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RESUMEN

Nuestro pais es el principal productor de esturiones del hemisferio sur y unos de los
diez mayores productores de caviar a nivel mundial. En piscicultura, al igual que en
otras producciones animales, el estrés que implican las condiciones intensivas de
cultivo conlleva al desarrollo de enfermedades, hecho que se ve agravado para el
caso de la cria de esturiones en Uruguay, debido al estrés térmico sufrido por estos
animales de clima frio en los meses calidos de la zona neotropical. El desarrollo de
epizootias por Aeromonas spp. moviles es la principal enfermedad infecciosa que
afecta esta produccion en nuestro pais. Dichos brotes han sido tratados de forma
empirica con diversos antimicrobianos de entre los cuales el florfenicol (FFL) se
destaca por haber resultado efectivo y ser uno de los tres inicos farmacos aprobados
por la FDA. Tomando como hipétesis de trabajo que la no existencia de una
terapéutica adecuada para el tratamiento de estas afecciones era un factor
predisponente al desarrollo de resistencia antimicrobiana y que la temperatura
ambiente jugaba un rol preponderante tanto en la farmacodindmia como en la
farmacocinética de la droga, nos planteamos el objetivo general de establecer el
perfil de resistencia a los antimicrobianos que presentan las bacterias patdgenas que
se aislan de esturiones cultivados en Uruguay y realizar una caracterizacion
farmacocinética/farmacodinamica del empleo de florfenicol en Acipenser
gueldenstaedtii como agente terapéutico frente a Aeromonas spp., teniendo en
cuenta la estacionalidad del cultivo. La determinacion de perfiles de sensibilidad a
distintos antimicrobianos de uso comun en la piscicultura nacional permitié detectar
la existencia de aislamientos fenotipicamente resistentes al FFL, los cuales a su vez
son portadores del gen de resistencia a los anfenicoles floR. A partir de los estudios
farmacodinamicos fue posible comprobar una relacion directa entre la temperatura
de cultivo de los microorganismos en estudio y el efecto inhibidor del crecimiento
del FFL, de manera tal que, a 15°C la concentracion inhibitoria minima (CIM) es de
dos a seis veces menor que a 25° 6 35°C, lo que a su vez se ve reflejado en un
aumento considerable en el didmetro del halo de inhibicion. Por otra parte, a partir
del estudio de la cinética de muerte bacteriana en presencia de FFL fue posible
observar un efecto sinérgico entre el tiempo de exposicion y la temperatura de
cultivo, de modo tal que a temperaturas elevadas (25° a 35°C), el tiempo de
exposicion prolongado (24 a 48 horas) potencia el efecto del farmaco. Convalida la
informacion los datos diferenciales obtenidos en la simulacion de los perfiles y
parametros farmacocinéticos a diferentes temperaturas, vias de administracion y
posologias. La presente tesis plasma los aspectos mas relevantes a la hora de
instaurar la terapéutica con FFL en el control de Aeromonas spp. moéviles en
esturiones rusos en las condiciones que se realiza la piscicultura en Uruguay.



SUMMARY

Uruguay is the main producer of sturgeon in the southern hemisphere and one of the
top ten caviar producers worldwide. In fish farming, as in other animal productions,
the stress implied by the intensive farming conditions, leads to the development of
diseases, a fact that is aggravated in the case of sturgeon’s farming in Uruguay, due
to the thermal stress suffered by these cold weather animals in the warm months of
the neotropical region. The development of epizootics by motile Aeromonas spp. is
the main infectious disease that affects this production in the country. These
outbreaks have been empirically treated with various antimicrobials, among which
florfenicol (FFL) stands out, both for being effective and for being one of the only
three drugs approved by the FDA. Taking as a working hypothesis that the lack of
an adequate therapeutics for the treatment of these conditions was a predisposing
factor to the development of antimicrobial resistance and that temperature played a
preponderant role in both the pharmacodynamics and the pharmacokinetics of the
drug, we propose the general objective of establishing the antimicrobial resistance
profiles of the pathogenic bacteria that are isolated from sturgeons from Uruguay
and carrying out a pharmacokinetic/pharmacodynamic characterization of the use of
FFL in Acipenser gueldenstaedtii as a therapeutic agent against Aeromonas spp.,
taking into account the seasonality also. The determination of sensitivity profiles to
different antimicrobials commonly used the Uruguayan aquaculture allowed us to
detect the existence of isolates phenotypically resistant to FFL, which in turn are
carriers of the floR gene. From the pharmacodynamic studies it was possible to
verify a direct relationship between the culture temperature of the microorganisms
under study and the growth inhibitory effect of the FFL, in such a way that, at 15°C,
the minimum inhibitory concentration (MIC) is two to six times less than at 25° or
35°C, which in turn is reflected in a considerable increase in the zone diameter. On
the other hand, from the study of the kinetics of bacterial kill in presence of FFL it
was possible to observe a synergistic effect between the exposure time and the
culture temperature, such that at high temperatures (25° to 35°C), the time prolonged
exposure (24 to 48 hours) enhances the effect of the drug. The information is
validated by the differential data obtained in the pharmacokinetic profiles and
parameters at different temperatures and routes of administration. This thesis shows
the most relevant aspects when establishing FFL therapy in the control of motile
Aeromonas spp. in Russian sturgeon under the Uruguayan farming conditions.



1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES ESPECIFICOS

El acelerado crecimiento de la poblaciéon mundial durante el ultimo siglo ha exigido
el desarrollo de nuevas tecnologias en la produccion agroindustrial para hacer frente
a la demanda creciente de alimento, tanto para consumo humano como animal. En
ese sentido, la acuicultura ha sido una de las actividades de produccion animal que
se ha expandido notoriamente en las ultimas décadas, superando en ritmo de
crecimiento anual (8%) al resto de las producciones animales. Teniendo en cuenta el
desarrollo del sector y el colapso o sobreexplotacion de muchas de las pesquerias
comerciales a nivel mundial; en la actualidad, casi el 50% de los productos acuaticos
que se consumen a nivel mundial provienen de la acuicultura (FAO, 2016).

Si bien la acuicultura no es la actividad pecuaria mas representativa en Uruguay, la
misma ha sido declarada de interés nacional por la Direccién Nacional de Recursos
Acuaticos (DINARA) en 1996, y a partir del ano 2007 se ha implementado en
nuestro pais, con el apoyo de FAO, un "Plan Nacional para el Desarrollo de la
Acuicultura". El crecimiento de esta actividad en Uruguay se ha evidenciado por la
instalacion de varias pisciculturas a diferentes escalas y en distintas zonas del pais,
lo cual también refleja lo ocurrido a nivel mundial en los Ultimos afios (Uruguay,
2008).

En la actualidad existen varios establecimientos de produccion de peces
ornamentales ubicados principalmente en Montevideo, a diferencia de los
establecimientos de produccion de peces para consumo humano que se localizan en
el interior del pais (Carnevia et al., 2013). De las especies de peces con destino a la
alimentacion humana que se producen en Uruguay, se destaca ampliamente la cria
de esturiones, ya sea por la inversion en infraestructura realizada en cada
emprendimiento, como por los volimenes de produccién manejados. En 2018 se
alcanzaron volumenes de venta de alrededor de 6,5 toneladas de caviar y 73
toneladas de carne que superaron los dos millones de délares (DINARA, 2018).

El cultivo de esturion se autorizd en nuestro pais en el afio 1994, momento a partir
del cual se instala la primera piscicultura en aguas del Rio Negro en el departamento
de Durazno (localidad de Baygorria). En 2001 se logra la primera venta de caviar en
el mercado regional y en 2002 se produce la primera exportacion de caviar uruguayo
a Estados Unidos. A partir de 2009 se instala una segunda empresa en San Gregorio
de Polanco (Tacuarembo) y en el 2011 se instala una tercera empresa en Palmar
(Flores). Las especies que se explotan en nuestro pais son originarias de rios y lagos
de zonas frias de Asia y Europa, el esturion siberiano (Acipenser baerii), el esturion
ruso (Acipenser gueldenstaedtii) y el esturion sterlet (Acipenser schrenckiti).

En la actualidad, los Acipenseriformes se encuentran en la lista roja de la Union
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) bajo la categoria
amenazado. La pesca de captura y el comercio de sus productos esta prohibido por
la Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y



Flora Silvestres (The Convention on International Trade in Endangered Species of
Wild Fauna and Flora, CITES), aceptaindose solamente productos procedentes de
criaderos autorizados (Bronzi ef al., 2019).

Los dos productos obtenidos a partir del cultivo de esturién en nuestro pais son el
caviar y la carne, los cuales se destinan casi en su totalidad a la exportacion. Nuestro
pais es el mayor productor de esturiones del hemisferio sur y el octavo productor
mundial de caviar (Bronzi et al, 2019). Segin el ultimo Boletin Estadistico
Pesquero de DINARA, en el afio 2014 la biomasa de esturiones en produccion
alcanzd6 los 600.250 kg, registrandose un volumen de faena de 190.000 kg de carne y
7.072 kg de caviar (DINARA, 2014; FAO, 2016).

Al igual que en otras producciones animales, en los establecimientos de piscicultura
intensiva suelen ocurrir epizootias por diversos patégenos, dentro de los que se
destacan por su prevalencia e importancia las bacterias Gram negativas (Austin y
Austin, 2007). En nuestro pais, las bacterias aeromonadales moéviles (Aeromonas
spp.) representan el grupo de patdgenos que ha generado mdas problemas en el
cultivo de esturidon y otras pisciculturas, habiéndose diagnosticado epizootias con
elevadas mortandades que han puesto en peligro la rentabilidad de zafras completas,
ademas de representar un potencial problema de salud para los operarios de las
piscigranjas debido al potencial zoondtico de estos microorganismos (Perretta et al.,
2007; Letamendia et al., 2009).

Ante estos eventos y debido a la carencia de medidas profilacticas, los productores
han recurrido al empleo de antimicrobianos, obteniendo resultados terapéuticos
variables, debido, entre otras causas, al desconocimiento de la posologia y a una
escasa informacion con sustento farmacoldgico aplicado al cultivo de esturiones
(carencia de estudios farmacocinéticos y farmacodindmicos integrados). Esto
conduce a la necesidad de profundizar el conocimiento de la terapéutica racional de
los antimicrobianos en estos peces, considerando a su vez el riesgo de desarrollo de
resistencia antimicrobiana, como un aspecto relevante a investigar para la Salud
Animal y Publica.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la piscicultura mundial la administraciéon masiva de antimicrobianos para la
prevencion y el tratamiento de diversas enfermedades bacterianas se ha asociado al
desarrollo de resistencia antimicrobiana en varias especies de microorganismos
(Cabello et al., 2013). Las bacterias aeromonadales moéviles representan uno de los
principales problemas infecciosos para la piscicultura mundial de agua dulce.
Debido al escaso desarrollo de medidas preventivas para las epizootias ocasionadas
por este grupo de bacterias, historicamente se ha empleado el uso de
antimicrobianos asociados al alimento (raciones medicadas); ya sea con una
finalidad preventiva o como un tratamiento especifico de infecciones
desencadenadas (Austin y Austin, 2007). En nuestro pais se reporta un elevado
porcentaje de resistencia antimicrobiana en las cepas de aeromonadales moviles
aisladas de organismos acuaticos de cultivo. Teniendo en cuenta que el 82,3% de los
aislamientos nacionales de Aeromonas spp. son resistentes a tres o mas
antimicrobianos, es de esperar que los mismos provengan de ambientes con presion
de seleccion por antimicrobianos (Perretta et al., 2019).

La farmacodinamia de un antimicrobiano, en términos de efecto farmacolégico, se
puede evaluar determinando la minima concentracion efectiva requerida para inhibir
el crecimiento bacteriano (CMI [efecto especifico]), mientras que para la
farmacocinética determinamos el estudio de los parametros del proceso
farmacocinético (C,..x [Concentraciéon maxima alcanzada], ABC [4rea bajo la curva
concentracion en funcion del tiempo], entre otros). La caracterizacion de ambas,
desencadenan el estudio de modelos farmacocinéticos y farmacodinamicos (PK/PD),
los cuales permiten predecir e interpretar la evolucion temporal de las
concentraciones (in vivo) y el impacto de dichas concentraciones a nivel
bacteriologico (CMI in vitro). El andlisis integrado de los indices PK/PD que surgen
de la interrelacion de las concentraciones tisulares en funcion del tiempo y la CMI
en los diferentes tejidos (Cn./CMI; ABC/CMI y T>CMI [tiempo en que la
concentracion se mantiene por encima de la CMI]), proporciona elementos para una
mejor interpretacion de los potenciales fendémenos de distribucion tisular, eficacia y
resistencia antimicrobiana a un farmaco en particular (Ahmad et al., 2016; Mouton
et al., 2005).

En gran parte de las especies de peces cultivadas, existe desconocimiento de la
farmacocinética y farmacodinamia de las diferentes formas farmacéuticas
disponibles de antimicrobianos, siendo muchas de ellas utilizadas off-label sin una
indicacion para uso en peces (Smith ef al., 2008). Esto ha conducido al empleo de
forma irresponsable, fuera de rdtulo y sin una base de diagndstico previo. A lo que
se le suma la carencia de la industria de la piscicultura de contar con una amplia
gama de productos aprobados para un importante numero de especies y
enfermedades en piscicultura (FAO, 2016).

Teniendo en cuenta esto, la FDA, autoriza el uso en acuicultura tnicamente a los
antimicrobianos Dihidrato de Oxitetraciclina (uso en el alimento o por aplicaciéon en
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inmersion), Florfenicol (uso en alimento) y Sulfadimetoxine/Ormetoprim (uso en
alimento). Hasta el momento la aplicacion de los antimicrobianos que realizan los
piscicultores en nuestro pais, se ha basado en el conocimiento empirico y en la
disponibilidad/accesibilidad de productos veterinarios comerciales registrados en el
Uruguay o en la region.

