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La resistencia a los antibidticos es un
problema serio, tratado recientemente
en una sesion especial de Naciones
Unidas, la cual convocod a los lideres
mundiales a delinear un plan de accién
urgente (Anonimo, 2016a). Se calcula
que al aflo mueren 700 mil personas
por infecciones producidas por agentes
resistentes a los antibiéticos en todo el
mundo (Anénimo, 2016b). La resistencia a
los antibidticos también es un problema
econdmico; de no tomar una accién
seria e inmediata de aqui al 2050, los
costos globales ascenderédn a USS 100
trillones. La conexién del problema con la
actividad del hombre estd ampliamente
demostrada. El aumento en la incidencia
de infecciones humanas, producto
de microorganismos resistentes esta
en estrecha relacién con el uso de los
antibioticos (Blair y col, 2015). Residuos
depositados en el medio ambiente,
pueden conllevar a la seleccion de
bacterias ambientales que contienen
marcadores o genes de resistencia a
antibioticos, las cuales a su vez pueden
transmitir dichos marcadores a bacterias
patégenas  humanas  volviéndolas
resistentes (Berendok y col, 2015).

De las actividades humanas que
requieren la utilizacién constante vy, a
veces, elevada de antibioticos, estan las
relacionadas con la produccién animal.
Este uso se justifica para mantener
controladas las infecciones causadas
por agentes patégenos, ademas de
ser coherente con las directrices de
bienestar animal que regulan las buenas
practicas de cultivo. En nuestro pafs, en
los dos ultimos afios, la salmonicultura
ha demandado anualmente mas de 500
toneladas métricas de estas moléculas,
principalmente dos principios activos:
florfenicol y oxitetraciclina (Sernapesca,
2015, 2016). Estas drogas estan
destinadas especialmente al tratamiento
de brotes de Piscirickettsiosis, una
enfermedad septicémica  también
conocida como Septicemia Rickettsial
Salmonidea (SRS). Los brotes frecuentes
de SRS, que afectan a los planteles de
peces en fase de engorda, se traducen en
mortalidades elevadas de no ser tratados
con antibiodticos rapidamente.

El escenario anterior probablemente
ha ejercido una presion selectiva sobre
la poblacion silvestre de aislados de P
salmonis, permitiendo el surgimiento
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de bacterias con un grado disminuido
de susceptibilidad a los antibidticos. De
hecho, un estudio publicado por nuestro
laboratorio dio cuenta de la deteccién de
aislados resistentes a quinolonas (acido
oxolinico, flumequina, QUI), florfenicol
(FFC) y/u oxitetraciclina (OTC) (Henriquez
ycol,2016). Para esta Ultima droga, el valor
detectado de concentracién inhibitoria
minima (CIM) para ciertos aislados fue
bastante elevada, situdndose muy por
encima del valor de corte establecido.
Al contrastar este valor con el nivel
plasmatico que alcanza la droga en el pez
(Elemay col, 1996), es posible predecir un
fallo terapéutico de los tratamientos de
OTC aplicados a brotes de SRS producidos
por este tipo de aislado. El objetivo del
presente estudio fue contribuir a entender
la genética detras del fenotipo resistente
a OTC de P salmonis.

Los marcadores de resistencia a
antibidticos pueden ser cromosomales, o
bien estar ubicados en elementos méviles
como transposones, islas gendmicas,
integrones y plasmidos. Un estudio
gendmico realizado en la cepa P. salmonis
LF-89 (ATCC VR-1361), ha identificado la

presencia de plasmidos (Pulgar y col,
2015), lo que sugiere la capacidad de la
bacteria de adquirir material genético
desde fuentes externas. No obstante, esta
cepa muestra valores de CIM similares a
cepas silvestres susceptibles a QUI, FFC
y OTC (Tabla 1). En cambio, el aislado
AY3800B, el cual se recuperd desde
salmén Atlantico (Salmo salar) durante
un brote ocurrido en la regién de Aysén en
2013, es altamente resistente a OTC (CIM =
256 pg/ml). Consistente con lo observado
hasta ahora, respecto de la resistencia
a antimicrobianos de las cepas de P
salmonis, el aislado AY3800B es de tipo
LF-89 (Saavedray col, 2017). Para indagar
acerca de la presencia de plasmidos, se
realizé un analisis del contenido de ADN
mediante purificacién de ADN genémicoy
plasmidial en fracciones independientes.
La figura 1 muestra la presencia de
varias moléculas en la fraccién de ADN
plasmidial del aislado AY3800B. Este
resultado sugiere que AY3800B contiene
plasmidos, al igual que otros aislados de
P salmonis. En efecto, la secuenciacion
y anotaciéon completa del genoma
de AY3800B realizada en la unidad de
bioinforméatica de ADL, resultd en un

Tabla 1. Perfiles de susceptibilidad a antibidticos y caracteristicas genéticas de aislados de P salmonis.

Aislado SRIOOTIRSle L o Tamaiio G: 0 Descripcion
cepa (ng/ml) replicon (%)

QuI'=0,06
FFC=05
0TC=0,5

LF-897 Tipo LF-89

QuI=003
FFC=0,5
OTC* = 256

AY3800B Tipo LF-89

Cromosoma ~3,2Mb 39,7
pSLF89-1 180 kb 38,9
pSLF89-2 33,5kb 40,6
pSLF89-3 51,5kb 39,0
pSLF89-4 57,4 kb 373

Cromosoma ~3,2 Mb 39,7

p1PS10 60 kb 37,7
p2PS10 33,5kb 40,6
p3PS10 45,7 kb 55,0
p4PS10 188 kb 39,1

*Resistencia a OTC segln valor de corte epidemioldgico reportado en Henriquez y col, 2016.
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Figura 1. Perfiles de ADN genémico (carril gDNA)
y plasmidial (carril pDNA) del aislado P. salmonis
AY3800B. M, estandar fago A/Hindlll.

