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Resumen

Para determinar la variedad y resistencia frente a antibacterianos, durante un periodo productivo en el cual no se utiliza-
ron antibiéticos, en dos piscicolas del departamento del Meta, se obtuvieron muestras de agua y sedimento de donde se
aislaron bacterias pertenecientes al grupo de heterétrofas Gram negativas. Las muestras se sembraron en medios selec-
tivos Agar TCBS, McConkey, Citéfaga, Cetrimide y Plate Count Agar para hacer recuentos bacterianos con las Técnicas
de Analisis Microbiolégico de la ICMSF vy el Standart Methods. Las colonias diferentes de cada medio se repicaron para
identificacion bioquimica con kit comercial BBL-cristal®, y para el estudio de resistencia a seis antibacterianos se emple6
el procedimiento descrito por Kirby-Bauer. La multi-resistencia, se estimé con el indice resistencia mltiple a antibioticos
(MAR), y el indice de abundancia relativa (IAR) se calculé de acuerdo con Latorre (2007). Se identificaron 19 cepas
bacterianas, seis correspondieron a Klebsiella pneumoniae, cinco a Enterobacter sp y cloacae, y las demds a Pseudomonas
fluorescens y aerouginosa, Chryseobacterium sp. y gleum, Sphingobacterium multivorum, Serratia marcescens y Tetrathiobac-
ter mimigardefordensis. Todas las cepas aisladas fueron resistentes a Eritromicina y el mayor indice de multi- resistencia lo
presentd Enterobacter cloacae con 1.00 y 0.8. El mayor IAR correspondié a enterobacterias (2800ufc/g). El encontrar seis
cepas de Klebsiella pneumonidae y cinco de Enterobacter sp con diferentes indices de resistencia en los dos ambientes
analizados, indica la gran variabilidad de estas especies. La resistencia de todos los microorganismos a Eritromicina, y el
alto IMR de Enterobacter, demuestran que el uso de antibiéticos en acuicultura, sumado a la alta concentracién de ente-
robacterias puede tener efectos ambientales adversos que podrian repercutir en la salud pdblica.

Palabras clave: cepas bacterianas, estanques, microorganismos, MAR, IAR

Abstract

Bacterial aerobic gram negative heterotrophic community was isolated from water and sediment to determine the variety
and antibacterial resistance during a productive period in which no antibiotics were used in two fish farms of Meta country.
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Introduccién

Samples were plated on selective medium TCBS Agar, McConkey, Citéfaga, Cetrimide and Plate Count Agar toperform
bacterial counts with the Technical Analysis of Microbiological ICMSF and the Standard Methods. The different colonies
were replicated to each medium biochemical identification BBL-Cristal® commercial kit, and for the study of the six anti-
bacterial resistance was used the procedure described by Kirby -Bauer. The multi - resistance was estimated by the multiple
antibiotic resistance index (MAR) and the relative abundance index (RAI) was calculated according to Latorre (2007).19
bacterial strains were identified, six were for Klebsiella pneumoniaeand five Enterobacter sp cloacae, and others: aerougi-
nosa Pseudomonas and fluorescens, Chryseobacterium sp. and gleum, Sphingobacterium multivorum, Serratia marcescens
and Tetrathiobacter mimigardefordensis. All isolates were resistant to erythromycin and the highest rate of multi- resistant
Enterobacter cloacae presented him with 1.00 and 0.8. The biggestRAl accounted enterobacteria (=800 cfu/g). Finding six
strains of Klebsiella pneumonidae five Enterobacter sp with different resistance rates in both environments analyzed, indica-
tes the great variability of these species. The resistance of all microorganisms to erythromycin, and high MAR Enterobacter
show that the use of antibiotics in aquaculture coupled with the high concentration of enterobacter may have adverse
environmental impacts that could affect public health.