A partir del afio 2015 los productos derivados de la acuicultura nacional integran el
"Programa Nacional de Residuos Bioldgicos" del Ministerio de Ganaderia,
Agricultura y Pesca, segun resoluciones N° 076/2015 y 077/2015 de la Direccion
Nacional de Recursos Acudticos (DINARA); esto implica que todos los
establecimientos de acuicultura habilitados deben declarar los especificos
zooterapicos que emplean, especificando nombre comercial, principio activo,
volumen utilizado y circunstancias de empleo, asi como también mantener la
trazabilidad indicando el niimero de registro del especifico en el Departamento de
Laboratorios Veterinarios "Miguel C. Rubino" (DILAVE).

Teniendo en cuenta la factibilidad de disponer de formulaciones registradas en
Uruguay, sumado al sustento técnico que aportan los estudios de resistencia
antimicrobiana realizados sobre las cepas bacterianas aisladas en los ultimos 10 afios
en la acuicultura nacional (Carnevia ef al., 2013; Perretta et al., 2019) y en base a la
complementariedad de las recomendaciones internacionales, se detectd que el
empleo de la familia de los anfenicoles podria presentar un potencial beneficio como
herramienta terapéutica para esta rama de la produccion animal.

Florfenicol (FFL) es la principal molécula representante de la familia de los
anfenicoles. Se destaca como principales acciones el efecto antimicrobiano
bacteriostatico y un amplio espectro sobre mircoorganismos Gram-positivos y
Gram-negativos. A pesar de pertenecer a la misma familia y poseer un rango de
actividad similar al del cloranfenicol, FFL presenta como ventaja el carecer de
riesgo de inducir anemia por aplasia medular en el hombre y una mayor actividad
frente a cepas resistentes al cloranfenicol. En la actualidad, se encuentra disponible
en diversos paises para su administracion oral en piscicultura (Florfenicol 50%,
Aqua-Flor®, MSD, México), siendo este a su vez uno de los antibidticos de amplio
espectro aceptados por EMA y FDA para uso en piscicultura.

La dosis recomendada para administracion oral es de 10 mg/kg de peso vivo/dia
durante 10 dias (FDA, 2008). La biodisponibilidad a la dosis oral de 10 mg/kg a una
temperatura de 10°C alcanza el 96,5%, con una vida media de 12,2 horas en el
salmén (Martinsen et al., 1993). En truchas el tiempo medio de residencia es de 21
horas alcanzando una C,.x de 3,23 pg/ml (Pinault, 1997). Sugiriendo que para
mantener concentraciones efectivas para los principales patdogenos en peces,
incrementos de dosis de 20-30 mg/kg cada 24 horas serian las indicaciones
recomendadas.

Si bien la informacion que existe al respecto en Acipenseriformes es escasa, Wang et
al. (2012) reportaron que con la administracion de 15 mg/kg (incremento del 50% de
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la dosis sugerida) por via oral a 22°C, la vida media se alcanza a las 31,2 horas, con
valores de Cn. y Volumen de distribucion de 3,4 pg/ml y de 3,2 L/kg,
respectivamente. Una dosis similar de 15 mg/kg por via oral durante 12 dias, fue
también sugerida para ser utilizada en cultivos de Tilapia (Gaikowski ef al., 2010).
Lo que indica claramente, que existen importantes diferencias de acuerdo a la
especie, temperatura del cultivo y posologia empleada en la terapéutica del FFL en
piscicultura.



3. HIPOTESIS

Existen aislamientos resistentes a los antimicrobianos de uso comun en piscicultura
entre las bacterias patogenas que afectan a los esturiones que se cultivan en Uruguay

Los parametros farmacodindmicos del florfenicol en Aeromonas spp. son afectados
por la temperatura de cultivo y la accion de proteinas codificadas en genes de
resistencia especificos

Los parametros farmacocinéticos del florfenicol en Acipenser gueldenstaedtii son
afectados por la via de administracion y la temperatura de cultivo.

4. OBJETIVOS GENERAL

Establecer el perfil de resistencia a los antimicrobianos que presentan las bacterias
patogenas que se aislan de esturiones cultivados en Uruguay y realizar una
caracterizacion farmacocinética/farmacodindmica del empleo de florfenicol en
Acipenser gueldenstaedtii como agente terapéutico frente a Aeromonas spp.,
teniendo en cuenta la estacionalidad del cultivo.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1.1. Establecer el perfil de resistencia a los antimicrobianos de uso comun en
piscicultura en un numero representativo de aislamientos de los principales
patdgenos que afectan a los esturiones cultivados en Uruguay.

4.1.2. Identificar los mecanismos genéticos de resistencia al FFL que poseen los
aislamientos de Aeromonas spp. que se obtienen de esturiones cultivados en
Uruguay.

4.1.3. Establecer la concentracién inhibitoria minima (CIM) y la concentracion
bactericida minima (CBM) de FFL en aislamientos de Aeromonas spp. sensibles y
resistentes al farmaco y determinar el efecto de la temperatura de cultivo sobre las
mismas.

4.1.4. Determinar el efecto del FFL y la temperatura de cultivo sobre la cinética de
crecimiento bacteriano en Aeromonas spp. sensibles y resistentes al farmaco.

4.1.5. Desarrollar y validar la metodologia analitica para la deteccion y
cuantificacion de FFL en suero de Acipenser gueldenstaedtii por cromatografia
liquida de alta performance (HPLC).

4.1.6. Caracterizar la farmacocinética del FFL en Acipenser gueldenstaedtii y
determinar el efecto que tiene la temperatura ambiente, la dosis y la via de
administracion sobre los principales parametros farmacologicos.



4.1.7. Establecer los parametros del modelo PK/PD del FFL en Acipenser
gueldenstaedtii a diferentes vias de administracion y temperaturas de cultivo.



5. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion se abord6 en cuatro etapas sucesivas, de modo tal que la
informacion generada en una etapa sirvid de antecedente y sustento para la ejecucion
de la experiencia siguiente.

En la primera etapa se evalu¢ la necesidad de ajustar los modelos terapéuticos que
se estdn empleando en la piscicultura nacional a partir de la determinacion de
perfiles de sensibilidad a los antimicrobianos en bacterias patogenas aisladas de
esturiones de cultivo, suponiendo que los esquemas terapéuticos inadecuados
podrian estar favoreciendo el desarrollo de resistencia a los antimicrobianos. Para
ello se realiz6 antibiograma en 59 aislamientos, obtenidos entre 2010 y 2020, de los
dos principales grupos de bacterias patdgenas que afectan estos peces en nuestro
pais (Aeromonas spp. y Streptococcus dysgalactiae subespecie equisimilis).

Tomando como modelo de trabajo a las especies del género Aeromonas y al
antimicrobiano florfenicol, en una segunda etapa de trabajo se realizaron estudios
in silico e in vitro para determinar tanto la presencia/ausencia de genes de resistencia
al FFL como los principales pardmetros farmacodindmicos de este farmaco en este
grupo bacteriano, teniendo en cuenta la influencia de la temperatura de cultivo y la
resistencia al FFL.

La tercera etapa consistio en la realizacion de estudios in vivo con esturiones de
produccion en las instalaciones de la piscigranja Black River Caviar. A los animales
se les administré6 FFL por via intravenosa, intraperitoneal y oral para determinar la
farmacocinética de la droga mediante cuantificacion de la droga en suero obtenido a
partir de sangrados seriados entre las 0 y 96 horas del tratamiento a dosis Unica. Esta
experiencia se implemento por duplicado, en invierno y verano, para determinar los
efectos de la temperatura ambiente sobre la cinética del farmaco.

Por ultimo, en la cuarta etapa, se confeccion6 un modelo informatico integrando

los datos farmacodindmicos y farmacocinéticos para la estimacion del esquema
terapéutico ideal para el control de Aeromonas spp. en Acipenser gueldenstaedtii.
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6. CAPITULO 1

Perfil de resistencia a los antimicrobianos en bacterias patogenas
aisladas de esturiones cultivados en Uruguay

Este capitulo de sustenta en las siguientes publicaciones:
- Perretta, A.; Antunez, K. y Zunino, P. 2019. Resistencia a los antimicrobianos en bacterias
acromonadales moviles aisladas de peces cultivados en Uruguay. Veterinaria (Montevideo). 55:4-8.

- Perretta, A.; Quartiani, N. y Suarez, G. 2020. Antimicrobial resistance profiles in pathogenic
bacteria isolated from sturgeons cultured in Uruguay. Bulletin of the European Association of Fish
Pathologist, sometido en Diciembre 2020.

Hipotesis
Existen aislamientos resistentes a los antimicrobianos de uso comun en piscicultura
entre las bacterias patogenas que afectan a los esturiones que se cultivan en Uruguay

Objetivo

Caracterizar los perfiles de resistencia a los antimicrobianos de un nimero
representativo de aislamientos de Aeromonas spp. Streptococcus dysgalactiae subsp.
equisimils (SDSE) obtenidos entre los afios 2010 y 2020 muestreos de esturiones de
la acuicultura uruguaya

Materiales y Métodos

Se emplearon un total de 40 aislamientos de Aeromonas spp. (4. allosaccharophila
2.5%, A. bestiarium 2.5%, A. caviae 2.5%, A. hydrophila 67.5%, A. punctata 10% y
A. veronii 15%) y 19 aislamientos de SDSE. Los mismos se obtuvieron entre 2010 y
2020 de organos internos (principalmente cerebro y rifion anterior) de esturiones
enfermos o asintomaticos del género Acipenser (Acipenser baerii, Acipenser
gueldenstaedtii y Acipenser schrenkii) cultivados en Uruguay. Después de una
identificacion fenotipica primaria empleando los kits API 20NE® y API 20Strep®
(BioMerieux), los aislamientos de Aeromonas spp. y de SDSE se identificaron
genéticamente mediante secuenciacion y BLAST de los genes gyrB (Yaiez et al.,
2003) y ARNr 16S (Yang y Li, 2009) respectivamente. Se determiné la sensibilidad
a los antimicrobianos ampicilina (AMP, 10 pg), enrofloxacina (ENO, 30 pg),
eritromicina (ER, 15 pg), florfenicol (FL, 30 pg), oxitetraciclina (OT, 30 pg) y
sulfametoxazol-trimetoprima (SXT 19: 1) por el método de difusion en disco,
siguiendo el manual VETO03/VET04-S2 del Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2014). Los criterios de sensibilidad para Aeromonas se tomaron del
manual CLSI M45 (CLSI, 2015a) y para SDSE, del manual CLSI M100-S25 (CLSI,
2015b). Las cepas tipo Aeromonas hydrophila ATCC 7966, Aeromonas
salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658" y Escherichia coli ATCC 25922% se
utilizaron como control de calidad en todos los ensayos.

Complementariamente se determiné el indice de multirresistencia (MAR), calculado
como la relacion entre el nimero de antimicrobianos a los que un aislamiento es
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susceptible y el nimero de antimicrobianos evaluados para el aislamiento. Valores
del indice MAR mayores o iguales a 0,2 son indicativos de aislamientos con un alto
riesgo de proceder de ambientes donde se hace uso habitual de antimicrobianos
(Krumperman, 1983).

La significancia de las diferencias entre los perfiles de susceptibilidad y entre los
indices MAR se estableci6 mediante un Test de Chi-cuadrado con un nivel de
confianza del 95%. El célculo de odds ratio se estableci6 entre la razén de
probabilidad de ocurrencia de cepas susceptibles/resistentes entre Aderomonas spp. y
SDSE. Los andlisis estadisticos se realizaron con el software R version 4.0.3
(RStudio Inc.).

Resultados
El porcentaje de aislamientos que son genéricamente resistentes o susceptibles a los
antimicrobianos utilizados en este estudio se enumeran en la tabla 1.

Tabla 1: Porcentaje de aislamientos de Aeromonas spp. y Streptococcus dysgalactiae subespecie equisimilis
(SDSE) obtenidos de esturiones cultivados en Uruguay y que son genéricamente susceptibles y resistentes a los
antimicrobianos

Perfiles de susceptibilidad 0dds Ratio Perfiles
Aeromonas
SDSE 959
N spp. N=110’ p-valor’ OR’ I Cf) p-valor
N=141'
Perfiles 251 0.007
Resistente 28 (19%) 36 (33%)
Susceptible 113 (81%) 74 (67%)
Aislamientos
Aeromonas spp. o o
SDSE 0,28:
<
0,47 0.80 0.005

"Estadistico presentado: numero de halos de inhibicién (%)
“Tests estadistico realizado: test de independencia Chi-cuadrado
YOR = Odds Ratio, IC=intervalo de confianza

El nimero de aislamientos de SDSE resistentes (33%) es comparativamente mas
alto que el de Aeromonas spp. (19%) (p=0,007). Teniendo en cuenta que la
probabilidad de ocurrencia de un aislamiento de Aeromonas spp. es 47% menor a la
de probabilidad de ocurrencia de un aislamiento de SDSE (p=0,005), es de esperar
que la probabilidad de ocurrencia de resistencia en SDSE sea aproximadamente del
doble de la probabilidad de encontrar resistencia en A4eromonas spp.

Ninguno de los antimicrobianos utilizados fue completamente eficaz frente a todos
los aislamientos de Aeromonas evaluados, destacandose que enrofloxacina fue el
mas efectivo (89%) y florfenicol el menos efectivo (73%) contra estas bacterias
(tabla 2).

Table 2: Perfiles de resistencia a los antimicrobianos en Aeromonas spp. aisladas de esturiones de cultivo

Perfiles de susceptibilidad en Aeromonas spp.
ENO, N=36' FL, N=33' OT, N=37' SXT, N=35'

N

Perfiles 141
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Resistente 4 (11%) 9 (27%) 8 (22%) 7 (20%)
Susceptible 32 (89%) 24 (73%) 29 (78%) 28 (80%)
!Estadistico presentado: numero de halos de inhibicion (%)
ENO: enrofloxacina, FL: florfenicol, OT: oxitetraciclina y SXT: sulfametoxazole-trimetoprim.

A su vez, todos los aislados de SDSE fueron susceptibles a enrofloxacina y
sulfametoxazole-trimetoprim, mientras que ampicilina y oxitetraciclina fueron los
antimicrobianos menos efectivos frente a este microorganismo (68% de aislamientos
resistentes) (tabla 3).

