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ABSTRACT: Human intervention in the hot springs
has brought its microbiological and chemical
contamination. The indiscriminate use of antimicrobials,
have resulted in the contamination of various aquatic
environments with these substances and bacteria The
objectives were meet antimicrobial resistance in

RESUMEN: La intervencion humana en los
manantiales de aguas termales ha traido su
contaminacion microbioldégica y quimica. El uso
indiscriminado de los antimicrobianos,  han
desembocado en la contaminacion de diversos
ambientes acuaticos con estas sustancias y con bacterias

Pseudomonas aeruginosa strains isolated from hot
springi{s in the region of Chimborazo, Ecuador. 12
samples of thermal water baths from Chimborazo
Province were analyzed. Samples consisted of a volume
of 0.5 liters of water. Pseudomonas aeruginosa isolation
was performed by the membrane filtration technique
using cellulose acetate filter 0.45 um pore, a sample
volume of 100 ml and Cetrimide agar. Tlg)e isolates were
identified following schemes MacFadden (2004) and
Barrow and Feltham (1993), supplemented with
biochemical tests of API (bioMericux) galleries. The
profile of antibiotic resistance was determined by the
method of dissemination of Kirby and Bauer (1966) and
the results were interpreted according the CLSI (2014).
15 strains of Pseudomonas aeruginosa were identified.
All strains were resistant to ampicillin and ampicillin -
Sulbactam antibiotics and five were multidrug resistant
to six antibiotics (Ampicillin, ampicillin-Sulbactam,
amikacin, ceftazidime, cefepime and ciprofloxacin). The
results show us the need for studies of resistoma

ecosystems hot springs, to determine the presence of

resistance genes in indigenous bacteria.
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resistentes a las mismas. En este sentido el objetivo del
presente  trabajo  fue conocer la  resistencia
antimicrobiana en cepas de Pseudomonas aeruginosa
aisladas de aguas termales de la region del Chimborazo,
Ecuador. Se analizaron 12 muestras de agua termal
procedentes de bafios de la Provincia del Chimborazo.
Las muestras consistieron de un volumen de 0,5 litro de
agua de cada manantial. El aislamiento de
Pseudomonas aeruginosa se realizd por la técnica de
filtracion en membrana, utilizando filtros de acetato de
celulosa de 0,45 pm de poro, un volumen de muestra de
100 ml y el agar Cetrimida. Las cepas aisladas se
identificaron siguiendo los esquemas de MacFadden
(2004) y Barrow y Feltham (1993), complementados
con las pruebas bioquimicas de las galerias API
(bioMerieux). El perfil de resistencia a los antibidticos
se determind por el método de difusion de Kirby
Bauer (1966) interpretandose segun el CLSI (2014). Se
identificaron 15 cepas de Pseudomonas aeruginosa.
Todas las cepas fueron resistentes a los antibidticos
Ampicilina y Ampicilina-Sulbactam, y cinco fueron
multiresistentes a seis antibidticos (Ampicilina,
Ampicilina-Sulbactam, Amikacina, Ceftazidime,
Cefepime y Ciprofloxacina). Los resultados nos sefialan
la necesidad de realizar estudios del resistoma de los
ecosistemas de las aguas termales, para determinar la
presencia de genes de resistencias en las bacterias
autoctonas.

An Real Acad Farm Vol. 81, N° 2 (2015), pp. 158-163

Language of Manuscript: Spanish

1. INTRODUCCION

quimica y microbiologica.

Estudios realizados por investigadores a nivel mundial
han determinado que las aguas termales no son estériles.
En ellas se pueden distinguir dos grupos de bacterias con
diferentes origenes y propiedades. Un grupo puede entrar
al agua como contaminante ocasional, procedente del aire,

El crecimiento desmesurado de las ciudades, aunado a
la creciente intervencion del hombre sobre su entorno, ha
traido como consecuencia que muchas de las fuentes y
manantiales naturales de agua termal se hayan
contaminado, alterando de esta manera su composicion
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tierra, resto de plantas y desperdicios humanos.
Generalmente representa una poblacién transitoria y no
puede crecer en un sustrato con niveles de nutrientes
extremadamente bajos, como lo es el agua mineral, por lo
que mueren rapidamente. El otro grupo bacteriano
corresponde a la llamada microbiota autoctona, consistente
de bacterias mesofilas, oligocarbofilicas, tales como
miembros de los géneros A chromobacter, Flavobacterium
y Pseudomonas (1, 2, 3).