Key words: bacterial strains, ponds fish, microorganismos, MAR, RAI

Resumo

A comunidade bacteriana heterétrofa aerdbica gram negativa, foi isolada de agua e sedimento para determinar a varieda-
de resisténcia a antibacteriano se em duas granjas piscicolas do estado do Meta, durante um periodo produtivo no qual
ndo foram utilizados antibiéticos. As amostras de agua e sedimento foram sermeadas em meios seletivos de Agar TCBS,
McConkey, Citéfaga, Cetrimide e Plate Count Agar para fazer as contagens bacterianas com as Técnicas de Andlises Mi-
crobiolégico da ICMSF e o Standard Methods. As col6nias diferentes de cada meio foram replicadas para identificacao
bioquimica com kit comercial BBL-cristal®, e para o estudo da resisténcia os seis antibacterianos foi empregado o procedi-
mento descrito por Kirby-Bauer. A multirresisténcia, foi estimada pelo Indice resisténcia mdltipla a antibiéticos (IMAR) e o
indice de abundancia relativa (IAR), foi calculado de acordo com Latorre (2007). Foram identificadas 19 cepas bacterianas,
seis corresponderam a Klebsiella pneumoniae, cinco a Enterobacter sp y cloacae, e as demais a Pseudomonasfluorescens
e aerouginosa, Chryseobacterium sp. e gleum, Sphingobacterium multivorum, Serratia marcescens e Tetrathiobacter mimi-
gardefordensis. Todas as cepas isoladas foram resistentes a Eritromicina e o maior indice de multirresisténcia apresentou
Enterobacter cloacae com 1.00 e 0.8. O maior IAR correspondeu as enterobacterias (=800 ufc/g). As seis cepas de Kleb-
siella pneumonidae e cinco de Enterobacter sp com diferentes indices de resisténcia encontrada em todos os ambientes
analisados, indica a grande variabilidade destas espécies. A resisténcia de todos os micro-organismos a Eritromicina, e o alto
IMR de Enterobacter demostram que o uso de antibidticos na aquicultura aliado a alta concentracdo de enterobacterias

pode ter efeitos ambientais adversos e repercutir na saide publica.

Palavras chave: cepas bacterianas, viveiros, micro-organismos, MAR, IAR

phila, A. salmonicida, Edwarsiella tarda, Pasteurella pis-
cicida, Vibrio alguillarum y Yersinia ruckeri, entre otras

En los ambientes acudticos, la variedad bacteriana jue-
ga un papel importante en la descomposicion de la ma-
teria organica (MQO) y el reciclaje de nutrientes (TSertova
etal., 2013); sin embargo, la acuicultura intensiva ha ge-
nerado ambientes artificiales que involucran la adicién
de abonos organicos, disminucién en las tasas de re-
cambio de agua, aumento en la densidad de siembray
administracion de altas cantidades de alimento; factores
que influyen en la formaciéon de MO que se acumula en
el sedimento, favoreciendo asi, el crecimiento de una
abundante variedad microbiana tanto patégena como
oportunista (Gastalho et al., 2014; Negrete et al., 2004;
Ranjard et al., 2000). Esta dinamica poblacional puede
ser alterada por el suministro de altas cantidades de an-
tibidticos al agua (Martinez, 2008).

Estudios han demostrado la presencia de patégenos
bacterianos en peces incluyendo Aeromonas hydro-

(Jha et al., 2008; Sarter, 2007; Hatha, 2005).

En Colombia, segin Eslava (2008), se han presentado
brotes por Flavobacterium columnare, Aeromona hy-
drophila'y Edwardsiella tarda; Iregui et al., (2004) repor-
t6 Streptococcus sp en tilapia. Igualmente, Hernandez
et al., (2009) reportaron Streptococcus sp en tilapias
con pesos entre 20 y 150 g, Penagos et al., (2008)
reportaron Mycobacterium sp en peces ornamentales,
mencionando, ademas, que la deficiencia en el diag-
néstico y las practicas inapropiadas de manejo de los
peces ponen en riesgo la salud publica.