Table 3: Perfiles de resistencia a los antimicrobianos en Streptococcus dysgalactiae subspecies dysgalactiae
aislados de esturiones de cultivo

Perfiles de susceptibilidad en SDSE

N AMP, ENO, ER, FL, OT, SXT,
N=19’ N=19’ N=19/ N=15' N=19/ N=19/
Perfiles 110
Resistente 13 (68%) 0 (0%) 5(26%) 5 (33%) 13 (68%) 0 (0%)
Susceptible 6 (32%) 19 (100%) 14 (74%) 10 (77%) 6 (32%) 19 (100%)

!Estadistico presentado: numero de halos de inhibicion (%)
AMP: ampicilina, ENO: enrofloxacina, ER: eritromicina, FL: florfenicol, OT: oxitetraciclina and SXT:
sulfametoxazole-trimetoprim.

El porcentaje de aislamientos de SDSE multirresistentes fue 1,76 veces mayor que el
de Aeromonas spp. (p <0,001) y la probabilidad de encontrar un aislamiento de
SDSE multirresistente fue 4,85 veces mayor que la de encontrar uno de Aeromonas
spp. (p <0,001) (tabla 4). Los valores de control de calidad estuvieron dentro del
rango apropiado para CLSI.

Table 4. Indices de multirresistencia a los antimicrobianos (MAR) en aislamientos de Aeromonas spp. y
Streptococcus dysgalactiae subespecie equisimilis (SDSE) obtenidos de esturiones de cultivo

Aislamientos multirresistentes

Odds Ratio MAR
(MAR>0.2) § fatto
Aeromonas spp., SDSE, p-valor’ 5 95%
R -val
N=40/ N=19/ 0 ic; Pveer
MAR 59 18 (45%) 15(79%)  <0.001
Aislamientos
Aeromonas spp. o o
SDSE 2.91
4.85 ’ <0.001
8.35

!Estadistico presentado: nimero de aislamientos multirresistentes (% del total)
?Test estadistico realizado: test de independencia Chi-cuadrado
3 OR = Odds Ratio, 1C = intervalo de confianza

Discusion

El desarrollo acelerado que ha tenido el cultivo de esturiones en los ultimos afios no
ha sido acompafiado por la generacion de conocimiento en algunas éareas clave, tales
como la terapéutica. En este sentido, y a pesar de que las enfermedades infecciosas
han sido reconocidas como la principal limitacion para el desarrollo de esta industria
(Mugetti et al., 2020), se destaca la escasez de informacidon sobre terapia
antimicrobiana y resistencia bacteriana.

Segun nuestros hallazgos, entre el 20% y el 30% de las bacterias aisladas de
esturiones de cultivo son resistentes a algun antimicrobiano, lo que no solo afecta la
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efectividad de los tratamientos metafilacticos, incluso podria impactar el
microbioma natural del medio ambiente, tanto en el entorno como a distancia de la
piscigranja (Cabello et al., 2013).

El impacto ambiental del uso de antimicrobianos en esta produccion acudtica se
podria apreciar también en el elevado nimero de aislamientos multirresistentes
encontrados (45-79%), ya que un aislamiento multirresistente es aquel que proviene
de ambientes con uso habitual de antimicrobianos. La misma situacion podria estar
ocurriendo con el microbioma en sedimentos, columna de agua y/o en organismos
vivos que ocupen el mismo cuerpo de agua, ya que todos estarian sujetos a la misma
presion de seleccion. En este sentido, cabe sefialar que la transferencia horizontal de
genes entre microorganismos en el medio acuatico es extremadamente habitual e
incluye algunos mecanismos muy dispersivos, tales como el transporte de ADN
desnudo por corrientes de agua (Domingues et al., 2012).

En relacion a esto, y destacando la importancia de este tema para la salud, Reverter
et al. (2020) encontraron recientemente una fuerte correlacion entre los indices
MAR de la acuicultura y los indices MAR de aislamientos clinicos de humanos, lo
que sugiere que el consumo de antimicrobianos por parte de los seres humanos, el
ganado y la acuicultura contribuye a un pool comin de resistencia a los
antimicrobianos.

La estreptococosis es una enfermedad emergente en la acuicultura con una alta
mortalidad de animales susceptibles (> 50%) causada por un grupo de bacterias
zoonoticas (Osman et al., 2017). Si bien las principales especies descritas como
patdgenos de peces son Streptococcus iniae 'y Streptococcus agalactiae (Shoemaker
et al, 2017), la importancia de SDSE ha aumentando en las tltimas décadas tanto
para mamiferos como para peces (Abdelsalam ef al., 2013), incluidos los esturiones
(Yang y Li, 2009; Salogni et al., 2010).

A pesar de esto, casi no hay informacion sobre la susceptibilidad antimicrobiana de
los aislamientos de SDSE obtenidos de peces. En dos reportes provenientes de
criaderos de esturiones de China e Italia, Yang y Li (2009) y Salogni et al. (2010),
encontraron aislamientos de SDSE sensibles a anfenicoles, cefalosporinas,
penicilinas, quinolonas y sulfametoxazol-trimetoprim y resistentes a
aminoglucosidos y tetraciclinas. Estos perfiles de resistencia, en parte de acuerdo
con nuestros hallazgos, son similares a los encontrados en aislamientos de SDSE
obtenidos de pacientes humanos de Japon y Taiwan (Ikebene et al., 2007; Liu et al.,
2007).

La septicemia de Aeromonas moviles es una de las enfermedades infecciosas mas
comunes en los esturiones (Santi et al, 2018). Este grupo bacteriano, también
zoondtico y altamente asociado al agua, ha sido severamente afectado en las tltimas
decadas debido a la presencia de antimicrobianos en aguas residuales y de la
acuicultura (Janda y Abbott, 2010). Varios genes de resistencia clinicamente
relevantes tienen su origen en bacterias acudticas [p.ej. gnrd, gnrB, gnrS, aac[6 ']-
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1b-cr, mef (C), mef (G), tet (G)], destacando que, el gen emergente floR,
ampliamente diseminado en patdogenos humanos (Santos y Ramos, 2018 ), ha sido
hallado por nosotros en algunos de los aislamientos de Aeromonas spp. utilizados en
este estudio (datos no publicados).

Si bien los reportes de sensibilidad a los antimicrobianos son mas abundantes para
Aeromonas aisladas de esturiones que los correspondientes a SDSE, en la
informacion existente no se aprecia un patrén de resistencia claro, compartido por
diferentes granjas, aunque la resistencia a penicilinas y tetraciclinas y la sensibilidad
a anfenicoles, cefalosporinas y quinolonas parecen ser una constante entre varios
autores (Meng et al., 2011; Xiao et al., 2015; Ture et al., 2018; Ranjbar et al., 2019).

Teniendo en cuenta que tanto el florfenicol como el sulfametoxazol-trimetoprim son
antimicrobianos aprobados por la FDA para su uso en acuicultura, y que, segin
nuestros resultados, tienen una eficacia de entre el 73% y el 100% frente a los
principales patdgenos del esturion, su uso podria ser recomendado, aunque cabe
seflalar que la falta de estudios farmacométricos en esturiones imposibilita
determinar la efectividad de estas terapias.

Es importante resaltar que la necesidad del uso de antimicrobianos en la acuicultura
debe ir acompanada de estudios tanto farmacoldgicos como ambientales, de manera
tal que permitan minimizar los efectos nocivos del uso de los mismos tanto para la
industria como para la salud.
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7. CAPITULO II:

Bases genéticas de la resistencia al florfenicol en Aeromonas spp.
aisladas de peces cultivados en Uruguay

Este capitulo de sustenta en las siguiente publicacion:

- Perretta, A.; Mestorino, N. y Sudrez, G. 2020. floR mediated florfenicol resistance in motile
Aeromonas and its effect on the zone diameter cut off value. Journal of Applied Microbiology,
sometido en Diciembre 2020.

Hipotesis

La resistencia fenotipica al florfenicol que presentan algunos aislamientos de
Aeromonas spp. provenientes de peces cultivados en Uruguay, es debida a que
pueden evadir la acciéon del farmaco mediante proteinas especificas que son
codificadas en su genoma, a diferencia de lo que ocurre con los aislamientos
fenotipicamente susceptibles.

Objetivos

Determinar la presencia/ausencia del gen floR en aislamientos de Aeromonas spp.
fenotipicamente sensibles y resistentes al florfenicol obtenidos de peces cultivados
en Uruguay y su relacion con el diametro de halo de inhibicion.

Materiales y Métodos

Origen de los aislamientos

Se emplearon un total de 33 aislamientos de Aeromonas spp. obtenidos de peces
cultivados en Uruguay, previamente identificados y caracterizados (Perretta et al.,
2018) (A. allosaccharophila 2.5%, A. bestiarium 2.5%, A. caviae 2.5%, A.
hydrophila 67.5%, A. punctata 10% y A. veronii 15%).

Analisis moleculares

Se extrajo ADN de todos los aislamientos analizados mediante el empleo del kit
DNEasy Blood and Tissue® de Qiagen seglin especificaciones del fabricante y se
amplifico el gen 16S ARNr de cada extraccidon para corroborar el procedimiento y
poner a punto la técnica. La presencia/ausencia del gen de resistencia al florfenicol,
floR, se determind por PCR en todos los aislamientos mediante el empleo de dos
juegos de primers en reacciones independientes con el fin de asegurar la cobertura
ya que se emplean dos familias bacterianas diferentes. Entonces, de acuerdo con
Gordon et al. (2008) se  utiliz6 el juego de primers: floR1 (5'-
CCCGCTATGATCCAACTCAC-3 " y floR2 (5'-
ACCCACATCGGTAGGATGAA-3")  desarrollados  para  miembros  de
Aeromonadaceae (803 pb del tamano esperado de amplicon) y FLO1 (5'-
AATCACGGTGCCACGCT -3 ") y FLO2 (5'- CGCCGTCATTCTTCACCTTC-3")
desarrollado por Bolton ef al. (1999) para miembros de Enterobacteriaceae (215 pb).
Se considerd un aislamiento como no portador del gen floR cuando se obtuvieron
resultados negativos en tres PCR independientes (electroforesis en gel de agarosa al
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1%, tefiido con Gelred®). Las dos hebras de cada amplicon obtenido fueron
secuenciadas por Macrogen ™. La edicion y el ensamblaje se realizaron utilizando
el software MegaX (Stecher et al., 2020) y la identidad de cada secuencia consenso
se determiné mediante BLASTp".

Perfil de susceptibilidad al florfenicol

Se determind el perfil de susceptibilidad al florfenicol para cada uno de los
aislamientos de campo y cepas tipo mediante el método de difusion en placa segiin
protocolo del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014) empleando
una temperatura de cultivo de 25°C. Las cepas tipo Aeromonas hydrophila ATCC
7966, Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658 y Escherichia
coli ATCC 25922%, se emplearon como control de calidad de las técnicas de
laboratorio y control negativo en las técnicas moleculares.

Con los datos obtenidos se calculd el punto de corte wild type (COwt) para esta
poblacion bacteriana por el método de Interpretacion Normalizada de la Resistencia
(NRI) (Kronvall ef al., 2003) mediante el empleo del software Automatic NRI-disc
diffusion_V0IpB.xlsm. El NRI calcula el COwt basandose en el hecho de que el
histograma de didmetros de halos de inhibicidn, para cualquier poblaciéon normal y
susceptible, de cualquier especie bacteriana, no se ve afectado por la presencia de
bacterias resistentes dentro del mismo histograma.

Resultados

A partir de la amplificacion del gen 16S ARNr se puso a punto la PCR para las 36
extracciones de ADN realizadas. El gen floR fue detectado Unicamente en los
aislamientos de Aeromonas hydrophila H8 (nimero de acceso: MF629149) y H9

(MF629148) y el aislamiento de Aeromonas veronii V3 (MF629678).

El aislamiento H8 se obtuvo de Poecilia reticulata (guppy), H9 se aislo de
Acipenser gueldenstaedtii (esturion ruso) y V3 fue aislado de Acipenser baerii
(esturion siberiano).

En la figura 1 se muestra una corrida electroforética donde se aprecian los
amplicones obtenidos a partir del empleo de los primers descritos por Gordon et al.
(2008) para Aeromonadacea.

Figura 1: Corrida electroforética en la que se aprecian los

amplicones obtenidos de la PCR con primers especificos para el

gen floR en aislamientos de Aeromonas hydrophila (H8 — H9) y 17
A. veronii (V3) (agarosa al 1%).



Las secuencias obtenidas a partir de estos amplicones (724 nucleo6tidos) coincidieron
en un 100% con otras secuencias del gen floR depositadas en el GenBank. Los
nimeros de acceso para las secuencias generadas a partir de este estudio son:
MT375487 para el aislamiento H8, MT375488 para H9 y MT375489 para V3. Las
secuencias de floR de H8 y H9 son idénticas entre si y difieren en un unico
nucledtido cuando se comparan con la secuencia de V3 (sustitucion de A por G en la
posicion 545), lo que implicaria la sustitucion del aminiacido Ala por Gly en la
proteina transcripta.

En la tabla 1 se presentan los resultados del andlisis de susceptibilidad al florfenicol
realizado sobre los aislamientos analizados.

Tabla 1: Perfiles de sensibilidad al florfenicol en aislamientos de Aeromonas spp. que poseen (H8, H9y V3) y
carecen del gen floR (Sensibles y cepas tipo)

DH (mm)
Alslamientos floR Media + de Moda; rango
Aeromonas spp. No 31,0+3,8 30; 23-39
H8-H9-V3 Si 8,6 0,8 8; 8-10
A. hydrophila ATCC 7966" No 30,3+ 0,6 30; 30-31
A. s. salmonicida ATCC 33658" No 29,7+0,6 30; 29-30
E. coli ATCC 25922% No 24,0+ 1,7 23;23-26

DH: diametro de halo de inhibicion
de: desvio estandar

El punto de corte calculado por el método NRI es: COwt > 29 mm. En dicho célculo
se incluyeron todos los aislamientos de campo (incluidos los floR") y se exceptuaron
las cepas tipo (n=82 halos de inhibicién). En la figura 2 se muestran los histogramas
de frecuencias para la poblaciéon de datos con (a) y sin (b) la inclusion de los
aislamientos resistentes, notese como el %NRI no se ve afectado. La media de la
distribuciéon NRI es de 35,5 + 2,5 mm (didmetro de halo de inhibicién + desvio
estandar).