Varias de las especies bacterianas pertenecientes a los
principales géneros encontrados en las aguas termales, han
sido catalogadas como bacterias patdogenas oportunistas,
destacando entre ecllas los miembros de los géneros
Aeromonas, Brevundimonas, Burkholderia,
Chryseomonas, Comamonas 'y Pseudomomas (4, 5, 6).

El género Pseudomonas esta constituido por bacterias
de forma bacilar Gram negativas, pertenecientes a la
familia Pseudomonadaceae. Se aislan de suelos, agua,
plantas y animales. La epidemiologia de Pseudomonas
refleja su predileccion por un medio ambiente humedo.
Dentro de este género destaca la especie Pseudomonas
aeruginosa, uno de los patdogenos oportunistas mas
importantes implicado en las infecciones nosocomiales en
todo el mundo. Es una bacteria ubicua que es capaz de
sobrevivir bajo muchas condiciones,y en muchos
hospitales puede  crear nuevos nichospara su
desarrollo. Varios de los  sitios, ambientes y
objetos implicados en las infecciones nosocomiales por
Pseudomonas aeruginosa con frecuencia son equipos
médicos, aguas envasadas, productos contaminados
como gotas para los ojos, soluciones desinfectantes y
jabones, asi como los propios trabajadores de la
salud, otros pacientes contaminados,y algunas veces el
paciente en si mismo (7).

Las infecciones en humanos por Pseudomonas
aeruginosa se asocian también con  reservorios
relacionados con el agua fuera de los hospitales (piscinas,
bafieras, soluciones para lentes de contacto, entre otras). El
nimero de potenciales factores de virulencia que produce
el microorganismo, y el amplio espectro de enfermedades
que causa, sugiere que la patogenia de las infecciones por
Pseudomonas  aeruginosa es multifactorial. Deben
asumirse  multiples mecanismos  patogénicos en
enfermedades tan diversas como las septicemias en
pacientes neutropénicos, infecciones pulmonares cronicas,
en pacientes con fibrosis quistica, endocarditis en adictos a
la heroina, dermatitis en personas que usan baflos calientes
y otitis externa en diabéticos ancianos. A pesar de que esta
bacteria fue descubierta hace mas de un siglo, continta
siendo tema de estudio y analisis, por la importancia
clinica, por su prevalecia en infecciones nosocomiales y
por la multiple resistencia a los antibidticos (8).

El uso indiscriminado de antibidticos en las practicas
médicas, veterinarias y agricolas resulta en la descarga
hacia el ambiente y cuerpos de agua, de antibidticos y
bacterias resistentes a antibiéticos (9, 10, 11, 12).

Se ha sefalado el aislamiento de muestras clinicas de
cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes |y
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multiresistentes a diversos antibidticos. Sin embargo es
escasa la informacion de aislamiento de este tipo de
bacterias en ecosistemas acudticos como las aguas
termales (13).

Diversos estudios evidencian que tanto en los
ecosistemas animal, humano, terrestre como los acuaticos,
existe un reservorio de genes de resistencia antimicrobiana
denominado resistoma de antibidticos, cuyo papel en la
diseminacion y surgimiento de bacterias resistentes y
multiresistentes no se ha valorado correctamente (14).

Tomando en consideraciéon lo antes sefialado, se
planteod el presente trabajo de investigacion cuyo objetivo
principal fue determinar la resistencia a los antibidticos en
bacterias de la especie Pseudomonas aeruginosa aisladas
de agua termal procedentes de la Provincia del
Chimborazo, Ecuador.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materiales
2.1.1. Muestras

Se analizaron un total de 12 muestras de agua termal
provenientes de los sitios de emergencia del agua, como de
las piscinas utilizadas por los bailistas, de cada uno de los
bafios termales conocidos como Guayllabamba y los
Elenes, ubicados en la Provincia del Chimborazo, Ecuador.
De cada bafio se tomaron 2 muestras de cada sitio de
muestreo por un periodo de 3 semanas. Las muestras
consistieron en 500 ml de agua, recolectadas en recipientes
estériles. Las muestras se mantuvieron a temperatura
ambiente hasta su procesamiento en el laboratorio, lo cual
se realiz6 dentro de las 24 horas luego de su recoleccion.