Desde los afos 70, en granjas piscicolas se vienen
usando antimicrobianos (quimicos y antibiéticos) sin
restriccion, para controlar la proliferaciéon de microor-
ganismos y tratar infecciones producidas por paté-
genos bacterianos de peces, incluyendo aquellos no
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biodegradables que persisten en el ambiente acuatico.
Ademas, se utilizan como promotores de crecimiento
incorporados en el alimento o administrados directa-
mente en el agua, generando una carga alta de resi-
duos en el sistema productivo (Petersen et al., 2002).
Uno de los primeros en utilizarse fue sulfonamida,
que se le adiciond trimetoprim a finales de los afos
80 (Negrete et al., 2004; Lunden y Bylund, 2000). En-
tre los antibioticos mas empleados en acuicultura esta
la oxitetraciclina, que persiste en el sedimento de 50
a 64 dias después de haber sido suministrado con el
alimento (Luna et al., 2003); sus residuos se han encon-
trado en sedimento superficial y sub-superficial a una
distancia de hasta 30 metros, en cultivos en jaulas (Ca-
pone et al., 1996). Eso puede afectar el crecimiento y
la supervivencia del erizo de mar al destruir bacterias
importantes en el metabolismo del nitrogeno (Camp-
bell et al., 2001).

Tales practicas en el ambiente acuicola han generado
un medio para la seleccion de especies bacterianas
resistentes a antimicrobianos. Aquello posibilita una
alta frecuencia de intercambio de elementos gené-
ticos movibles, codificadores de la resistencia, entre
ellos plasmidos R conjugativos, integrones y cassettes,
considerados como potenciales donadores (Ishida et
al., 2010). También se ha incrementado el nimero
de bacterias resistentes a antibidticos, lo que obliga
a plantear estrategias claras y precisas para minimizar
la resistencia bacteriana (Alanis, 2006; Negrete et al.,
2004; Fernandez et al.,, 2003).

Variados estudios en peces y ambientes acuaticos en
India, Vietnam, Egipto, Argentina, Chile y otros paises,
han corroborado la presencia de bacterias resistentes
a multiples antibioticos como cloranfenicol, polimyxina
B, oxitetraciclina, ciprofloxacina, streptomicina, genta-
micina, amoxicilina, ampicilina, novoviocina, nitrofu-
rantoina, trimetoprim-sulfa y acido nalidixico (Ishida et
al, 2010; Sarter et al,, 2007; Hathaa et al,, 2005; L6sch
et al, 2005; Miranda et al., 2003; Teuber, 2001). En la
actualidad, el mayor problema es la resistencia de un
mismo microorganismo a multiples medicamentos y la
transferencia horizontal de resistencia entre diferentes
especies bacterianas, lo que dificulta el tratamiento de
enfermedades infecciosas. Este trabajo contribuye al
conocimiento de la diversidad de especies bacterianas
cultivables en sistemas piscicolas y la resistencia a seis
de los antibiéticos utilizados, para establecer su grado
de resistencia o multi-resistencia.

Materiales y métodos

El estudio se hizo el primer semestre del 2011 en dos
piscicolas. Una comercial (granja A), en el municipio

de Castilla la Nueva (Meta), con manejo de aguas
verdes, recirculacion, aplicacion de probidticos y ai-
reacion. Otra psicicola experimental (granja B), en
el Instituto de Acuicultura de los Llanos de la Uni-
versidad de los Llanos, en Villavicencio, con agua
proveniente de pozo profundo, sin recirculacién ni
suministro de aditivos. En cada granja fueron selec-
cionados al azar, tres estanques donde se hicieron
tres muestreos bimensuales en tres puntos de cada
uno (entrada, centro y salida).