18



Frecuencia (%)

g Hnn nnnH ””H””””n

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64

Frecuencia (%)

§ LSt

[ 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64
Didmetre de halo (mm)

[ 1 % Observacion % NRI

Figura 2: Histogramas donde se presentan frecuencias de didmetros de halos de inhibicion de florfenicol
en aislamientos de Aeromonas spp. obtenidos de peces cultivados en Uruguay. a: poblacion de
aislamientos sensibles y resistentes, b: unicamente aislamientos sensibles (NRI: interpretacion normalizada
de la resistencia).

Discusion

A partir del analisis de aislamientos de Aeromonas spp. obtenidos de varias especies
de peces ornamentales y de consumo cultivados en Uruguay, el gen floR fue
detectado en el 9,1% (3/33) de los casos. Si bien este valor puede considerarse bajo,
el hallazgo debe tenerse en consideracion teniendo en cuenta el escaso desarrollo
que posee la acuicultura en Uruguay. En este sentido Verner-Jeffrey et al. (2009)
encuentran un valor similar [13% (3/23)] en Aeromonas spp. aisladas de peces
ornamentales de varios paises y Silva et al. (2018) encuentran un 58,3% de
aislamientos de Aeromonas spp. floR" en peces cultivados en Brasil, alertando de la
presion de seleccion a la que esta sometidos estos microorganismos y el riesgo de
pérdida del florfenicol como herramienta terapéutica.

El gen floR se considera emergente y ampliamente diseminado entre bacterias
patdégenas de humanos y animales (Cabello er al, 2013). Las Aeromonas de
Uruguay que poseen este gen (H8, H9 y V3), son a su vez multirresistentes
(amoxicilina - 4cido clavulanico, eritromicina, oxitetraciclina, florfenicol,
sulfametoxazole-trimetropim) lo que podria estar indicando la adquisicion del
mismo a través de transferencia horizontal, dado que floR suele formar parte de
plasmidos de multirresistencia, tal como pABSS9 [floR/sul2/strA-strB/tetR-tet(Y)]
hallado en Aeromonas bestiarium resistente a anfenicoles, estreptomicina,
tetraciclinas y sulfonamidas (Gordon et al., 2008). Varios pldsmidos portadores de
floR han sido hallados en varias partes del mundo, sobre todo en bacterias patogenas
de animales (da Silva et al., 2017), aunque también esta descrita la integracion de
este gen en el cromosoma (Schwarz et al., 2004).
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Si bien floR ha sido identificado previamente en aislamientos de Aeromonas
hydrophila obtenidos de guppies (Verner-Jeffrey et al., 2009), los estudios que se
han realizado hasta el momento en esturiones de cultivo han dado resultados
negativos para la presencia de este gen (Michel et al., 2005), por lo que este seria el
primer registro de floR en esta piscicultura, hecho que es llamativo dado el
desarrollo que ha tenido la acuicultura de estas especies en los ultimos afios (Bronzi
et al., 2019) y el uso extensivo de florfenicol que se hace en la acuicultura mundial
(Miranda y Rojas, 2007).

Basados en que el COwt hallado en nuestra investigacion es >29 mm, podemos decir
que el 68,3% de las Aeromonas spp. aisladas de peces cultivados en Uruguay poseen
un fenotipo de susceptibilidad wild type para el florfenicol, mientras que, el 10,1%
de los aislamientos con fenotipo non wild-type (NWT) son floR". Los restantes
aislamientos NWT (21,6%) poseen un rango de didmetros de halo de inhibicién que
van de los 23 a los 28 mm. Ferndndez-Alarcon et al. (2010) encuentran que
unicamente el 21,6% de bacterias resistentes al FFL aisladas de la acuicultura
chilena poseen el gen floR, adjudicando la resistencia en el resto de las bacterias a la
existencia de bombas de eflujo inespecificas.

Existe una enorme discrepancia en los valores de CO,, reportados por distintos
investigadores, por lo que las generalizaciones no son posibles. Al respecto, Smith,
P. (2006) encuentra un rango de diferencias de hasta 17 mm en los valores de CO,
de FFL en bacterias patogenas de peces, analizando datos procedentes de 18 paises.
En este sentido, Smith ez al. (2007) sugieren que los puntos de corte obtenidos a
partir de disco difusion tienen aplicabilidad para cada laboratorio, pero no son
aplicables universalmente.

Son necesarios mas estudios tendientes a determinar las bases moleculares de la
resistencia a los antimicrobianos en bacterias aisladas de la acuicultura uruguaya, de
particular interés son aquellos aislamientos multirresistentes que podrian estar
albergando plasmidos de multirresistencia u otros elementos moviles del genoma
relacionados. Por otra parte, aumentar el nimero de perfiles de resistencia con
nuevos aislamientos permitird dar mayor precision a parametros tales como el CO,,
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8. CAPITULO III:

Farmacodinamia del FFL en Aeromonas spp.: efecto de la
temperatura de cultivo y la resistencia genética al farmaco

Hipotesis

El efecto antimicrobiano del florfenicol sobre Aeromonas spp. variara en funcion de
la temperatura de cultivo de las bacterias y sus mecanismos de resistencia, lo que se
vera reflejado en parametros farmacodindmicos tales como la concentracion
inhibitorios minima (CIM), concentracién bactericida minima (CBM), el didmetro
de halo de inhibicion (DD) y la cinética de muerte bacteriana.

Objetivos

Determinar los principales parametros farmacodindmicos del florfenicol en
Aeromonas spp. tanto resistentes como susceptibles y el efecto que la temperatura de
cultivo tiene sobre los mismos

Materiales y Métodos

Origen y almacenamiento de los aislamientos

Se emplearon 33 aislamientos de campo de seis especies de Aeromonas méviles [A.
allosaccarophila (2/33), A. bestiarium (2/33), A.caviae (1/33), A. hydrophila
(12/33), A. punctata (5/33) y A. veronii (11/33 )] obtenidos previamente de peces de
cultivo (Perretta et al, 2018). Entre los mismos que se incluyen tres aislamientos
resistentes al FFL debido a la presencia del gen floR (A. hydrophila H8 y H9 y A.
veronii V3) (ver Capitulo II). A su vez se emplearon las siguientes cepas tipo como
control de calidad en las técnicas de laboratorio: A. hydrophila ATCC 7955%, A.
salmonicida subespecie salmonicida ATCC 33658® y Escherichia coli ATCC
25922%. Todos los aislamientos se hallaban almacenados a -80°C en caldo LB (caldo
base Luria Bertani, Invitrogen ™) con 20% de glicerol previo a su empleo en este
trabajo.

Ensayos de concentracion inhibitoria minima (CIM), concentracion bactericida
minima (CBM) y disco difusion (DD)

La CIM de florfenicol se determind mediante el método de microdilucion en caldo
para todos los aislamientos, siguiendo las instrucciones de los manuales M07-A9
(CLSI, 2012) y VETO04-A2 (CLSI, 2014) del Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). Brevemente, se realizaron diluciones seriadas 1:2 de florfenicol en
MHB (caldo Muller-Hinton, Oxoid ™) en placas estériles de 96 pocillos, cubriendo
concentraciones de 512 pg.mL" a 0,125 ug.mL" de antimicrobiano. Posteriormente,
cada pocillo se inoculd con una suspension bacteriana a una concentracion de
aproximadamente 5x10° UFC.mL"'. Se utilizaron dos filas de cada placa como
controles de la esterilidad del medio de cultivo y la viabilidad del inoculo,
respectivamente. Todos los procedimientos se realizaron por triplicado, el valor de
CIM de un aislamiento se determind como la moda de sus réplicas. Las CIM se
determinaron después de 24 horas de incubacion a 15°, 25° o 35°C de temperatura.
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La CBM se determind de acuerdo con el protocolo descrito en el manual M26-A de
CLSI (1999), para aislamientos de campo tanto sensibles como resistentes al FFL. El
volumen total contenido en todos los pocillos sin crecimiento aparente en las placas
de CIM (sin turbidez apreciada a simple vista), se sembo sobre una placa de TSA
(Tryptone Soya Agar, Oxoid ™) para realizar el recuento total de colonias después
de incubar durante 24-48 horas a 25°C. Se consider6 CBM a la concentracion
minima de FFL capaz de disminuir en tres 6rdenes de magnitud el niimero de
bacterias inicialmente inoculadas (de 10° a 10> CFU.mL"' en nuestro caso).

Luego de inocular las placas de CIM y dentro de los 15 minutos posteriores a su
preparacion, cada uno de los indculos previamente utilizados fue sometido a pruebas
de susceptibilidad por disco difusién, de acuerdo con el manual M45-P de CLSI
(CLSI, 2005). Para ello, hisopados de indculo se sembraron por triplicado en placas
de agar Muller Hinton (MHA, Oxoid ™), en el centro de las cuales se coloco un
disco con 30 pg de FFL (BBL). Después de 24 a 48 horas de incubacion a 15°, 25° o
35°C se midio el didmetro de los halos de inhibicion con una apreciacion de
milimetros.

Cinética de muerte bacteriana

Siguiendo las instrucciones del manual M26-A de CLSI (1999), se determind la tasa
de sobrevivencia de Aeromonas a lo largo del tiempo frente a una concentracion fija
de FFL, mediante el conteo del nimero de bacterias viables en varios intervalos de
tiempo. Para ello, se cultivaron aislamientos de campo tanto resistentes como
susceptibles y las cepas tipo a 15°, 25° 0 35°C en MHB con FFL en concentraciones
de 0.25, 0.5, 1, 2, 4 y 8 veces la CIM previamente determinada para cada uno.
Después de 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24 y 48 horas posinoculacion, se tomd una muestra de
cada medio de cultivo para estimar el nimero de bacterias por el método de recuento
total en placa. Con el fin de reducir las interferencias en la susceptibilidad
antimicrobiana derivadas de la fase de crecimiento del inoculo (CLSI, 1999), todos
los medios de cultivo fueron inoculados con bacterias en la fase logaritmica de
crecimiento, determinadas previamente en ensayos preliminares.

En todos los casos, la concentracion bacteriana de los indculos utilizados se ajusto
mediante espectrofotometria y se corrobord mediante el recuento total en placa de
diluciones seriadas por triplicado.

Analisis de datos

Los resultados se analizaron de acuerdo a técnicas estadisticas descriptivas y
estudios de distribucion. De acuerdo a la naturaleza de la variable, se estimé la
media y su desviacion estandar o los valores de percentil 50, 90 y rango. Para
determinar la significancia de las diferencias se aplicé un andlisis de ANOVA o
Kruskal Wallis, con sus correspondientes test confirmatorios. La cinética de muerte
bacteriana se ajustd a un modelo de analisis de regresion lineal previa normalizacion
logaritmica de la variable.

Los parametros farmacodindmicos (E...., EDsy) se determinaron mediante el ajuste
del modelo de sigmoideo inhibitorio, considerando el valor de la pendiente o la
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diferencia en logaritmicos de las curvas de muerte en funcion a la CIM. En todos los
test se consider6 un nivel de confianza del 95%. Los andlisis estadisticos se
realizaron con el sofiware R version 4.0.3 (RStudio Inc.).

Resultados

En las tablas 1 y 2 se presentan los resultados de los ensayos de concentracion
inhibitoria minima, concentraciéon bactericida minima y disco difusion para A.
hydrophila y A. veronii respectivamente.

Tabla 1: Principales parametros farmacodinamicos del efecto de florfenicol a diferentes temperaturas de cultivo
sobre aislamientos de Aeromonas hydrophila sensibles y resistentes al mismo

Aeromonas hydrophila
floR floR*

15°C, 25°C, 35°C, p- 15°C, 25°C, 35°C, p-

N=33 N=33 N=33 valor’ N=6 N=6 N=6 valor’
CIM 0,250 (0,250) 0,5 (0,5) 0,5 (1) <0,001 16 (24) 64(64) 32(64) 0,002
(CBM) [0,125:0,250]  [0,25:1] [0,25:1] [16:32]  [32:64] [32:64]
[min:max]
DD 47,4 32,6 28,4 <0,001 9,5 8,2 9,8 0,005
media (ds) (2,8) (4,3) 2,2) (0,8) (0,4) (1,0)

"test estadistico empleado: Kruskall-Wallis; ANOVA

CIM: concentracion inhibitoria minima (ug.mL"'); CBM: concentraciéon bactericida minima (ug.mL™); DD:
diametro de halo de inhibicion (mm). Valores expresados como Percentil 50 (Percentil 90) [Rango].

floR: gen de resistencia a los anfenicoles, (+) presente, (-) ausente

Tabla 2: Principales parametros farmacodinamicos del efecto de florfenicol a diferentes temperaturas de cultivo
sobre aislamientos de Aeromonas veronii sensibles y resistentes al mismo

Aeromonas veronii

floR SfloR*
15°C, 25°C, 35°C, p- 15°C, 25°C, 35°C, p-
N=30 N=30 N=30 valor’ N=3 N=3 N=3 valor’
CIM 0,125 0,75 (1) 0,5 (1) <0,001 8 (14) 32(32) 3232 0,044
(CMB) (0,250) [0,125:1] [0,25:1] [8:16] [32:32] [16:32]
[min:max] [0,125:1]
DD 47,9 30,3 29,5 <0,001 12,0 10,0 10,3 0,022
media (ds) (3,6) (2,3) (1,6) (0,0) (1,0) (0,6)

"test estadistico empleado: Kruskall-Wallis; ANOVA

CIM: concentracion inhibitoria minima (ug.mL™); CBM: concentracién bactericida minima (ug.mL™); DD:
diametro de halo de inhibicion (mm). Valores expresados como Percentil 50 (Percentil 90) [Rango].

floR: gen de resistencia a los anfenicoles, (+) presente, (-) ausente

Notese que para ambas especies de Aeromonas (tablas 1 y 2), tanto la dispersion de
los datos como el efecto de la temperatura sobre los pardmetros farmacodindmicos
se ven afectados por la presencia o ausencia del gen floR en los aislamientos
analizados.
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También es interesante destacar que los parametros farmacodinamicos evaluados se
diferencian segln se trate de la temperatura minima testeada (15°C) o el conjunto de
las correspondientes mas elevadas (25°C y 35°C).

