido
a que las muestras fueron tomadas en el de-
partamento de San Martin (mas de 8 horas
de traslado por el método convencional) y tu-
vieron que ser trasladadas a provincia cons-
titucional del Callao, donde se encuentran
los Laboratorios de SANIPES, asegurando
con ello la conservacion de la muestra hasta,
como maximo, por 24 horas.

Respecto a E. coli resistente, el 86,36
% (n=38) fueron resistentes a oxitetracicli-
na, 54,55 % (n=24) a ampicilina 'y 47,73 %
(n=21) a cloranfenicol. Ademas, 2 muestras
fueron resistentes a fosfomicina y azitromi-
cina (una por cada antibiotico) (Figura 2A).
En referencia a la cantidad de antibioticos;
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10 20 30 40 50 60
Frecuencia absoluta de muestras positivas
Figura 1. Distribucion de las muestras positivas de bacterias de transmision alimentaria

por el 6rgano de O. niloticus de donde se aislo.
Fuente: propia de la investigacion.
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Figura 2. Resultado del antibiograma de las muestras resistentes de Escherichia coli (A)y

Enterococcus spp. (B) aisladas de Oreochromis niloticus.
Fuente: propia de la investigacion.
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36,4 % (n=16) fueron resistentes a 3, 20,4 %
(n=9)a2y43,2% (n=19) a 1. Se secuencia-
ron 22 muestras resistentes y se detectaron
33 GRA. Los mas frecuentes fueron tet(A)
(n=18, 54,55%), aph(3’)-Ib (n=9, 27,27%),
aph(6)-Id (n=9, 27,27 %), qnrB19 (n=9,
27,27%), blaEC (n=8, 24,24%), y sul2 (n=8,
24,24%) (Figura 3A).

Respecto a las muestras de Entero-
coccus spp. resistentes (n=42), el 97,62 %
(n=41) fue resistente a fosfomicina, mien-
tras que la resistencia al resto de antibioti-
cos se mostro en un bajo porcentaje (Figura
2B). El 54,80 % (n=23) fueron resistentes a
1 solo antibiotico, 38,1 % (n=16) a 2, 4,8 %
(n=2)a3y24%  (n=1)a4. Se secuenciaron
14 muestras resistentes y se detectaron 17
GRA. Los mas frecuentes fueron aac(6’)-I
(n=7, 50,00%), asociado a la resistencia a
aminoglucoésidos; tet(M) (n=7, 50,00%), a
tetraciclinas; y Isa(A) (n=6, 42,86%), a lin-
cosamidas y estreptograminas (Figura 3B).
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El 50,00 % de los CPA (n=19) presen-
taron muestras de E. coli resistentes y 36,84
% (n=14) Enterococcus spp. resistentes. La
muestra positiva para Salmonella spp. no fue
resistente y no se identificé Aeromonas spp.

Litopenaeus vannamei “camaron
blanco”

En total, 79,01 % de las muestras fue-
ron positivas para Enterococcus spp. (n=256)
y 95,90 % para V. parahaemolyticus (n=311).
De las muestras positivas, 87,11 % de las
muestras de Enterococcus spp. (n=223) y
35,05 % de las muestras de V. parahaemolyti-
cus (n=109) fueron resistentes (Tabla 2).

Respecto a las muestras de Enterococ-
cus spp. resistente a antibidticos, el 92,50 %
(n=213) fueron resistentes a fosfomicina y el
82,10 % (n=183), a colistina. También se en-
contraron muestras resistentes a ampicilina,
azitromicina, cloranfenicol, enrofloxacino,

Enterococcus spp.
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ant(6)-la-
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vanC-

vanR-C -
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o
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eat(A) -

tet(L) -

tet(M) -
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Frecuencia

Fenotipo predicho . i esidos I C i . nicol

Fluoroquinolonas Quinolonas Tetraciclinas

(Resistencia) 4 licina

Figura 3. Genes de resistencia antimicrobiana encontrados en muestras de E. coli (A) y
Enterococcus spp. (B) resistentes aisladas de Oreochromis niloticus.