2.1. Métodos

2.2.1. Recuento de cepas bacterianas de Pseudomonas
aeruginosa presentes en muestras de agua mineral termal

Se utilizd6 la técnica de filtracibon en membrana,
filtrando un volumen de 100 ml de muestra de agua y
utilizando filtros de 0,45 pm los cuales se colocaran sobre
la superficie del Agar Cetrimida y se incubaron a 37° C
durante 24 horas (15, 16).

Finalizado el tiempo de incubacion se cuantifico el
numero de colonias de Pseudomonas crecidas,
expresandose el resultado como medias aritméticas de las
unidades formadoras de colonias de Pseudomonas por
mililitro (ufc/ml).

Posteriormente, cada colonia se aislo y purifico en
Agar Soja Tripticasa para su posterior identificacion.

2.2.2. Identificaciones taxonomicas de las colonias de
Pseudomonas aisladas

Las colonias aisladas y purificadas del género
Pseudomonas se identificaron por medio de las
caracteristicas morfologicas, fisiologicas y bioquimicas, de
acuerdo a los esquemas de identificacion bacteriana
sefialados por MacFadden (2004), (17). Las pruebas
bioquimicas y fisiologicas aplicadas se realizaron segun lo
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indicado por Barrow y Feltham (1993), (18) vy
complementadas con las pruebas bioquimicas contenidas
en las galerias de identificacion bacteriana API 20 NE
(bioMeriaux).

Las cepas bacterianas aisladas se clasificaron
siguiendo los criterios taxondmicos del Manual de Bergey
(19) y la nomenclatura del Comité Internacional de
Sistematica Bacteriana (ICSB) y publicadas en el
Internacional Journal of Systematic Bacteriology.

2.2.3. Determinacion del perfil de susceptibilidad a los
antibioticos de Pseudomonas aeruginosa aisladas

Se utilizé el método de difusion en agar de acuerdo a la
técnica Kirby y Bauer, (20). Se tomaron 200 pl de una
suspension de bacterias equivalente al McFarland 0,5 y se
mezclaron con 100 ml de agar antibidtico. Se depositaron
25 ml en cuatro placas de Petri estériles y una vez
solidificado se colocaron sobre su superficie discos de
ceftazidime (CF, 30pg), ampicilina (AMP, 10pg),
ampicilina-Sulbactam (AMP-S, 10 pg), amikacina (AMI,
15pg), cefepime (CE, 30ug), vancomicina (VAN, 30 pg)
y ciprofloxacina (CIP, 5ug). La seleccion de antibidticos
se realizo de acuerdo a lo recomendado por el CLSI (21) y
en base a la disponibilidad de las casas comerciales

Se incubaron durante 48 horas a 37°C. Una vez
finalizada la incubacion se llevd a cabo la lectura e
interpretacion de los resultados. Se utiliz6 como cepas de
control, cepas de referencia de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853. La prueba se interpreté de acuerdo a las
recomendaciones del CLSI (21).

Félix Andueza et al.

3. RESULTADOS

Se estudiaron las aguas termales de los bafios
Guayllabamba y los Elenes, ubicados en la Provincia del
Chimborazo, Ecuador. Las aguas de estos manantiales se
caracterizan por presentar una temperatura promedio en
sus puntos de emergencia de 40° C y una temperatura
promedio ambiental de 12°C. Desde el punto de vista de su
composiciéon quimica, serian aguas clasificadas como
sulfatadas magnésicas (22).

De las 12 muestras de agua termal examinada, tanto de
los sitios de emergencia como de las piscinas, se logro
detectar la presencia de colonias de la especie
Pseudomonas aeruginosa con un contaje promedio de 4
UFC/100 ml en los puntos de emergencia del agua, y de 7
UFC/100 ml en las piscinas.