En la tabla 3 se presentan los resultados de los ensayos de concentracion inhibitoria
minima, concentraciéon bactericida minima y disco difusion para las cepas tipo
empleadas.

Tabla 3: Principales parametros farmacodinamicos del efecto de florfenicol a diferentes temperaturas de cultivo sobre
distintas cepas tipo

Aeromonas salmonicida

Aeromonas hydro@phila ATCC subsp. salmonicida Escherichia co®li
7955 ATCC 33658° ATCC 25922

15°C, 25°C, 35°C, 15°C, 25°C,  35°C, 15°C, 25°C, 35°C,
N=3 N=3 N=3 N=3 N=3 N=1 N=3 N=3 N=3

CIM 0,25 0,5 0,5 0,25 0,5 0,125 - 4 4

(CMB) (0.25) (0.5) 0.9) ¢) ) ¢) ¢) )
[min:max] [0,25:0,25]  [0,5:0,5] [0,5:1] [0,25:0,25]  [0,5:0,5] [4:4] [4:4]
DD 48,0 27,0 24,7 42,3 29,6 - - 24,0 233
media (ds) (1,0) (6,1) (0,6) (1,5) (0,5) 1,7 (1,5

CIM: concentracion inhibitoria minima (pg.mL™"); CBM: concentracion bactericida minima (pg.mL™"); DD: didmetro de halo
de inhibicion (mm)

Los valores de ECOff para la CIM a diferentes temperaturas, calculados sobre el
total de los aislamientos de campo son los siguientes:

.0,5 ug.mL"a 15°C

.2,0 ug.mL" a 25°C y 35°C

Los valores de ECOff para DD a diferentes temperaturas, calculados sobre el total
de los aislamientos de campo son los siguientes:

.43,7+6,1lmm a 15°C

.30,94£3,8mm a 25°C

.28,1£2,3 mm a 35°C

El grafico de la figura 1 corresponde a los resultados del analisis comparativo entre
los promedios de los diametros de halo de inhibicion para el conjunto de
aislamientos floR" y floR" de las especies Aeromonas hydrophila y Aeromonas
veronii. Notese que no se aprecian diferencias entre los valores correspondientes a
los aislamientos floR" para ambas especies y a todas las temperaturas. En cambio,
para el caso de los aislamientos floR™ existe una clara separacion entre los valores
obtenidos a 15°C y el resto de los mismos, existiendo diferencias a su vez entre los
25°y 35°C para el caso de A. hydrophila.
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Figura 1: Analisis comparativo entre los diametros (mm) de halo de inhibicién de florfenicol para Aeromonas

hydrophila y Aeromonas veronii que poseen (R) o carecen (S) del gen floR y a diferentes temperaturas de
cultivo. Los valores se expresan en media+DS.
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El grafico de la figura 2 corresponde a los resultados descriptivos (LogUFC.mL ™" vs.
tiempo) para aislamientos sensibles (H1 y V1) y resistentes (H8 y V3) al florfenicol
tanto de Aeromonas hydrophila (H) como de Aeromonas veronii (V) a diferentes
tiempos de exposicion al florfenicol (0 a 48 horas), distintas concentraciones del
mismo (0 a 8 veces la CIM de cada aislamiento analizado) y tres diferentes
temperaturas de cultivo (15°, 25°y 35°C).
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Figura 2: Curvas de cinética de muerte bacteriana en las que se aprecia el efecto combinado del
florfenicol a distintas dosis (MIC 0 a 8), el tiempo (0 a 50 horas de cultivo) y la temperatura de cultivo
(15°C, 25°C 6 35°C), sobre la sobrevivencia de aislamientos de Aeromonas hydrophila y Aeromonas
veronii, tanto sensibles (H1 y V1 respectivamente) como resistentes (H8 y V3) al farmaco [MIC:
concentracion inhibitoria minima (pg.mL™)].
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La figura 3 corresponde al analisis de la velocidad en la cinética de muerte de las
primeras seis horas en las curvas de muerte que se observan en la figura 2. Este
sector del grafico representa, la cinética de crecimiento bacteriano ajustada a una
funcion lineal (mejor criterio de ajuste del modelo), lo cudl nos permite determinar
un valor de CIM derivado del modelo que describe las curvas, considerando el valor
predicho en donde la funcion indique una pendiente cero corresponderd al valor de
concentracion de FFL que inhibe el crecimiento bacteriano (CIM tedrica [ CIMLt])
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[ ]
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1 ——
2o- MIC_0.25
[ Hg Hg Hg ~ MIC_0.5
L
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Figura 3: detalle de las primeras seis horas en las curvas de cinética de muerte bacteriano donde se
aprecia el efecto combinado del florfenicol a distintas dosis (MIC 0 a 8), el tiempo (0 a 6 horas de
cultivo ) y la temperatura de cultivo (15°C, 25°C 6 35°C), sobre la sobrevivencia de aislamientos de
Aeromonas hydrophila y Aeromonas veronii, tanto sensibles (H1 y V1 respectivamente) como resistentes
(H8 y V3) al farmaco [MIC: concentracion inhibitoria minima (pg.mL™)]. 27



En la tabla 4 se muestran tanto la CIM determinada mediante el método de
microdilucion en caldo (CIM de laboratorio), como a partir del modelo matematico

que describe la cinética en las primeras seis horas de cultivo (CIM tedrica).

Tabla 4: valores de CIM de florfenicol en Aeromonas hydrophila (H1 y HS)
y Aeromonas veronii (V1 y V3) obtenidos en el laboratorio y calculados a
partir del modelo de cinética de muerte bacteriana a diferentes temperaturas

de cultivo (15°C, 25°C 6 35°C)

CIM de laboratorio CIM teorica
(moda, pg.mL™) (ug.mL™)
floR 15°C 25°C 35°C 15°C 25°C 35°C
H1 no 0,25 0,5 0,5 0,24 0,49 1,24
Vil no 0,125 0,25 0,5 0,41 0,045" 0,96
HS8 si 16 64 32 13,2 17,2 59,2
V3 si 8 32 32 2,247 42,5 23,6

*valores fuera del intervalo de confianza
floR: gen de resistencia al florfenicol

En la figura 4 se presentan las curvas de dosis respuesta para aislamientos sensibles
y resistentes al florfenicol tanto de Aeromonas hydrophila como de Aeromonas
veronii transcurridas 6, 12, 24 y 48 horas de exposicion a distintas concentraciones

de FFL.

Notese que para los aislamientos sensibles de ambas especies (H1 y V1) se aprecia
un incremento en la potencia en funcidn del tiempo sobre la accion del FFL en la
sobrevivencia bacteriana, de modo tal que, a tiempos de exposicion al farmaco
prolongados (48 horas) es necesaria una menor concentracion de FFL para obtener

el mismo efecto, independientemente de la temperatura de cultivo.
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Figura 4: Curvas de dosis (d = pg.mL") respuesta (r = orden de magnitud de diferencias de CFU.mL™" a
tiempo 0) de florfeniol sobre Aeromonas hydrophila (H) y A. veronii (V) sensibles (H1 y V1) y resistentes
(H8 y V3) a distintas temperaturas y tiempos de incubacion. Las lineas punteadas verticales corresponden
al punto de infleccion de cada funcién (EDs), la linea roja horizontal corresponde a una disminucién en
tres 6rdenes de magnitud del niimero de bacterias inicialmente inoculadas (de 10° a 10> CFU.mL").



En la figura 5 se presentan las curvas de cinética de muerte bacteriana para las cepas
tipo A. salmonicida subespecie salmonicida ATCC 33658 y Escherichia coli
ATCC 25922%. Nétese que el crecimiento de A. s. salmonicida es nulo a 35°C, asi
como lo es el crecimiento de E.coli a 15°C.
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Figura 5: Curvas de cinética de muerte bacteriana en las que se aprecia el efecto combinado del
florfenicol a distintas dosis (MIC 0 a 8), el tiempo (0 a 50 horas de cultivo ) y la temperatura de
cultivo (15°C, 25°C 6 35°C), sobre la sobrevivencia de las cepas tipo A. salmonicida subespecie
salmonicida ATCC 33658 y Escherichia coli ATCC 25922% al farmaco (MIC: concentracion
inhibitoria minima (pg.mL™).
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Discusion

A partir del andlisis de 33 aislamientos de Aeromonas spp. obtenidos de distintas
especies de peces cultivados en nuestro pais, tanto de consumo como ornamentales,
fue posible establecer los valores de CIM, CMB y DD de florfenicol a tres diferentes
temperaturas de cultivo, lo que permiti6 determinar tanto los puntos de corte
epidemiologico para nuestra piscicultura, como la realizacion de hallazgos hasta el
momento no descritos en la literatura. En ese sentido, este es el primer estudio en el
que se encuentra una relacion directa entre la temperatura de cultivo de Aeromonas
moviles y la concentracion inhibitoria minima de florfenicol.

El estudio de la influencia de la temperatura sobre la actividad antimicrobiana es de
particular importancia para la acuicultura, debido a que la efectividad de los
tratamientos contra bacterias patogenas de organismos acuaticos depende en gran
medida de la adaptacion de las dosis, tanto a la cinética del farmaco en animales
ectotermos como al efecto de los mismos sobre los microorganismos (Martinsen ef
al., 1992; 1993; Michel y Blanc, 2001).

Basados en nuestros resultados, existe un efecto directo de la temperatura de cultivo
sobre la concentracion de FFL necesaria para inhibir el crecimiento de aislamientos
de A. hydrophila y A. veronii sensibles al farmaco. A una temperatura de 15°C la
concentracion necesaria para inhibir el crecimiento es dos a seis veces menor que a
temperaturas mayores (25° y 35°), lo que se ve reflejado a su vez en un aumento
promedio de entre 17 y 18 mm en los diametros de halo de inhibicion.

Por otra parte, si bien el escaso nimero de aislamientos floR" impide la realizacion
de test estadisticos confiables para establecer la significancia de los hallazgos, es
interesante destacar que, en este caso también se observa un efecto directo de la
temperatura sobre la CIM, siendo ésta cuatro veces menor a 15°C, semejante a lo
observado en los aislamientos floR’, aunque en este caso el aumento en el didmetro
de los halos de inhibicion es menos notorio, ya que va de los 0,5 a 2 mm segln la
especie de Aeromonas que se trate.

Desde el punto de vista fisiologico, la temperatura ejerce un efecto directo sobre la
capacidad de penetracion de un farmaco en el interior de la célula bacteriana, ya sea
que el mismo ingrese mediante difusion pasiva o mediante mecanismos activos de
membrana (Michel y Blanc, 2001). Teniendo en cuenta esto, es de esperar que a
bajas temperaturas sean necesarias mayores concentraciones del farmaco para
obtener el mismo efecto de inhibicidon del crecimiento que se obtiene a temperaturas
mas elevadas, lo que contrasta con los hallazgos realizados en el marco de esta tesis.

La disminucion de la actividad de un firmaco a bajas temperaturas de cultivo ha
sido reportada para Aeromonas previamente por Martinsen et al. (1992), quienes
encuentran que los valores de CIM para varias quinolonas (enrofloxacina,
sarafloxacina, flumequina y acido oxolinico) disminuyen conforme la temperatura
de cultivo aumenta, siendo alrededor del doble a temperaturas elevadas (4° vs.
15°C). Para estos autores, dichos hallazgos pueden deberse tanto a la difusion
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transmembrana disminuida por la temperatura, como a la menor tasa de crecimiento
bacteriano que dificultaria la accion de las quinolonas sobre la ADN girasa. Por otra
parte, estos mismos autores encuentran que la oxitetraciclina tiene un efecto inverso
al que presentan las quinolonas, siendo la CIM a 4°C superior a la desarrollada a
15°C. Esto podria ser explicado por alteraciones de los transportadores especificos
para el farmaco o por un modo de accion temperatura-dependiente de los ribosomas,
mismo sitio de accion de los anfenicoles.

Las notorias diferencias en los valores promedio de CIM entre aquellos aislamientos
que poseen o carecen del gen floR no han sido reportadas hasta el momento, siendo
de hecho escasos los estudios donde se establecen valores de CIM de FFL para
Aeromonas y menos aun a diferentes temperaturas de cultivo. A pesar de ello, en dos
estudios independientes en los que se determina el punto de corte epidemioldgico
mediante el mismo método que se emplea en esta tesis (Smith y Kronvall, 2014;
Baron et al., 2017) se reporta una CIM de 2 mg.L", igual al valor hallado por
nosotros para temperaturas de 25° y 35°C. Aunque, por otra parte, tanto Godoy et al.
(2008), como Duman et al. (2020) hallan valores de punto de corte epidemiologico
de 4 mglL' en Aeromonas aisladas de pisciculturas brasileras y turcas
respectivamente.

Teniendo en cuenta los valores de ECOfT diferenciales segin temperatura hallados
en este estudio, es interesante destacar que el porcentaje de aislamientos con
fenotipo salvaje para el FFL (wild type: wt) difiere segin la temperatura para una
misma poblacion bacteriana. De este modo, cuando se cultivan a 15°C, el 69,7% de
los aislamientos de campo analizados poseen fenotipo w¢, mientras que, cultivados a
25-35°C, el 93,4% de los mismos aislamientos desarrollan un fenotipo wt. En este
sentido, Duman et al. (2020), hallan un elevado porcentaje de aislamientos no wt
(nwt) (25,5%) entre Aeromonas de Turquia, atribuyéndolo al excesivo uso de
antimicrobianos que se hace en todo el pais.

Los estudios de cinética de muerte bacteriana son escasos para los aeromonadales
moviles y no existen registros en la literatura que hagan referencia al FFL. Este es la
primera ocasion en la que se pone a punto la técnica para el estudio de la cinética de
muerte bacteriana en Aeromonas moviles expuestas al florfenicol. Complementa atin
mas la originalidad del estudio, el enfoque observacional desde dos perspectivas
validadas, la primera enfocada en la determinacién dindmica de las diferencias en
las velocidades de la cinética de muerte bacteriana (primeras 6 horas), mientras que
la segunda establece el criterio de punto final (end-point).