Muestras de agua y sedimento

Las muestras de agua se recolectaron en frascos es-
tériles de 100 ml a una profundidad de 15 cm. Las
muestras de sedimento se recolectaron desde un bote
con un tubo PVC estéril de 15 cm de largo y 1.5 cm
de diametro, acoplado a un tubo de mayor longitud
para llegar hasta el fondo del estanque. Las muestras
se trabajaron segun la metodologia adaptada de la In-
ternational Commission on Microbiological Specifica-
tions for Foods (ICMSF, 2002) y el Standard Methods
(2005), haciendo diluciones (10° y 10%) en agua pep-
tonada estéril (APE). Se sembraron alicuotas de 0.1 ml
de las diferentes diluciones en los medios selectivos
Agar Cetrimide, McConkey, TCBS y Citéfaga. Las di-
luciones del sedimento se hicieron a partir de 1 g de
muestra.

Recuento total de microorganismos mesdfilos
aerobios

Para el recuento total de mesdfilos aerobios, de las
mismas diluciones de agua y sedimento, se sembraron
alicuotas en Plate Count Agar. Se incubaron a 30°C
durante 48 horas, para el recuento de las colonias que
se reporté como UFC por unidad de muestra, siguien-
do las Técnicas de Andlisis Microbiolégico de la ICM-
SF (2002) y el Standard Methods (2005).

Aislamiento e identificacion de las colonias

Las colonias aisladas se clasificaron de acuerdo con
la forma caracteristica, tamano, estructura, superfi-
cie, borde, color y opacidad; a las que aparecieron
diferentes en cada uno de los medios, se procedié
a identificar la morfologia por tincion con Gram vy
se hicieron pruebas de reaccién, oxidasa e indol.
Una vez identificadas se repicaron en medio selec-
tivo agar McConkey, se incubaron a 30°C durante
24 horas, obteniendo asi los cultivos de las colo-
nias para las pruebas bioquimicas con kit comercial
(BBL-cristal®); como muestra control se empled E.
coli ATCC 25922.
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Prueba de sensibilidad antibacteriana

Se empled el método descrito por Kirby-Bauer (1966),
se hizo suspension de bacterias en solucion salina fi-
siologica 0.85%, patrén de turbidez equivalente a
0.5 de la escala de Mac-Farland; se sembré en medio
Mueller-Hilton y se utilizaron sensidiscos comerciales
(OXOID® y BBL®) de oxitetraciclina (OT), trimetoprim-
sulfametoxisol (SXT), nitrofurantoina (F/M), ciprofloxa-
cina (CIP), eritromicina (E) y acido nalidixico (NA),(CLSI
2010).

Los resultados se determinaron midiendo el didmetro
del halo de inhibicion de crecimiento y se compararon
con los referentes establecidos para cada antibidtico,
de acuerdo con los estandares internacionales (CLSI
2010). Para muestra control se empleé E. coli ATCC
25922 y se determiné la multi-resistencia, utilizando
el indice de resistencia mdltiple a antibiticos (MAR)
desarrollando la siguiente férmula:

Indice MAR = a/b
Donde:
a = ndmero de antibidticos a los que fue resistente

b = ndmero de antibidticos a los que se expone

Indice de Abundancia relativa

Una vez cuantificadas las bacterias en los medios se-
lectivos, se determiné el indice de abundancia relativa
(IAR), de acuerdo a lo sefalado por Latorre (2007), em-
pleando la expresion:

IAR = 100 * Logion/LogioN

Dénde:

n = conteo en el medio de cultivo
N =recuento total

Para este andlisis, se descartaron las muestras con limi-
te de cuantificacion <10 UFC/ml y >4000 UFC/ml.