2.634 Genes esenciales, genes de virulencia.
La mayorfa genes hipotéticos,
138 junto con elementos de insercién
(transposasas).
35 La mayoria genes hipotéticos y
transposasas.
4 La mayoria genes hipotéticos y
3 :
transposasas. Proteinas de fago.
63 La mayorfa genes hipotéticos.
3.031 Genes esenciales, genes de virulencia.
Componentes aparato conjugacion.
66 Genes hipotéticos. Sistema toxina-
antitoxina.
M Proteinas de fago, transposasas,
genes hipotéticos.
Genes de resistencia a tetraciclinas,
cloranfenicol, sulfonamidas y
52 o
estreptomicina. Componentes de
aparato de conjugacion tipo T4SS.
299 En su mayoria genes hipotéticos.

Proteinas de fago. Transposasas.
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cromosoma de ~3,2 Mb, junto a cuatro
plésmidos de 60, 33.5,45.7y 188 kb (tabla
1) (Bohley col, 2017).

Un punto interesante de discutir es
el contenido del plasmido p3PS10
del aislado AY3800B. La secuencia
nucleotidica de este elemento posee
un % G+C superior al compararlo con
los otros elementos que componen su
genoma (55% vs 39% en promedio). El
contenido de G+C es un buen indicador
de transferencia o adquisicion horizontal
de genes. La diferencia que muestra
p3PS10 indica que pudo ser adquirido
por el aislado AY3800B desde una fuente
externa durante su evolucion. Alcomparar
la secuencia de p3PS10, observamos que
una parte importante (35 kb, sobre 99%
de identidad) estd relacionada con un
plésmido encontrado en la cepa EIB202

A

(o)

de Edwardsiella tarda, un patégeno de
peces. pEIB202 codifica para una serie
de genes relacionados con resistencia
a diversos antibioticos, ademas de un
sistema de secrecion que ayudaria a su
transferencia fuera de la bacteria (Wang
y col, 2009). Similar a pEIB202, p3PS10
contiene 52 secuencias codificantes
(CDSs), de las cuales seis corresponden
a determinantes genéticos ligados a la
resistencia a tetraciclinas, cloranfenicol,
sulfonamidas y estreptomicina (Tabla
1). Otras 16 CDSs corresponden a un
sistema de secrecion de tipo 4 (T4SS),
funcionalmente asociado a aparatos de
conjugacién  bacterianos encontrados
en otros plasmidos capaces de
auto transferirse. Un esquema de la
organizacion genética del plasmido
p3PS10 se muestra en figura 2A.
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Figura 2. Organizacion genética de A) p3PS10y B) determinante de resistencia
a tetraciclina. En rojo, genes relacionados a resistencia a antibiéticos;

en verde, genes que codifican un T4SS relacionado hipotéticamente con
autotransferencia del plasmido. Nimero debajo de la CDS corresponde al

% de similitud de secuencia (aminoéacidos) con respecto al determinante de
resistencia a tetraciclinas de pRAS1. Nomenclatura: tnp, transposasa; tetA,
bomba de expulsion de tetraciclinas; tetR, regulador transcripcional; pgm,

fosfoglucomutasa (parcial).

Cabe sefialar que el determinante
genético de resistencia a tetraciclinas
encontrado en p3PS10, tetAR, presenta
una similitud por sobre 40% a nivel de
secuencia de aminoacidos respecto
del encontrado en el pldésmido pRAS1
(figura 2B). Este Ultimo, es responsable
de conferir resistencia a OTC en una serie
de aislados de Aeromonas salmonicida
recuperados en Noruega, a finales de
la década de los 80 (Sorum y col, 2003).
Aunque el origen de p3PS10 es materia de
especulacion, lo cierto es que bacterias
ambientales acuaticas resistentes a OTC,
con valores de CIM similares o superiores
a AY3800B, ya han sido aisladas (Miranda
y Zemelman, 2002). Es interesante
comentar que la diversidad de genes de
resistencia a OTC en dichas bacterias
ha sido definido (Miranda y col, 2003).
Sin embargo, el determinante tetAR de
p3PS10 no coincide con ninguno de
los reportados en el citado estudio. Se
requiere mas investigacién para aclarar
este y otros aspectos mas funcionales
de la resistencia a los antibioticos por
parte de P salmonis. En este sentido,
nuestro laboratorio ha incorporado, en
la herramienta diagndstica ATBPLEX®,
la capacidad de deteccion (en tejido)
de aislados de P. salmonis resistentes a
OTC, lo cual permite no solo identificar
el agente, sino también elegir la terapia
antimicrobiana adecuada durante un
brote de SRS. Utilizando esta herramienta,
hemos detectado el DNA de aislados
resistentes a OTC en peces afectados por
SRS durante la temporada 2016. Por lo
tanto, la potencial transmisibilidad en el
ambiente marino de p3PS10 hace de este
elemento una amenaza latente que, de
ser transferido a otros hospederos, puede
conferir ~ fenotipos  multirresistentes
no sélo a P salmonis, sino también a
otros patogenos acuaticos. Nuestra
investigacion en curso permitira definir
este y otros aspectos de la biologia de
este plasmido e
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