A partir del modelo farmacodindmico desarrollado en este estudio fue posible
determinar valores de CIM teoricos para cada una de las situaciones, los cuales en
algunos casos concuerdan con los obtenidos en el laboratorio. Al igual que ocurre
con otras bacterias (Foerster et al., 2015) los parametros farmacodindmicos en
Aeromonas difieren segun se trate de aislamientos sensibles o resistentes al farmaco
en estudio.
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Otro punto a destacar es el efecto en las siguientes 6 a 48 horas de exposicion, no
descrito hasta el momento, donde se visualiza el efecto potenciador de la actividad
del FFL sobre Aeromonas méviles que tiene el tiempo de exposicion al farmaco,
independientemente de la temperatura de cultivo. En lineas generales, este hallazgo
indicaria que el FFL es un antimicrobiano tiempo dependiente, si bien ha sido
catalogado en varias ocasiones como concentracion dependiente por otros autores
(De Haas et al., 2002; Sidhu et al., 2013).

En ambas situaciones de exposicion, se visualiza un efecto positivo de la respuesta a
el incremento de las concentraciones o el incremento en el tiempo de exposicion del
FFL. Esté punto inclinaria la perspectiva en la definicion de una accion del FFL para
Aeromonas moviles en las primeras 6 horas de exposicion o en las 48 horas
subsiguientes. Nuestros hallazgos podrian estar confirmando un comportamiento
mixto, concentracion-dependiente y tiempo-dependiente para el FFL en Aeromonas
moviles.

A partir de esta primera aproximaciéon a la farmacodindmia del florfenicol en
Aeromonas mébviles sensibles y resistentes al farmaco fue posible establecer nuevos
parametros farmacoldgicos, hasta el momento no determinados, a la vez de obtener
resultados novedosos en lo que respecta a la influencia de la temperatura de cultivo
sobre dichos parametros.

En base a estos hallazgos y la carencia de informacion detectada en la bibliografia,

queda clara la necesidad de generar conocimiento en este campo de la ciencia, de
importancia tanto basica como aplicada.
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9. CAPITULO IV

Farmacocinética del FFL en Acipenser gueldenstaedtii: efecto de la
temperatura ambiente, la dosis y la via de administracion

Hipotesis

El FFL describe en el esturion una farmacocinética comparable a la observada en
otras especies de peces, con un efecto relevante en los parametros farmacocinéticos
dependientes de la via de administracion del farmaco y la temperatura ambiente a la
que se encuentren los animales.

Objetivos

Caracterizar la farmacocinética poblacional del florfenicol en esturiones rusos y
determinar el efecto de la temperatura de cultivo y la via de administracion en los
parametros farmacocinéticos.

Materiales y Métodos

Estudios in vivo

Las experiencias con animales se llevaron a cabo en las instalaciones de la empresa
Black River Caviar ubicada en la localidad de Baygorria, Durazno. Se emplearon
juveniles de esturién ruso (Acipenser gueldenstaedtii) procedentes de un mismo
desove de manera de disminuir el efecto de variabilidad genética poblacional en la
poblacion en estudio. Se formaron tres grupos de 36 animales cada uno (2,2+0,3 kg).
Cada grupo se alojo en una unidad de cultivo de 2000 litros de volumen total con
circulacion continua de agua y recibid6 uno de los siguientes tratamientos con
florfenicol: via intravenosa 10 mg.kg™ (IV), via intraperitoneal 10 mg.kg" (IP) y via
oral 10 mg.kg"' (OR). Considerando que no existe una formulacion aprobada para
uso en peces, la formulacion utilizada para los grupos IV e IP, fue elaborada en el
laboratorio de Farmacologia en base a la dilucion del principio activo estandar en
DMSO (33mg/mL). La elecciéon del vehiculo se realizé en base al de mayor efecto
inocuo para su administracion endovenosa/intraperitoneal y al coeficiente de
solubilidad reportado para FFL en DMSO (50 mg/mL). Por practicidad y exactitud
en la dosificacion se establecio 0,3 ml.kg'como volumen a administrar a cada pez.
Para la administracion oral se utilizd una sonda orogastrica, de manera de asegurar
la ingesta de la dosis, depositando una premezcla constituida con raciéon mas el
producto comercial de uso especifico para peces (Aquafen®; 50%; MSD; México).
Todos los animales fueron identificados mediante chip electronico y pesados previo
a recibir los tratamientos. Luego de dosificados, se realizo el sangrado seriado por
puncién de la vena causal entre los 30 minutos y las 96 horas postratamiento. De
acuerdo a las recomendaciones para estudios de farmacocinética poblacional y a la
factibilidad del disefio experimental, cada animal aportd entre 2 y 4 puntos en la
determinacion del perfil completo de concentraciones del grupo. Posteriormente, se
separd el plasma de la sangre obtenida y se congel6 a -80 grados hasta su
procesamiento en el laboratorio. Cada experimento se realizd a 15 grados de
temperatura del agua (invierno) y 25 grados (verano) y por duplicado.
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Extraccion de florfenicol desde plasma de esturion ruso
A continuacion, se transcribe brevemente el protocolo empleado para la extraccion
de FFL desde plasma de esturion ruso, el mismo fue desarrollado en el marco de esta
tesis:

- Tomar 300 uL de plasma a analizar y fortificar con 20 uL de una solucion de

Tiamfenicol (7010 ng/mL) como estandar interno de la técnica

- Vorterear 30 segundos

- Agregar 300 uL de Acetona

- Vorterear 30 segundos y centrifugar durante 5 minutos a 13000 rpm

- Tomar el sobrenadante y agregar 1200 uL de Acetato de Etilo

- Vorterear 30 segundos y centrifugar durante 5 minutos a 13000 rpm

- Tomar la capa superior y evaporar a 60 grados

- Retomar el evaporado con 250 uL de fase movil (75:25 Agua:Acetonitrilo)

Condiciones cromatograficas para cuantificacion de FFL por HPLC

Para la cuantificacion de FFL se utilizd un sistema de cromatografia liquida de alta
presion (HPLC) (Dionex Ultimate 3000 HPLC, Thermo Fisher Scientific, United
States). Para el sistema se empleé una columna Phenomenex®Luna C18 (5 m,
100°A, 150 mm x 4,6 mm, Phenomenex, codigo de referencia: 00F-4252- E0-BV)
como fase estacionaria invertida. La fase movil fue una mezcla de 75:25
Agua:Acetonitrilo bombeada a un flujo de 1 mL/min a 37°C. La longitud de
Deteccion de UV se establecio en 325 nm.

La curva de calibracion demostr6 la linealidad en el rango de 50 a 1000 ng/mL
mediante el ajuste de un modelo de regresion lineal de minimos cuadrados y siendo
el coeficiente de correlacion r = 0.997. Los errores de los valores de concentracion
fueron inferiores al 15%. Siendo, el limite inferior de cuantificacion (LLOQ)
establecido como la concentracion mas baja medida con un CV < 20% una precision
de + 20% y una recuperacion absoluta > 70%. Los valores de concentracion
inferiores a 50 ng/mL (LLOQ) no se consideraron para el andlisis cinético de los
datos experimentales.

Analisis de farmacocinética poblacional

Para el ajuste del modelo de farmacocinética poblacional se utilizo el software
Monolix (Monolix version 2020R1. Antony, France: Lixoft SAS, 2020). Los
parametros farmacocinéticos se ajustaron a un modelo farmacocinético estructural
de 1 compartimiento y constantes de absorcion/eliminacion de primer orden. Para el
grupo OR el mejor ajuste se alcanzo con el agregado del pardmetro de tiempo de
latencia (Tlag). Los valores de variabilidad interindividual (omega) y la variabilidad
residual (b) representaron los de mejor ajuste. Se integrd en el ajuste del modelo
final las covariables temperatura y via de administracion, asi como el ajuste de los
parametros por el peso de los animales. Finalmente, se constato la bondad de ajuste
mediante la inspeccion visual y la Exploracion Predictiva Visual (VPC) y numérica
(NPO).
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Resultados

En la figura 1 se presentan los graficos de los valores de concentracion individual
agrupados (n=36) de FFL en plasma de esturién vs. tiempo postratamiento IV, IP y
OR a 15° (TEMP_B) y 25°C (TEMP_A) de temperatura ambiente.
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Figura 1: Graficos de concentracion de FFL (mediatDS) vs. tiempo postratamiento dosis Unica en
esturiones rusos (n=36) mantenidos a 15°C (B) o 25°C (A) de temperatura de cultivo. Los puntos
representan el valor individual a determinado tiempo de muestreo. La linea representa la tendencia media
descriptiva del grupo. Cada animal aporta de 2 a 4 determinaciones en todo el tiempo de muestreo.

Del perfil de concentraciéon que representa cada grupo, luego de agrupar cada
determinacion individual y visualizarla como un tUnico grupo, se describe un
comportamiento similar y acorde a la via de administracion empleada. Las tres vias
de administracion se muestran en concordancia para ajustar a un modelo similar.
Complementariamente, se visualiza el efecto diferencial de la temperatura dentro de
cada via de administracion.

Se inicia el estudio mediante la exploracion de distintos modelos estructurales, entre
un modelo de ingreso IV o extravascular, con 1 o 2 compartimientos, con absorcion
de orden cero o primero, eliminacion linear o Michaelis-Menten y la inclusion o no
de un Tlag. Para la seleccion del mejor modelo se aplico los criterios de mejor ajuste
y la seleccion de modelos (log-likelihood (OFV) o Bayesian Information Criteria
(BIC)). El resultado final determiné que el modelo estructural final que mejor
representa los datos experimentales sea un modelo simultaneo para las tres vias de
administracién con 1 compartimiento y eliminacion lineal, incluyendo un Tlag en la
administraciéon oral (BIC=4154 / OFV=4046). Del estudio de las covariables se
determind que la temperatura debe ser incluida dentro de la variabilidad de los
parametros de biodisponibilidad (F), constante absorcion para el grupo OR (ka),
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volumen de distribucion (V) y Clearance (Cl). A su vez, la variable transformada log
[peso/media (kg)] también contribuyo al mejor ajuste en la determinacion del Cl.
Finalmente el mejor ajuste del error en el modelo es el proporcional (b).

En la tabla 1 se presentan los parametros farmacocinéticos poblacionales estimados
para la administracion de FFL por via IV, IP y OR a baja y alta temperatura que se
establecieron para el modelo estructural ajustado.

Tabla 1: Estimacion de pardmetros poblacionales y el erro residual estandar (%) para
Florfenicol (10mg.kg™) luego de la administracion endovenosa (EV), intraperitoneal
(IP) y oral (OR), a baja (TEMP_B, 15C") y alta (25C°) temperatura en esturidn ruso.

Valor medio Desvio Coeficiente
del estandar de
parametro variacion
(%)
Efectos fijos
F IP pop 0,616 0,115 18,6
beta F IP. TEMP B 1,34 0,682 48,9
F OR pop 0,264 0,0256 9,68
beta F OR TEMP B 3,65 1,01 27,9
ka IP_pop 8,47 h'! 8,57 101,01
ka OR pop 0,25 h 0,066 26,37
beta_ ka OR_ TEMP B -1,39 h! 0,269 -21,34
Tlag pop 0,278 h 0,179 64,44
V_pop 1,926 L.kg 0,126 6,56
beta. V_.TEMP_ B 0,235 L.kg" 0,082 35,18
Cl_pop 0,046 L.h! 0,0017 3.8
beta Cl LogtWEIGHT 0,88 L.h! 0,182 20,5

Desvio estandar de los efectos aleatorios

omega F P 1,52 0,27 17,56
omega F OR 0,25 0,13 51,96
omega ka [P 1,32 0,78 59,31
omega ka OR 0,24 0,17 72,61
omega Tlag 1,77 0,45 25,67
omega V 0,18 0,05 26,01
omega Cl 0,15 0,04 24,14

Error de la modelizacién de parametros
b 0,26 0,02 7,56

F: biodisponibilidad; ka: constante de absorcion; Cl: clearance; Tlag: tiempo de retardo; V: volimen de distribucion;
IP: intraperitoneal; OR: oral; TEMP_B: temperatura baja (15°C); pop: poblacional; beta_X: covariable del efecto de la
TEMP_B en el parametro

En los gréaficos de la figura 2 se valida de forma visual utilizando la exploracion
predictiva visual (VPC) (1000 simulaciones Monte Carlo) a partir del modelo
desarrollado y representando la distribucion de los datos originales con los que se
desarrollo en modelo. Los gréaficos obtenidos mediante el VPC indican que el
modelo es adecuado debido a que la mayoria de los datos experimentales se
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encuentran distribuidos aleatoriamente a lo largo del tiempo entre los intervalos de
prediccion definidos.
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Figura 2: graficos de Exploracién Predictiva Visual (VPC) para la concentracion de FFL vs. tiempo
postratamiento a dosis tinica (10mg/kg) por via IV, IP y OR en esturiones rusos mantenidos a 15°C (B) o
25°C (A) de temperatura de cultivo

En la figura 3 se observan los graficos de residuales vs. tiempo y residuales vs.
concentracion para cada uno de los tratamientos llevados a cabo. Noétese que los
mismos se distribuyen aleatoriamente en torno al cero.
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Figura 3: graficos de residuales vs. concentracion de FFL y residuales vs. via de administracion
generados a partir del ajuste de modelo farmacocinético en esturiones rusos mantenidos a 15°C (B) o
25°C (A) de temperatura de cultivo.
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La figura 4 corresponde a las funciones de densidad de cada uno de los parametros
farmacocinéticos estimados a partir del modelo.
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Figura 4: Funciones de densidad de los parametros farmacinéticos estimados a partir del modelo en esturiones
rusos dosificados con florfenicol y mantenidos a diferentes temperaturas de cultivo (15°y 25°C).