Andlisis de resultados

Para el analisis de recuentos bacterianos y en virtud
de la cantidad de datos fuera del limite de cuantifica-
cion, se optd por un andlisis de frecuencias relativas.
Para cada medio de cultivo y muestra (agua-sedimen-
to) se establecieron 4 escalas de valores, se determi-
né el nimero de conteos bacterianos perteneciente
a cada escala y dicha frecuencia se expresé en tér-
minos relativos. El andlisis se desarroll6 atendiendo a
las variables de clasificacion de mayor interés (granja,
estanque, sitio de muestreo). El establecimiento de los
rangos propendio por reflejar la distribucion de los da-
tos, incluyendo categorias para los datos inferiores y
superiores al limite de cuantificacion. Para el caso del
recuento total en sedimento, esta variable fue analiza-
da mediante ANDEVA, previa transformacion (Log 10);
se empled la prueba de comparacion de medias de
Tukey (a0 = 0.05).

Resultados

Recuento Bacteriano

En la tabla 1, se observa que en Agar -Tiosulfato-Ci-
trato-Sales biliares-Sacarosa (TCBS), selectivo para Vi-
brio, el 100% de las muestras de agua analizadas en
las dos granjas presentaron valores inferiores a 10ufc/
ml. Luego de la identificacion bioquimica en sedimen-
to, las pocas colonias encontradas correspondieron a
Klebsiella neumoniae. Entre tanto, en Agar Cetrimide,
selectivo para Pseudomonas, los resultados en agua
determinaron que la mayor proporcion de las mues-
tras estan por debajo del limite de cuantificacion (<10
ufc/ml), para las dos granjas. De manera similar, una
alta proporcion de las muestras en las dos granjas se

Tabla 1. Frecuencias relativas (%) de recuentos bacterianos en dos granjas piscicolas del departamento del Meta.

Medio de R Agua (ufc/ml) Sedimento (ufc/g)
. ranja
cultivo N <10 >10 N <10 >10-99 >100-199 >200

A 27 100 0 24 75.00 16.67 417 417

TCBS
B 24 100 0 24 100 0 0 0
A 27 88.89 11.11 26 46.15 34.62 7.69 11.54

Cetrimide
B 24 95.83 417 24 58.33 37.50 417 0

Obs.: ufc= unidades formadoras de colonias; TCBS= <10: Bajo el limite de cuantificacién
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ubicaron por debajo del limite de cuantificacion en se-
dimento; sin embargo, la distribucion incluyé muestras
en la categoria 2200 ufc/mg, en la granja A.

En Agar McConkey, selectivo para enterobacterias, se
obtuvieron los mayores recuentos en las dos granjas
(2600 ufc/ml en agua e incontables en sedimento,
>800 ufc/ml). Ver tabla 2. Sin embargo, la distribucion
diferencial evidencia que la granja A tiene los mayores
recuentos en agua y sedimento. En el medio de cultivo
Citofaga, selectivo para Aeromonas y Flavobacterium,
la mayor proporcion de las muestras 25.93 y 58.33%
estuvieron en el rango (>10-299 ufc/ml), con los mayo-
res recuentos, tanto en este rango como en los maxi-
mos en la granja B (Tabla 2).

Los resultados del recuento total se presentan en las
tablas 3 y 4. En agua, el rango maximo de conteo se
presentd en la granja A, con 29.63%. En sedimento,
sitio donde se obtuvo el mayor ndmero de organismos
viables, se observé mayor concentracién de bacterias
en la granja B. Con este hallazgo se procedi6 a valorar
si al interior de cada granja se presentaron diferencias
entre los estanques muestreados, lo cual fue verificado
en la granja B, donde el estanque 1 fue significativa-
mente diferente (P<0.05) del 2 y 3 (Tabla 4). En cuanto
a muestreos, en la granja A, la concentracién de bacte-
rias crecié progresivamente, siendo mayor en el mues-
treo 3, con diferencia significativa P<0.05 (Tabla 4).

Bacterias identificadas

Fueron encontradas 18 cepas (Tabla 5) y se presento
mayor diversidad en agua que en sedimento.