Fuente: propia de la investigacion.
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eritromicina y oxitetraciclina (Figura 4A).
La mayoria de las muestras fueron resisten-
tes a 2 antibidticos (64,60 %) (Figura 4B).
Se secuenciaron 57 muestras y se detectaron
28 GRA. Los mas frecuentes fueron Isa(A),
msr(C), erm(B), dftE, tet(M), aac(6)-1, ea-
t(A), tet(S) y aac(6’)-1i (Figura 5).

De las muestras con V. parahaemolyti-
cus resistente a antibioticos, el 97,20 %
(n=106) fueron resistentes a ampicilina. Se
evidencio resistencia a fosfomicina, colisti-
na, oxitetraciclina y azitromicina, pero con

A

Enterococcus spp.
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frecuencia muy baja (Figura 4b). El 92,70
% (n=101) de las muestras fueron resisten-
tes a un solo antibidtico y el 7,30 % (n=8)
fue resistente a 2.

Se secuenciaron 53 muestras resis-
tentes y se detectaron 7 GRA; blaCARB-21
(n=33, 62,26%), CARB-20 (n=24, 45,28%),
blaCARB-20 (n=19, 35,85%) y blaCARB
(n=1, 1,89%), asociados a la resistencia a
betalactamicos; tet(34) (n=20, 37,74%) y
tet(35) (n=20, 37,74%), a tetraciclinas; y
CRP (n=15, 28,30%), a macrolidos.
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Figura 4. Resultado del antibiograma (A) y nimero de antibidticos a los que fueron
resistentes (B) las muestras de Enterococcus spp. aisladas de Litopenaeus vannamei.

Fuente: propia de la investigacion.
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El 100,00 % de los CPA (n=33) pre-
sentaron muestras de Enterococcus spp.
resistentes y 78,79 % (n=26) V. parahae-
molyticus resistentes. No se identificd E.
coli ni Salmonella spp.

Discusion y conclusiones

La RAM es uno de los principales
riesgos de salud publica en el mundo y se ha
demostrado que las bacterias resistentes pue-
den propagarse no solo de persona a persona,
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sino también de animales a personas (Verraes
etal.,2013). La acuicultura es de especial in-
terés dado que, usualmente, los antibidticos
son administrados con el alimento a toda la
poblacion (metafilaxis); sin embargo, estos
alimentos medicados podrian ser consumi-
dos principalmente por los peces més gran-
des y sanos, y no necesariamente por los
enfermos. Debido a esto, es dificil controlar
que se consuman dosis exactas, a la vez que
es necesario aplicar dosis mayores a las re-
comendadas (Romero, Feijoo, & Navarrete,

Enterococcus spp.
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Figura 5. Genes de resistencia antimicrobiana encontrados en muestras Enterococcus spp.

(B) aisladas de Oreochromis niloticus.
Fuente: propia de la investigacion.
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2012). Ademas, los antibidticos no son me-
tabolizados totalmente y entre el 70 % y 80
% de ellos son excretados al agua y después
expulsados al sistema de alcantarillas y a
otras fuentes de agua (Food and Agriculture
Organizations of the United Nations, n.d.).
Esto conduce a la acumulacion de antibi6ti-
cos en el medio acudtico, sean piscigranjas o
sedimentos marinos, lo que favorece la selec-
cién de microorganismos resistentes (Hollis
& Ahmed, 2014).

En el presente estudio se evalud la re-
sistencia antimicrobiana en las principales
especies cultivadas en la acuicultura perua-
na. En Piura, solo ¢l 4,44 % de los CPA de
concha de abanico (Argopecten purpuratus)
presentaron de E. coli resistentes a oxitetra-
ciclina, siendo esta la inica bacteria en la que
se encontr6 RAM. En el andlisis genémico,
se puedo identificar tet(B), que explica la
resistencia a tetraciclinas y, adicionalmente,
genes asociados a la resistencia a quinolonas
y betalactdmicos. Solo 2 de los 9 aislados
(22,22 %) de E. coli fueron resistentes, lo
que es comparativamente menor a lo repor-
tado antes, donde el 55,56 % de los aislados
fueron resistentes a cefotaxima, ceftazidima,
cefepima, ciprofloxacina, meropenem o co-
trimoxazol (Alejos, 2017).