En la figura 5 corresponde a la distribucion de la prediccion (CI95%) de las
concentraciones de FFL a partir del modelo
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Figura 5: graficos de distribucion de la prediccion de las concentraciones de FFL vs. tiempo postratamiento a
dosis unica (10mg/kg) por via IV, IP y OR en esturiones rusos mantenidos a 15°C (B) o 25°C (A) de

temperatura de cultivo
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En la figura 6 se presenta la simulacion del modelo para 100 animales por cada
grupo, donde se visualiza la distribuciéon de la prediccion (CI95%) de las
concentraciones de FFL a partir del modelo y los limites de corte de la CIM cuttoff a
15,25y 35°C.
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Figura 6: Gréficos de simulacion (n=100) de la distribucion de la prediccion de las concentraciones de FFL vs.
tiempo postratamiento a dosis Unica (10mg/kg) por via IV (Group 1), IP (Group 2) y OR (Group 3) en
esturiones rusos mantenidos a 15°C (B) o 25°C (A) de temperatura de cultivo. La linea roja indica la CIM
cuttoff a 15°C (0,5 pg.mL™") y a 25-35°C (2,0 pg.mL™"). Los puntos rojos indican los tiempos limites (24 y 62
h) para mantener concentraciones superiores a la CIM cuttoff a 15°C por la via IP y OR a distintas
temperaturas.

En las figuras 7 y 8 se presentan los graficos correspondientes a la simulacion del
modelo para los mismos 100 animales por cada grupo, pero con distintos criterios
posologicos a dosis multiple, donde se visualiza la distribucion de la prediccion
(CI95%) de las concentraciones de FFL a partir del modelo y los limites de corte de
la CIM cuttoff'a 15, 25 y 35°C.

En la figura 7 Unicamente dosificamos nuevamente los animales de acuerdo a los
cortes establecidos en el modelo de dosis unica. Estableciendo un esquema de
tratamiento para la via IP de dosificaciones cada 24 horas a diferencia de la via OR
en la cudl la dosificacion se realizaria nuevamente a las 48 horas. Visualizamos que
el esquema terapéutico planteado seria el adecuado para mantener niveles superiores
a los indicados como CIM cuttoff a 15°C en ambas vias de administracion. No
obstante, no podrian aplicarse para temperaturas superiores a 25°C.
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Figura 7: Graficos de simulacion (n=100) de la distribucion de la prediccion de las concentraciones de FFL vs.
tiempo postratamiento a dosis multiple (10mg/kg) por via IP (cada 24 horas, Group 2) y OR (cada 48 horas,
Group 3) en esturiones rusos mantenidos a 15°C (B) o 25°C (A) de temperatura de cultivo. La linea roja indica
la CIM cuttoff a 15°C (0,5 pg.mL") y a 25-35°C (2,0 pg.mL™"). Los puntos rojos indican los tiempos limites (24
y 62 h) a dosis unica para mantener concentraciones superiores a la CIM cuttoff'a 15°C por la via IP y OR a
distintas temperaturas.

Los graficos de la figura 8 corresponden a la respuesta del modelo frente a una
modificacién mayor, proponiendo la dosificacion reiterada sumado a un incremento
en las dosis. A diferencia de la anterior propuesta, para la via I[P mantuvimos el
régimen de dosificacion, pero incrementamos al doble la dosis empleada (20 mg.kg"
") con el agregado de una dosis de ataque de 30 mg/kg para alcanzar rapidamente
niveles superiores a los CIM cuttoff para temperaturas superiores a 25°C. Para el
caso de la via OR las dosis debieron aumentarse atin mas alcanzando los 80 mg.kg™
dosis ataque + 40 mg.kg"' cada 24 horas para lograr el objetivo de superar las CIM
cuttoff para temperaturas superiores a 25°C.
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0- = = 0- 0+ x =
0 50 ! 0 50 ! 0 50 '
time

Figura 8: Graficos de simulacién (n=100) de la distribucion de la prediccion de las concentraciones de FFL
vs. tiempo postratamiento a dosis multiple por via IP (30mg/kg dosis ataque + 20 mg/kg cada 24 horas,
Group 2) y OR a esquema 1 (40mg/kg dosis ataque + 20 mg/kg a las 48 horas, Group 3) y esquema 2
(80mg/kg dosis ataque + 40 mg/kg cada 24 horas, Group 4) en esturiones rusos mantenidos a 15°C (B) o0 25°C
(A) de temperatura de cultivo. La linea roja indica la CIM cuttoff a 15°C (0,5 pg.mL"') y a 25-35°C (2,0
pg.mL™"). Los puntos rojos indicarian los tiempos limites (24 y 62 h) a dosis Ginica para mantener
concentraciones superiores a la CIM cuttoff'a 15°C por la via IP y OR a distintas temperaturas.
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Discusion

A partir de la técnica de extraccion desarrollada en el marco de esta tesis, fue posible
detectar y cuantificar FFL desde plasma de esturiones rusos mediante HPLC-UV,
abarcando rangos de concentraciones que van de los 50 a los 1000 ng.mL"". Si bien
se han llevado a cabo varios estudios de farmacocinética del FFL en distintas
especies de peces (Kverme et al., 2019; Park et al., 2006; Samuelsen et al., 2003),
hasta el momento existe un Unico reporte en Acipenseriformes referido al esturion
siberiano (Acipenser baerii) (Wang et al., 2012).

Este es el primer estudio en el que se determinan los parametros farmacocinéticos
del florfenicol en esturiones rusos para las vias intravenosa, intraperitoneal y oral. A
su vez es la primera ocasiéon en la que dichos pardmetros son establecidos a
diferentes temperaturas en una misma poblacion de esturiones de modo de evaluar el
efecto de la misma.

Si bien el cultivo de esturiones en el mundo se lleva a cabo en zonas de clima
estable y adecuado para las especies que se producen, en nuestro pais estos animales
se enfrentan a variaciones estacionales en la temperatura del agua que afectan tanto
a su salud como a los procesos fisioldgicos que llevan a cabo (Castellano et al.,
2017). Esto se ve reflejado tanto en las diferencias en la tasa de crecimiento que se
aprecian en distintas épocas del aiio (Kolman y Kapusta, 2018) como en el aumento
de la morbilidad y mortalidad por enfermedades infecciosas conforme aumenta la
temperatura del agua (Perretta et al., 2009).

Las alteraciones fisiologicas derivadas del factor temperatura también se ven
reflejadas en la farmacocinética de este antimicrobiano y han sido descritas
previamente para especies tales como el goldfish (Yang et al., 2018), la tilapia
(Rairat et al., 2019) y el lenguado (Chang et al., 2019), donde se ven afectados
fundamentalmente los procesos de eliminacion. En el esturion ruso en particular, es
notorio el aumento en la biodisponibilidad del farmaco que se observa a 15°C en
comparacion con lo ocurrido cuando el tratamiento se realiza a 25°C,
independientemente de la via de administracion empleada. Este hallazgo, no
reportado hasta el momento, puede tener consecuencias en el manejo terapéutico, ya
que a una misma dosis se estarian obteniendo concentraciones diferenciales en
plasma segun la temperatura ambiente.

Por otra parte, es de destacar las diferencias en biodisponibilidad que se presentan
segun la via de administracion e independientemente de la temperatura, siendo los
valores de F para la via IP, en general, el doble de los alcanzados para la via OR.

Los resultados de la simulacion del modelo farmacométrico nos permiten visualizar
que, a 15°C la monodosis IP alcanza niveles superiores a las del CIM cuttoff
unicamente en las primeras 24 horas postratamiento, a diferencia de la via OR que
presenta un retraso en superar dicho nivel, aunque su accion terapéutica se extiende
hasta las 62 horas. En ninguna de las alternativas de tratamiento propuestas, los

43



niveles de CIM cuttoff serian alcanzados a temperaturas de 25° y 35°C a la posologia
estudiada.

Del anélisis de las simulaciones que se presentan queda claramente demostrado que
la temperatura es un factor determinante a la hora de establecer una terapéutica
racional para el tratamiento de una infeccion por Aeromonas moviles en esturiones
rusos, con importantes diferencias entre las vias de administracion empleadas (IP vs
OR). Teniendo en cuento esto, sugerir una Unica posologia global para el
tratamiento de aeromoniasis en esturiones traeria importantes cambios terapéuticos
en los perfiles de concentracion dependiendo la via de administraciéon y la
temperatura ambiental.

El efecto combinado de la temperatura sobre los microorganismos y los animales
ectotermos esta muy poco estudiado en la farmacologia de organismos acuaticos,
debido en parte a que la acuicultura se ha llevado a cabo tradicionalmente en paises
de clima estable (ya sean frios o tropicales) donde la amplitud térmica dentro de un
ciclo productivo es minima.

Debido a la carencia de investigaciones especificas en la materia, en los paises
templados la acuicultura ha tenido que adoptar las pautas posoldgicas y terapéuticas
desarrolladas para pisciculturas de clima estable, con lo que, teniendo en cuenta
nuestros hallazgos, las fallas terapéuticas y el posible desarrollo de resistencia a los
antimicrobianos serian probables, debido a la subdosificacion derivada de las
distintas situaciones farmacométricas. En este sentido cabe destacar que la

En lo que respecta al cultivo de esturiones en Uruguay, es posible prever que los
esquemas posoldgicos tradicionalmente empleados deban ser ajustados en funcion
de las simulaciones llevadas a cabo en este estudio y considerando los datos
farmacodindmicos de CIM cuttoff reportados en el capitulo III. Las sugerencias
representan esquemas de discusion que plantean modificaciones en el enfoque
terapéutico los cuales deberan ser validados en ensayos clinicos adecuadamente
disefiados y con sus correspondientes estudios de seguridad e inocuidad que
respalden su implementacion. No obstante, permiten visualizar un problema
terapéutico real en la cria de esturiones en nuestras situaciones ambientales.
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10. CONSIDERACIONES FINALES

- El 45% de los aislamientos de Aeromonas spp. que se obtienen de esturiones
cultivados en Uruguay son multirresistentes a los antimicrobianos

- El gen de resistencia a los anfenicoles, floR, se encuentra en el 9,1% de los
aislamientos de Aeromonas spp. obtenidos de esturiones cultivados en Uruguay. La
accion de la bomba de eflujo que codifica provoca un aumento de hasta seis veces
en su concentracion inhibitoria minima.

- La temperatura de cultivo influye directamente sobre la concentracion inhibitoria
minima y el diametro de halo de inhibicion de florfenicol en Aeromonas hydrophila
y Aeromonas veronii sensibles al antimicrobiano.

- Los puntos de corte epidemiologicos de florfenicol para Aeromonas hydrophila y
Aeromonas veronii a distintas temperaturas de cultivo son los siguientes:

.0,5 pugmL"a 15°C

.2,0 pg.mL" a25°Cy 35°C

- El tiempo de exposicion tiene un efecto potenciador de la actividad del florfenicol
sobre Aeromonas hydrophila y Aeromonas veronii, independientemente de la
temperatura de cultivo.

- El florfenicol tiene un comportamiento mixto (concentracion-dependiente y
tiempo-dependiente en Aeromonas hydrophila y Aeromonas veronii.

- Es posible extraer florfenicol desde plasma de esturion ruso y detectarlo y
cuantificarlo mediante HPLC-UV abarcando un rango de concentraciones que va de
los 50 a los 1000 ng.mL".

- A temperatura de 15°C la biodisponibilidad de florfenicol en esturion ruso es
notoriamente superior que a 25°C, ya sea por via intraperitoneal (2,17 veces
superior) u oral (13,8 veces superior).

- A una temperatura ambiente de 15°C, las vias intraperitoneal y oral constituyen
una alternativa terapéutica eficaz para el tratamiento con FFL de las infecciones por
Aeromonas hydrophila y Aeromonas veronii sensibles al firmaco. A temperaturas
mayores no es posible ajustar un modelo terapéutico a partir de los parametros
farmacométricos obtenidos en este estudio.

- La posologia terapéutica del florfenicol deberia considerar un ajuste en los tiempos

de dosificacion reiterada y ajuste de dosis teniendo en cuenta las variables de
temperatura y vias de administracion en las condiciones de cultivo de Uruguay.
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Resumen

Summary

Nuestro pais es referente a nivel mundial en algunos sectores
de la acuicultura tales como la produccién 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 méviles (SAM) es la enfermedad infecciosa més
prevalente en la piscicultura nacional. Las dificultades para el
acceso en el pais a formulaciones especificas para acuicultura
y la carencia de informacién farmacologica para las especies y
condiciones de cultivo nacionales, provocan en muchos casos
un uso indebido de los firmacos 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-
vuldnico, ampicilina, ampicilina dicloxacilina, enrofloxacina,
eritromicina, nitrofurantoina, oxitetraciclina, penicilina, tiamfe-
nicol y sulfametoxazole-trimetropim. Se hallé 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.

Palabras clave: deromonas, resistencia, peces, Uruguay

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,
erythromyein, 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.