Resistencia Bacteriana

Todas las especies evaluadas fueron resistentes a eri-
tromicina, seguida por nitrofurantoina. La menor resis-
tencia se presento a sulfa-trimetoprim y ciprofloxacina.
Igualmente, se registraron diferentes niveles de resis-
tencia a los antibidticos evaluados. El mayor IMR se
presenté en las especies de Enterobacter cloacae (1.00
y 0.83).

Indice deAbundancia Relativa

El mayor IAR en sedimento correspondid, en su or-
den, a flavobacteriaceas, enterobacterias y pseudo-
monaceas (Tabla 6); mientras que en agua, el mayor
IAR correspondié a enterobacterias (79.66+£20.39 vy
67.89£25.93) en las granjas A y B respectivamente, se-
guido de flavobacterias (54.32+13.51 y 63.56+17.65).
El mayor y menor IAR en sedimento se dio en el medio
de cultivo Citofaga y Cetrimide para las granjas Ay B,
respectivamente (Tabla 7).

Discusion

Los recuentos en medios selectivos indicaron que la ma-
yor concentracion de bacterias en el ambiente piscicola

Tabla 2. Frecuencias relativas (%) de conteos microbianos en dos granjas piscicolas del departamento del Meta.

Medio de — Agua (ufc/ml) Sedimento (ufc/g)
. ranja
cultivo N <10 >10-299 >300-599 | =600 N <100 | >100-499 | >500-799 | =800

A 27 | 111 48.15 18.52 22.22 25 4.00 40.00 12.00 44.00

McConkey
B 24 | 125 83.33 4.17 0 24 29.17 41.67 8.33 20.83
A 27 | 59.26 2593 3.70 11.11 25 4.00 48.00 20.00 28.00

Cit6faga
B 24 | 16.57 58.33 8.33 16.67 | 24 25.00 37.50 417 33.33

Obs.: ufc= unidades formadoras de colonias; <10: Bajo el limite de cuantificacién

Tabla 3. Frecuencias relativas (%) de recuento total microbiano en muestras de agua de dos granjas piscicolas del Departamento

del Meta.
Agua (ufc/ml)
Granja
N <100 >100-999 >1000-3999 >4000
A 27 40.74 22.22 7.41 29.63
B 24 16.67 50.00 20.83 12.50

Obs.: ufc= unidades formadoras de colonias; <10: Bajo el limite de cuantificacién.
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Tabla 4. Recuento total de microorganismos viables en sedimento de dos granjas piscicolas del departamento del Meta.

Granja 10 (lLJ‘::gC /) Estanque Log 10(UFC/g) Muestreo Log 10(UFC/g)
1 4.6617 1 4.2615°
A 4.4586 a 2 4.2476 2 43832
3 4.4676 3 4.7653 P
1 4.61572° 1 4.7280
B 4.7899 b 2 4.84127 ° 2 4.8375
3 4.97597 ° 3 4.8031

Obs.: ufc= unidades formadoras de colonias: Letras mintsculas diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P<0.05) segin la
prueba de Tukey.

Tabla 5. Procedencia e identificacién a nivel de género y especie de bacterias gram negativas aisladas de agua y sedimento en dos
granjas piscicolas en el departamento del Meta.

Granjas | Ambiente Bacterias
. Pseudomona )
Klebsiella Enterobacter Tetrathiobacter
A Agua . fluorecens 'y o .
pneumoniae cloacae . mimigardefordensis
P.aureoginosa
i Klebsiella Enterobacter
Sedimento .
pneumoniae cloacae
B A Klebsiella Enterobacter Chryseobacterium | Sphingobacterium Serratia
ua . .
& pneumoniae cloacae gleumy sp multivorum marcecens
. Klebsiella Sphingobacterium
Sedimento . Enterobacter sp p .g
pneumoniae multivorum

(agua y sedimento) corresponde a enterobacterias y
puede deberse al sistema de manejo que se da a los
estanques al abonarlos con heces de animales, ade-
mas de las excretas de los mismos peces y la carga
bacteriana que pueda traer los afluentes; la materia fe-
cal es una de las formas de contaminacion alimentaria,
debido a la facilidad con que los alimentos la pueden
adquirir (Arias y Antillon 2000). Marin et al., (2009), al
analizar tilapia fresca en Costa Rica, encontraron que
el 74 y 58% de las muestras superaron los valores
permitidos de coliformes totales y fecales respectiva-
mente.