De las muestras donde se detectd el crecimiento de
colonias bacterianas, se aislaron e identificaron 20 cepas
pertenecientes al género Pseudomonas, de las cuales 15
resultaron pertenecer a la especie Pseudomonas aeruginosa
y 5 a otras especies de Pseudomonas, tales como
Pseudomonas putida (1 cepa) y Pseudomonas stutzeri (4
cepas).

De las cepas de Pseudomonas  aeruginosa
identificadas, 6 se aislaron de los puntos de emergencia y 9
de las piscinas.

Todas las cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas e
identificadas resultaron sensibles a la vancomicina y
resistentes a los antibidticos Ampicilina y Ampicilina-
Sulbactam, y 5 cepas, que corresponde al 33,33 % del total
aisladas, fueron multiresistentes a seis antibioticos
diferentes: Ampicilina, Ampicilina-Sulbactam, Amikacina,
Ceftazidime, Cefepime y Ciprofloxacina (Tabla 1).

Tabla 1. Perfil de resistencia a diversos antibioticos de cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas en muestras de aguas termales

pertenecientes a la Provincia del Chimborazo, Ecuador.

Cepa CF AMP AMP-S VAN AMI CE CIP
P. aeruginosa (30ug) (10ug) (10 pg) (30 png) (15pg) (30ug) (5pg)
1 PE S R R S S S S
2 PE S R R S S S S
3 PE R R R S R R R
4 PE S R R S S S S
5PE S R R S S S S
6 PE S R R S S S S
7 PIS R R R S R R R
8 PIS S R R S S S S
9 PIS R R R S R R R
10 PIS R R R S R R R
11 PIS S R R S S S S
12 PIS S R R S S S S
13 PIS S R R S S S S
14 PIS S R R S S S S
15 PIS R R R S R R R
Referencia S R R S S S S
Nota: CF= ceftazidime; AMP= ampicilina; AMP-S= ampicilina-Sulbactam; VAN= vancomicina; AMI= amikacina; CE= cefepime;

CIP= ciprofloxacinaR= resistente; S= sensible; PE= Punto de Emergencia del agua; PIS= Piscina
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4. DISCUSION

La presencia de cepas de la especie Pseudomonas
aeruginosa en las aguas minerales naturales, como lo son
las aguas termales, es un fendmeno muy comun en este
tipo de ecosistema acuatico, donde esta especie bacteriana,
gracias a su amplia capacidad metabolica puede sobrevivir
y desarrollarse, asi como cumplir diversas funciones
dentro de estos sistemas acudticos, tales como
moduladores de los ciclos de los principales elementos
quimicos, formacién de biofilms y depurador de la
contaminacion quimica y bioldgica (3, 7, 23, 24).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo,
respecto a la presencia de Pseudomonas aeruginosa, son
similares a los sefalados por otros investigadores para el
agua de manantiales termales de diferentes partes del
mundo (25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32).

Rosenberg y Hernandez-Duquino (1989), sefialan la
experiencia de un laboratorio en Alemania en donde en un
periodo de 3 aflos (1985-1988) lograron aislar
Pseudomonas aeruginosa en un 10 % de las muestras
estudiadas (33). De igual forma Richards y col. (1992),
reportan el aislamiento de Pseudomonas aeruginosa en un
4 % de las muestras de agua mineral examinadas en un
estudio llevado a cabo en Inglaterra (34).

La presencia de Pseudomonas aeruginosa en el agua
termal, puede reflejar una contaminaciéon muy importante
en las mismas. La explicacion del hecho pudiera estar en
una contaminaciéon de la fuente o manantial de agua
mineral, falta de proteccion adecuada del acuifero que
surte del agua, la presencia de biofilms en las paredes o
piedras donde sale el agua, aguas de escorrentia o debido
a la descarga de desechos de origen animal o humano en
los manantiales termales (23, 24, 25).

Por otra parte, la presencia de bacterias oportunistas
como Pseudomonas aeruginosa en las aguas termales, trae
consigo el problema de que se debe considerar la
resistencia a los antimicrobianos, ya que esta es una de las
bacterias que en las ultimas décadas ha demostrado una
gran capacidad para trasmitir y dispersar muchos de los
genes responsables de estas caracteristicas (35).