Key words: 4eromonas, resistance, fishes, Uruguay
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Introduccién

La acuicultura es la actividad de produccion animal que mas se
ha expandido en las ultimas 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 (FAQ, 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 produccién anual que supera las
600 toneladas de carne de esturién 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 ofras producciones animales, en los estableci-
mientos de piscicultura intensiva ocurren epizootias por diversos
patogenos, dentro de los que se destacan por su prevalencia e im-
portancia las bacterias Gram negativas (Austin y Austin, 2007).
La septicemia por Aeromonas moviles (SAM) es la enfermedad
infecciosa més 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 1ltimas décadas,
debido por un lado al anmento y la gravedad de los casos cli-
nicos observados en pacientes humanos y por otro lado a las
importantes pérdidas econdmicas 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 pafs a formulaciones especificas para acuicultura y

Cuadro 1. Estandares de sensibilidad empleados para la determinacion de r

la carencia a su vez de informacion farmacologica 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 comeo animal, para Janda y Abbott (2010)
la susceptibilidad in vitre de Aeromonas spp. a los antimicrobia-
nos es un area clave del conocimiento de los aeromonadales que
ha recibido poca atencion en las ultimas décadas.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar los perfiles de re-
sistencia a los antimicrobianos desarrollados por un niumero re-
presentativo de aeromonadales 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. hvdrophila v 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 determiné el tipo y la frecuencia de uso de an-
timicrobianos. Se evaluo la susceptibilidad de cada aislamiento
hacia diez antimicrobianos entre los que se incluyen aquellos
empleados en la acuicultura nacional, a saber: amoxicilina dcido
clavulanico (AMC 2:1, 20pg), ampicilina (AP 10pg), ampicili-
na dicloxacilina (AMD 10:1, 10ug), enrofloxacina (ENO 30pg),
eritromicina (ER 15pg), nitrofurantoina (NF 300pg), oxitetraci-
clina (OT 30pg), penicilina (P 10U), tiamfenicol (TFM 65ug)
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

ia en los aisl tos de 4

spp. movi-

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

Antimicrobiano Diametro del halo en milimetros e
S R I

Amoxicilina (20ug) + Acido clavulanico (10ug) =18 =13 14a17 BD; CLSL 2006
Ampieilina (10ug) >17 <13 14216 BD
Ciprofloxacina (5pg) =21 <15 16a20 BD; CLSL 2006
Cloramfenicol (30pg) =18 <12 13a17 CLSI, 2006
Eritromicina (15pg) =223 <13 14a22 BD
Levofloxacina (Spg) >17 <13 14a16 BD; CLSI, 2006
Nitrofurantoina (300ug) =17 <14 15a16 BD

Penicilina (10U) >15 <14 sin dato BD
Sulfametoxazole (25pg) + Trimetoprim (1,3pg) >16 <10 11al5 BD: CLSI, 2006
Tetraciclina (30 pg) >19 <14 15al8 BD; CLSI, 2006

I: sensibilidad intermedia, R: resistente, S: sensible

BD: Becton Dickinson ®
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que figura en el manual M42-P del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2005). Se empleo la cepa
tipo de 4. hydrophila ATCC 7966% como control de calidad
del procedimiento.

La discriminacién entre bacterias sensibles, resistentes e in-
termedias se basé en los estdndares especificados por CLSI
para Aeromonas hydrophila (CLSI, 2006). En los casos en
los que dicho estandar no posee informacién para el anti-
microbiano empleado, se utilizé la informaciéon existente
para drogas de la misma familia o el estandar de sensibilidad
aportado por el fabricante de los Sensi-Discs® (Bekton Di-
ckinson, BD) (ver Cuadro 1).

Se consideraron aislamientos susceptibles a la accién de
un antimicrobiano determinado a aquellos cuyos halos de
inhibicién correspondieron tanto a la categoria “resistente”,
como “intermedia”. Este criterio se basa en que los estan-
dares de resistencia existentes en la actualidad no han sido
evaluados en patégenos de organismos acuéticos y a su vez
no se han desarrollado modelos farmacométricos en peces
para dichas drogas (del Rio-Rodriguez y Turnbull, 2002;
Smith y col., 1994).

Se determinaron las diferencias de susceptibilidad entre es-
pecies mediante el empleo del test de Chi® con un nivel de
confianza del 95% (software Statgraphics version 16.1.18).
Se calculé a su vez el “Indice de Multirresistencia a Antimi-
crobianos” (MAR), como el cociente entre el mimero de anti-
microbianos a los que un aislamiento fue susceptible sobre el
numero de antimicrobianos evaluados para ese aislamiento.
Valores de MAR mayores o iguales a 0.2 son indicativos de
aislamientos con alto riesgo de proceder de ambientes donde
se hace uso habitual de antibimicrobianos, los valores infe-
riores o iguales a 0.2 indican aislamientos procedentes de
ambientes donde el uso de antimicrobianos es minimo o nulo
(Krumperman, 1983). Para aumentar la confiabilidad de los
resultados se excluyeron los antimicrobianos p-lactamicos
de este analisis debido a que para algunos autores este grupo
bacteriano es naturalmente resistente a la accion de estos far-
macos (Aoki, 1999; Martin-Carnahan y Joseph, 2005)

Cuadro 2. Resultados del antibiograma realizado sobre deromonas spp.

moviles aisladas de peces cultivados en Uruguay, método de difusion en

placa segiin documento M45-P de CLSI (los valores corresponden al dia-

metro del halo de inhibicion en milimetros).

Assla-
mien- AMC AMD AP ENO ER NF oT P TFM SXT
to
Al 20 - B 37 20 25 32 - 36 36
A2 21 - - 34 24 25 33 - 34 32
Bl 15 - - 37 20 23 32 - 33 33
B2 18 - - 38 19 26 33 - 35 34
c1 12 - - 30 19 20 24 - 33 26
H1 15 - - 3 9 24 23 - 32 23
H2 15 - - 32 15 24 35 - 36 36
H3 16 - - 37 15 24 34 - 36 35
H4 1 - - 31 18 24 30 - 2% 32
HS 17 - - 37020 23 32 - 33 35
HE® 14 - - 35 16 23 33 - 33 35
12 - - 390 17 25 35 - 41 32
HS 14 - - 33 15 23 9 - - -
HY 13 - - 2 2w 21 - - - B
HI0O 13 - - 33 23 21 29 - 31 30
HII 15 - - 200 15 22 30 - 31 20
HIZ 15 - - 3 17 2 33 - 32 33
HI3 10 - . 32 18 21 27 - 29 20
P1 13 - - 31 13 20 26 - 33 20
P> 13 - - 32 15 20 20 - 32 20
P 12 - - 32 18 21 28 - 32 25
P4 13 - - 29 16 19 23 - 29 25
Ps 15 - - 32 16 21 23 - 32 24
V1 15 - - 43 22 25 33 - 35 35
V2 14 - - 20 15 21 10 - 32 25
Vi 13 - - 3 21 22 13 - - 25
V4 16 - - 39 24 22 35 - 32 38
Vs 16 - - 37 21 2 9 - 32 24
V6 15 - - 21 24 19 13 - - 32
v 14 - - 25 18 24 - - 36 26
V8 13 - - 31 12 21 26 - 32 19
ve 20 - - 26 16 23 27 - 33 22
viee 14 - - 3 15 21 23 - 32 23
Vil: 16 - - 34 18 21 24 - 33 25

Resultados

En el cuadro 2 se presentan los perfiles de sensibilidad desar-
rollados por los distintos aislamientos ante los diferentes an-
timicrobianos evaluados. Todos los aislamientos evaluados
son resistentes a las penicilinas, ya sea naturales o sintéticas.
La adicion de un inhibidor de las p-lactamasas (acido cla-
vulénico), 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 epizoético
poseen perfiles de sensibilidad similares entre si, salvo en
una ocasién en que dos aislamientos epizootiolégicamente
relacionados no comparten el mismo perfil de sensibilidad

AMC: amoxicilina 4cido clavulanico (2:1, 20pg), AMD: ampicilina dicloxacilina

(10:1, 10pg), AP: ampicilina (10pg), ENO: enrofloxacina (30pg), ER: eritromicina

(15pg), NF: nitrofurantoina (300pg), OT: oxitetraciclina (30ug), P: penicilina (10U),
TFM: tiamfenicol (65pg), SXT: sulfametoxazole trimetropim (19:1, 25ug).

Se destacaron en negrita aquellos halos correspondientes a sensibilidad intermedia o

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

discos empleados.

(-) corresponde a aquellos casos donde no se detecto inhibicion del erecimiento

bacteriano.

2, b < 4 ¢ letras iguales indican aislamientos procedentes de un mismo brote epizoo-

tiolégico.

57



(V3-V4).

En la Figura 1 se muestra la proporciéon 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 nimero 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 nimero 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-

40
30

20

10:

% de aislamientos

0
\J N .
QQ 0:\ Q':l? DP B“P Q'@ Q"\ B"\
indice MAR

_ Figura 1. Grifico en el que se representan los diferentes valores del
Indice de Multirresistencia a los antimicrobianos (MAR) observado en
aislamientos de deromonas spp. méviles 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 histéricamente 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 dero-
monas spp.. los aislamientos nacionales deben considerarse en
general resistentes a los macrélidos y penicilinas naturales v 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 presién 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 méviles 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 A. hvdro-
phila es mas resistente a los antimicrobianos que 4. 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 antibiéticos
analizados (Chi’=104,627; g.1.: 306; p=1,0).

Los hallazgos realizados en el marco de esta investigacion re-
velan el elevado nimero 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 aeromoniasis que puedan ocurrir en las pisci-
culturas, sino ademés 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 acudtico (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 diagnéstico
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 Aero-
monas spp. procedentes de peces cultivados en nuestro pais que
son multirresitentes a los antimicrobianos.

Todos los aislamientos analizados fueron susceptibles a la acci-

o6n de los antimicrobianos enrofloxacina y nitrofurantoina.Bib
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	RESUMEN
	Nuestro país es el principal productor de esturiones del hemisferio sur y unos de los diez mayores productores de caviar a nivel mundial. En piscicultura, al igual que en otras producciones animales, el estrés que implican las condiciones intensivas de cultivo conlleva al desarrollo de enfermedades, hecho que se ve agravado para el caso de la cría de esturiones en Uruguay, debido al estrés térmico sufrido por estos animales de clima frío en los meses cálidos de la zona neotropical. El desarrollo de epizootias por Aeromonas spp. móviles es la principal enfermedad infecciosa que afecta esta producción en nuestro país. Dichos brotes han sido tratados de forma empírica con diversos antimicrobianos de entre los cuales el florfenicol (FFL) se destaca por haber resultado efectivo y ser uno de los tres únicos fármacos aprobados por la FDA. Tomando como hipótesis de trabajo que la no existencia de una terapéutica adecuada para el tratamiento de estas afecciones era un factor predisponente al desarrollo de resistencia antimicrobiana y que la temperatura ambiente jugaba un rol preponderante tanto en la farmacodinámia como en la farmacocinética de la droga, nos planteamos el objetivo general de establecer el perfil de resistencia a los antimicrobianos que presentan las bacterias patógenas que se aíslan de esturiones cultivados en Uruguay y realizar una caracterización farmacocinética/farmacodinámica del empleo de florfenicol en Acipenser gueldenstaedtii como agente terapéutico frente a Aeromonas spp., teniendo en cuenta la estacionalidad del cultivo. La determinación de perfiles de sensibilidad a distintos antimicrobianos de uso común en la piscicultura nacional permitió detectar la existencia de aislamientos fenotípicamente resistentes al FFL, los cuales a su vez son portadores del gen de resistencia a los anfenicoles floR. A partir de los estudios farmacodinámicos fue posible comprobar una relación directa entre la temperatura de cultivo de los microorganismos en estudio y el efecto inhibidor del crecimiento del FFL, de manera tal que, a 15ºC la concentración inhibitoria mínima (CIM) es de dos a seis veces menor que a 25º ó 35ºC, lo que a su vez se ve reflejado en un aumento considerable en el diámetro del halo de inhibición. Por otra parte, a partir del estudio de la cinética de muerte bacteriana en presencia de FFL fue posible observar un efecto sinérgico entre el tiempo de exposición y la temperatura de cultivo, de modo tal que a temperaturas elevadas (25º a 35ºC), el tiempo de exposición prolongado (24 a 48 horas) potencia el efecto del fármaco. Convalida la información los datos diferenciales obtenidos en la simulación de los perfiles y parámetros farmacocinéticos a diferentes temperaturas, vías de administración y posologías. La presente tesis plasma los aspectos más relevantes a la hora de instaurar la terapéutica con FFL en el control de Aeromonas spp. móviles en esturiones rusos en las condiciones que se realiza la piscicultura en Uruguay.
	SUMMARY

	Uruguay is the main producer of sturgeon in the southern hemisphere and one of the top ten caviar producers worldwide. In fish farming, as in other animal productions, the stress implied by the intensive farming conditions, leads to the development of diseases, a fact that is aggravated in the case of sturgeon’s farming in Uruguay, due to the thermal stress suffered by these cold weather animals in the warm months of the neotropical region. The development of epizootics by motile Aeromonas spp. is the main infectious disease that affects this production in the country. These outbreaks have been empirically treated with various antimicrobials, among which florfenicol (FFL) stands out, both for being effective and for being one of the only three drugs approved by the FDA. Taking as a working hypothesis that the lack of an adequate therapeutics for the treatment of these conditions was a predisposing factor to the development of antimicrobial resistance and that temperature played a preponderant role in both the pharmacodynamics and the pharmacokinetics of the drug, we propose the general objective of establishing the antimicrobial resistance profiles of the pathogenic bacteria that are isolated from sturgeons from Uruguay and carrying out a pharmacokinetic/pharmacodynamic characterization of the use of FFL in Acipenser gueldenstaedtii as a therapeutic agent against Aeromonas spp., taking into account the seasonality also. The determination of sensitivity profiles to different antimicrobials commonly used the Uruguayan aquaculture allowed us to detect the existence of isolates phenotypically resistant to FFL, which in turn are carriers of the floR gene. From the pharmacodynamic studies it was possible to verify a direct relationship between the culture temperature of the microorganisms under study and the growth inhibitory effect of the FFL, in such a way that, at 15ºC, the minimum inhibitory concentration (MIC) is two to six times less than at 25º or 35ºC, which in turn is reflected in a considerable increase in the zone diameter. On the other hand, from the study of the kinetics of bacterial kill in presence of FFL it was possible to observe a synergistic effect between the exposure time and the culture temperature, such that at high temperatures (25º to 35ºC), the time prolonged exposure (24 to 48 hours) enhances the effect of the drug. The information is validated by the differential data obtained in the pharmacokinetic profiles and parameters at different temperatures and routes of administration. This thesis shows the most relevant aspects when establishing FFL therapy in the control of motile Aeromonas spp. in Russian sturgeon under the Uruguayan farming conditions.
	1. INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES ESPECÍFICOS
	2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
	4. OBJETIVOS GENERAL
	Establecer el perfil de resistencia a los antimicrobianos que presentan las bacterias patógenas que se aíslan de esturiones cultivados en Uruguay y realizar una caracterización farmacocinética/farmacodinámica del empleo de florfenicol en Acipenser gueldenstaedtii como agente terapéutico frente a Aeromonas spp., teniendo en cuenta la estacionalidad del cultivo.
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