En este estudio se encontré que el recuento total de
microorganismos viables fue menor en agua que en
sedimento en las dos granjas e igual a lo reportado
por @Qvreas et al., (2003). En todos los medios, el ma-
yor porcentaje de conteos maximos se presentaron
en la granja A y hubo ademas diferencia significati-
va P<0.05 entre muestreos, lo que refleja aumento
respecto al tiempo. Estos resultados se deben prin-
cipalmente a factores de manejo (utilizacion de ai-

readores, alta densidad de siembra, administracion
de probidticos, ademas de los factores ambientales),
que crean un habitat definido para la seleccion de
bacterias. La granja B solo presenté recuentos ma-
yores a los de la granja A en sedimento. Posiblemen-
te, esto se debid a la cantidad de materia organica
sedimentada, pues no tener practicas periodicas de
manejo disminuye la dinamica del ambiente, y crea
un nicho para mayor presencia de patégenos u opor-
tunistas; quiza por la misma razén no hubo diferencia
significativa entre muestreos.

Respecto a la identificacion y resistencia a antimicrobia-
nos, encontrar cinco cepas de Klebsiella pneumonidaee,
igual nimero de Enterobacter sp con diferentes indices
de resistencia y en todos los ambientes analizados,
demuestra la gran variabilidad de estas especies. Esta
variabilidad puede ser reflejo de los cambios en los
ecosistemas naturales que altera la dinamica de la po-
blacién, incluyendo la seleccién de resistencia a anti-
bidticos, que es transferida a otros microorganismos,
y hace que las alternativas terapéuticas cada vez sean
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Tabla 6. Resistencia bacteriana e indice de multi-resistencia de bacterias aisladas de agua y sedimento de dos granjas piscicolas del
departamento del Meta.

Antibiotico

Cepa IMR

M E SXT | NA oT CIP
Pseudomona fluorecens R R S | S S 0.33
Klebsiella pneumoniae | R S | | | 0.17
Pseudomona aureoginosa R R R S S S 0.50
Klebsiella pneumoniae S R S S R | 0.33
Klebsiella pneumoniae R R S R S | 0.50
Enterobacter sp. R R S R S S 0.50
Klebsiella pneumoniae S R S S S S 0.17
Enterobacter sp. S R S S S S 0.17
Klebsiella pneumoniae R R S | S S 0.33
Chryseobacterium gleum R R | S S R 0.50

Sphingobacterium multivorum NC | NC | NC | NC | NC NC

Sphingobacterium multivorum NC | NC | NC | NC | NC NC
Chryseobacterium sp. R R R S S S 0.50
Serratia marcecen R R S | R | 0.50
Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae R R | R | | 0.50
Enterobacter cloacae R R S | I S 0.33

Tetrathiobacter mimigardefordensis NC NC | NC | NC NC NC
Enterobacter cloacae R R R R R R 1.00
Enterobacter cloacae R R S R R R 0.83

Obs.: FM= Nitrofurantoina, E= Eritromicina, SXT= Sulfa-Trimetoprim, NA= Acido Nalidixico, OT = Oxitetraciclina, CIP= Ciprofloxacina, IMR= indice
de multiresistencia, NC= no se evidencid crecimiento.

Tabla 7. indice de abundancia relativa (%) de bactérias gram negativas, asociadas a tres médios de cultivo en sedimento de dos
granjas piscicolas en el departamento del Meta.