Diversos autores han demostrado la presencia de cepas
bacterianas resistentes y multiresistentes a los antibioticos
en las aguas minerales, destacando entre ellas los
miembros del género Pseudomonas (36, 37, 38) lo que es
de gran interés desde el punto de vista de la epidemiologia,
y sobre todo de la salud publica, dado a que las agua
minerales son utilizadas en su mayoria por personas
enfermas o con su sistema inmunolégico comprometidos.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, en
relacion a la presencia de resistencia y multiresistencia a
los antibidticos de uso para combatir las infecciones
producidas por esta especie bacteriana, son similares a los
resultados que han obtenidos otros autores en aguas
minerales en diferentes partes del mundo (13, 33, 36, 37,
39, 40).

El rapido incremento de la resistencia a los antibioticos
en las comunidades bacterianas es un fendmeno ecologico,
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pero también es un fendémeno bioldgico, genético,
epidemioldgico y social (38).

Se ha postulado que la resistencia bacteriana a los
antimicrobianos es el resultado del uso indiscriminado de
estas sustancias, que ejercen presion selectiva,
promoviendo la supervivencia de bacterias mejor dotadas
para evitar su efecto letal (41).

En un trabajo realizado en Italia por Messi y col., en el
afio 2005, sobre la presencia de bacterias resistentes a los
antibioticos en aguas minerales, se sefiala que el 55 % de
las cepas multiresistentes aisladas correspondian a cepas
del género Pseudomonas (36). Resultados parecidos a los
obtenidos en el presente trabajo y que reflejan el papel que
juega el género Pseudomonas en la dispersion y
diseminacion de los factores genéticos responsables de la
resistencia a diversos antibioticos.

Ullah y col., en el afio 2012, en una investigacion
realizado en Pakistan, donde se estudi6é la presencia de
cepas de Pseudomonas aeruginosa y sus perfiles de
resistencia antimicrobiana en aguas minerales, sefiala la
presencia de cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes
a una gran diversidad de antibidticos con una alta
prevalencia de cepas multiresistentes (42), muy similar a
los resultados obtenidos en el presente estudio donde casi
la mitad de las cepas obtenidas presentan multiresistencia
a 6 antibidticos de los mismo grupos quimicos analizados
en ambos trabajos .

Los analisis de secuencias de los genes de resistencia
de las cepas de Pseudomonas aeruginosa de origen clinico,
han revelado una estrecha relacion con las especies de
Pseudomonas de origen ambiental, lo que lleva a pensar en
el importante papel del medio ambiente en la diseminacion
de los genes responsables de estas caracteristicas (42, 43).

Estudios realizados en los ultimos afios evidencian que
en casi todos los ecosistemas, incluidos los de los medios
acuaticos, existe un reservorio de genes de resistencia en la
poblacién de microorganismos autoctonos, que se ha
denominado resistoma de antibidticos que es capaz de
comunicarse y diseminar estos genes entre las bacterias de
distintos tipos de ecosistema incluido el humano (14).

Los resultados obtenidos en relacion a los perfiles de
resistencia antimicrobiana de las cepas de Pseudomonas
aeruginosa presentes en el agua termal, muestran que este
tipo de agua puede ser un reservorio importante de los
genes de resistencia a diversos antibidticos y que se deben
aplicar medidas de vigilancia epidemiologicas tanto en los
manantiales fuentes de esta agua, como en las piscinas
empleadas en cada baiio.

5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la
importancia de los ecosistemas acuaticos como resistoma
de antibidticos y un medio intermediario en la
diseminacion y dispersion de genes de resistencias
antimicrobiana y de bacterias patdgenas resistentes y
multiresistentes a diversos antibioticos, mostrando la
necesidad de realizar estudio microbiologicos 'y
epidemioldgicos permanentes sobre las aguas minerales
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termales, para evitar la posibilidad de brotes epidémicos,
tanto en grupos poblacionales con mayor sensibilidad a
las infecciones como lo son niflos, ancianos, pacientes
inmunosuprimidas o en estado de convalecencia, como en
la poblacion en general, asi como la dispersion de cepas
multiresistentes dentro de la poblacion que utiliza los
balnearios de aguas termales para mejorar su salud.
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