Por otro lado, en Puno, el 12,96 % de
los CPA de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) y 88,89 % de los aislados presentaron
Enterococcus spp. resistentes a fosfomicina y
oxitetraciclina. Aunque no se detectd 4Aeromo-
nas spp., en estudio realizado en el afio 2019
en 4 regiones del Pert, se pudieron identificar
los genes de resistencia sull y tetA en el 6,6 %
(2/30) y 3,3 % (1/30) de los aislados, respecti-
vamente (Hurtado, 2019).

Es importante recalcar que en San
Martin y en Tumbes la frecuencia de RAM
fue mayor. En San Martin, el 50,00 % y
36,84 % de los CPA de tilapia (Oreochromis
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niloticus) presentaron muestras de E. coli
y Enterococcus spp. resistentes, respecti-
vamente; lo que, a su vez, correspondia al
47,31 % de aislados de E. coli 'y 89,36 %
de Enterococcus spp. Mientras que en Tum-
bes el 100,00 % y 78,79 % de los CPA de
camaron blanco (Litopenaeus vannamer)
presentaron muestras de Enterococcus spp.
y Vibrio parahaemolyticus resistentes, res-
pectivamente. Los resultados de frecuen-
cia de Vibrio spp. en camar6n blanco fue-
ron similares a lo reportado por Grande FJ.
(2020), quien encontrd que el 76,46 % de
los aislados mostré resistencia a ampicilina,
35,29 % a tetraciclina y oxitetraciclina, 0,84
% a trimetropin/sulfametoxazol y 0,84 % a
enrofloxacina; ademas de encontrar GRA
asociados a la resistencia a tetraciclinas.

En este estudio se pudo detectar GRA
en las 4 especies evaluadas. Estos genes son
importantes ya que ademds de infectar los
peces y otros alimentos de origen marino,
pueden transmitir dicha resistencia a pato-
genos que infectan a los humanos. Un ex-
perimento in vitro demostré que es posible
transmitir genes de resistencia antimicrobia-
na (GRA) de Vibrio cholerae a Vibrio pa-
rahaemolyticus (Serum, 2006). Adicional-
mente, existen varios estudios que apoyan
la existencia de una asociacion entre el de-
sarrollo de RAM en acuicultura y RAM en
humanos. Se ha descrito el mismo perfil de
genes de resistencia antimicrobiana en bac-
terias de peces y aislados clinicos humanos,
y alrededor de la mitad de los GRA identi-
ficados en patdgenos de peces son comunes
a los identificados en patdégenos humanos
(Furushita et al., 2003; Rhodes et al., 2000;
Serum, 2006). En Japon, se encontré que,
los genes que codifican para la resistencia a
la tetraciclina en las bacterias de peces culti-
vados y en aislamientos clinicos tienen una
gran similitud, lo que sugiere que pueden
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tener su origen en la misma fuente. Esta
observacion fue reforzada por experimen-
tos de laboratorio en los que la resistencia
a la tetraciclina de cepas marinas de Pho-
tobacterium, Vibrio, Alteromonas y Pseu-
domonas fueron transferidos a E. coli por
conjugacion, lo que apunta a la viabilidad
de transferir determinantes de resistencia de
bacterias marinas a bacterias asociadas con
los humanos (Furushita et al., 2003).

En conclusion, se pudo identificar que
existe resistencia antimicrobiana en la acui-
cultura peruana, siendo especialmente alta
en los CPA de O. niloticus (San Martin) y L.
vannamei (Tumbes). Es necesario realizar
estudios que permitan establecer los facto-
res asociados a esta situacion y establecer
medidas que prevengan y mitiguen el im-
pacto que podria causar.
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