Médios de cultivo
MacConkey Citofaga Cetrimide
Granja A Granja B Granja A Granja B Granja A Granja B
N 13 17 17 12 13 10
Media 48.95 46.52 54.44 45.42 39.91 30.54
Desvid 11.52 10.44 8.27 10.59 12.73 6.11
Maximo 61.44 63.09 69.15 59.47 61.79 40.88
Minimo 43.16 21.13 32.82 26.53 19.84 22.34
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menores (Martinez, 2008, Calderon et al., 2003). Estu-
dios moleculares han reportado mudiltiples genes de re-
sistencia a varios antibioticos. Hong-Xia et al.,, (2014)
encontraron multi-resistencia en cepas de Salmonella
sp, Yy Zhang et al., (2013) en cepas de E. Coli; ambos
estudios hechos en acuicultura China. Rodriguez-
Martinez et al., (2012) describi6 la presencia de los
genes de resistencia qnrS2 y blaVIM-1 en dos aisla-
dos diferentes de K. pneumoniae y K. Oxitoca, en un
mismo plasmido transferible. Grace et al., (2013) en-
contraron un complejo de integrones en plasmidos
de multi-resistencia en Citrobacter freundii y sugie-
ren que los genes de resistencia de los organismos
patégenos se pueden transferir a bacterias nativas,
contribuyendo asi al pool ambiental de resistencia a
antibioticos.

Una especie de Enterobacter cloacae fue la que tuvo
mayor indice de multi-resistencia. La presenta ante
los seis antibidticos evaluados y todos los microor-
ganismos aislados fueron resistentes a eritromicina.
Esto corrobora el inminente riesgo asociado al uso
de antibidticos en la producciéon animal, lo que ha
obligado a implementar sistemas de regulacion mas
estrictos sobre el uso profilactico de antibiéticos y
la presencia de residuos en productos de acuicultura
(Defroirdt et al., 2011). Igual de preocupante resultd
la multi-resistencia de todos los aislados; y aunque
ahora ultimo se han evaluado varias alternativas de
biocontrol, esos métodos todavia estan en fase inves-
tigativa para la piscicultura (Defroirdt et al, 2011).
Por otro lado, la presencia de multi-resistencia bac-
teriana en alimentos de origen animal en paises ex-
portadores sugiere la transferencia de un pais a otro
(Hong-Xia et al., 2014).

De acuerdo con el IAR, el mayor porcentaje de bac-
terias en sedimento se present6 en el medio citéfa-
ga (flavobacterias y aeromonas) en las dos granjas,
significando un riesgo para la salud de los peces.
Pulkkinen et al.,, (2010) reportaron un incremento en
la ocurrencia de la enfermedad producida por Flavo-
bacterium columnaris en alevinos de salmoén, ademas
de cambios evolutivos en la virulencia, que incremen-
tan la severidad de los sintomas. Tamibién sugieren
que las granjas de peces proveen un ambiente que
promueve la circulacién de cepas mas virulentas, por
la intensificacion de los cultivos, sumado al aumen-
to de la temperatura. Igual reporte hizo Pridgeon y
Klesius (2011) al analizar tres aislados de Aeromona
hydrophila en bagre de canal en Estados Unidos. El
IAR de enterobacterias (McConkey) fue mayor en
agua y concuerda con lo reportado por Lima et al.,
(2006), quienes aislaron estos microorganismos en
mayor proporcién de contenido estomacal, superfi-

cie de los peces, filetes frescos y congelados de tila-
pia, agua y racion. En sedimento también se presento
un alto porcentaje corroborando los resultados de los
recuentos diferenciales.

Conclusién

El estudio reflejo la variedad y variabilidad de los mi-
croorganismos, la alta concentracion de enterobac-
terias en aguas productivas, la resistencia de todos
los microorganismos aislados a eritromicina y un alto
indice de resistencia multiple a antibiéticos por parte
de Enterobacter sp y las demas bacterias. El uso de
antibidticos en acuicultura tiene efectos adversos que
repercuten en el medio ambiente, en la salud de los
peces y de los seres humanos.
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