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RESUMEN

Introduccion: En Ecuador se desconoce la diversidad de especies de Aeromonasy sus perfiles de resistencia a los
antibidticos en la mayoria de ecosistemas acudticos. Objetivo: Conocer la diversidad de especies del género Aero-
monasy sus perfiles de resistencia a los antibidticos presentes en el balneario de aguas mineromedicinales “San-
tagua de Chachimbiro” y en el agua del lago volcdnico cratérico Cuicocha. Metodologia: Se analizaron muestras
de agua del balneario “Santagua de Chachimbiro” y del lago volcdnico cratérico Cuicocha, ubicados en la provincia
de Imbabura-Ecuador. El aislamiento de las especies de Aeromonas se realizé por la técnica de siembra en pro-
fundidad y por filtracién en membrana utilizando como medio de cultivo el agar R,Ay el agar almidén ampicilina.
Las bacterias se identificaron siguiendo el esquema propuesto Longa et al,, (1997), complementadas con pruebas
de las galerias Microgen. El perfil de resistencia a los antibidticos se determind por el método de difusion en placas
de Kirby y Bauer (1966) interpretdndose segin el CLSI (2019). Resultados: Se lograron identificar un total de 19
cepas del género Aeromonas pertenecientes a 6 especies. Los perfiles de resistencia a los antibidticos muestran
diferentes patrones para cada una de las especies, aunque prevalecen las especies multiresistentes a los antibidticos
amoxicilina, amoxicilina/dcido clavuldnico, aztreonam, eritromicina y tetraciclina. Conclusiones: Se demuestra
la presencia de diversas especies de Aeromonas en ambientes acudticos del Ecuador con variados perfiles de re-
sistencias y multiresistencia a los antibicticos.

ABSTRACT

Introduction: In Ecuador, the diversity of Aeromonas species and their resistance profiles to antibiotics in most
aquatic ecosystems are unknown. Objective: To know the diversity of species of the genus Aeromonas and their
resistance profiles fo antibiotics present in the mineralmedicinal water spa “Santagua de Chachimbiro” and in
the water of the Cuicocha crater volcanic lake. Methodology: Water samples from the “Santagua de Chachimbiro”
spa and from the volcanic crater lake Cuicocha, located in the province of Imbabura-Ecuador, were analyzed. The
isolation of the Aeromonas species was carried out by the deep seeding technique and by membrane filtration
using R A agar and ampicillin starch agar as the culture medium. The bacteria were identified following the
schemes proposed by Longa et al.,, (1997), complemented with fests of the Microgen galleries. The antibiofic re-
sistance profile was determined by the plate diffusion method of Kirby and Baver (1966) interpreted according to
the CLSI (2019). Results: A total of 19 strains of the genus Aeromonas belonging to 6 species were identified. An-
tibiotic resistance profiles show different patterns for each of the species, although species multi-resistant to an-
tibiotics amoxicillin, amoxicillin/clavulanic acid, azireonam, erythromycin and fefracycline prevail. Conclusions:
The presence of various species of Aeromonas in aquatic environments of Ecuador with varied profiles of resistance
and multi-resistance to antibiotics is demonstrated.
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1. INTRODUCCION

El papel del ambiente en la diseminacion de las bacterias
resistentes a los antibioticos es un hecho establecido desde hace va-
rias décadas (1, 2). Se ha observado que los ecosistemas acudticos
pueden albergar una gran variedad de bacterias autoctonas y aldc-
tonas portadoras de genes de resistencia a diversos antimicrobiano,
lo cual ha recibido el nombre de resistomas ambientales (3).

Los resistomas ambientales hasta ahora detectados, in-
cluyen una gran variedad de géneros y especies bacterianas pre-
sentes en diferentes tipos de ecosistemas acudticos, tales como, lagos,
manantiales de aguas termales, plantas de tratamientos y rios (4,
56,7).

Entre los géneros de bacterias encontrados destaca el gé-
nero Aeromonas, las cuales estdn presentes principalmente en eco-
sistemas acudticos (4) pero también se les suele encontrar en
ecosistemas terrestres y en los alimentos, de igual manera como
miembros de la microbiota de animales (8).

Varias especies del género Aeromonas son capaces de cau-
sar enfermedades en diferentes especies de animales, incluidos los
humanos, siendo en estos Ultimos, responsables de infecciones in-
testinales y extra infestinales tales como gastroenteritis, bacteriemia,
infecciones de piel y tejidos blandos y sepsis con curso letal. La in-
feccion ocurre a menudo después del contacto o consumo de aguas
o alimentos contaminados (8), lo que aumenta el riesgo para la
salud humana (4). Por estas razones, algunos paises han establecido
normas para detectar Aeromonas spp. en aguas (9).

La resistencia a diversos grupos de antibidticos es ofra ca-
racteristica resaltante de las especies de Aeromonas aisladas de
muestras clinicas (4). Se han descrito altas tasas de resistencia contra

o

Figura 1. Ubicacion geogrdfica del Balneario “Santagua de Chachimbiro. Imbabura. Ecuador (Google Map, 2021).
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penicilinas y cefalosporinas de primera generacion y estdn asociadas
con la produccion de betalactamasas codificadas cromosémicamente
(8). También, los genes cphA/imiS metalo-beta-lactamasa y tet, han
sido implicados en la resistencia a los carbapenemes y las tetraci-
clinas (10).

La mayoria de los estudios sobre la deteccion de genes de
resistencia a antibidticos se han limitado a las especies Aeromonas
hydrophila, Aeromonas veronii, Aeromonas sobriay Aeromonas ca-
viae, provenientes de muestras clinicas (10).

La incidencia de resistencia a los antibidticos en aislados
ambientales de especies de Aeromonas se ha investigado muy poco,
por lo que las implicaciones del contacto humano con aguas conta-
minadas con cepas de especies de Aeromonas son desconocidas.

En Ecuador, las aguas termales y los lagos de alta mon-
tafia son frecuentemente utilizadas por un amplio sector de la po-
blacion, quienes acuden a ellas con fines recreativos y en muchos
casos con fines curativos. En este sentido, el objetivo del presente
trabajo fue determinar la diversidad de especies de Aeromonasy
sus perfiles de resistencia a los antibidticos en ecosistemas acudticos
del Ecuador, de manera de conocer si existe en estos ecosistemas
resistomas ambientales que pudieran ser un riesgo para la salud
del piblico que acude a estos sitios.

2. MATERIALES Y METODOS

2. 1 Materiales
2.1.1 Sitios de muestreos
Uno de los sitios donde se realizo parte de la investigacion
fue el balneario de aguas mineromedicinales “Santagua de Cha-
chimbiro” ubicadas en el suroeste de la parroquia Tumbabiro, en
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el canton Urcuqui, provincia Imbabura, en la Cordillera Occidental
Andina ecuatoriana (Figura 1) a una altitud de 2672 m.s.n.m. y con
una temperatura ambiente que varia entre los 16y 22 °C. Las aguas
termo minerales de Chachimbiro en el complejo Santagua, provie-
nen de un acuifero hidrotermal profundo. El agua termal es de tipo
clorurada sddica e hipertermal ya que la temperatura media del
agua es de 55 °C(11).

De igual forma, el estudio también se llevo a cabo en el
lago volcdnico cratérico Cuicocha. El lago Cuicocha es un lago craté-
rico ubicado en la cordillera occidental de los Andes ecuatorianos,
ubicados a unos 100 km al norte de Quito, cerca de la poblacion de
Otavalo, en la Provincia de Imbabura (Figura 2). Estd situado a una
altura de 3072 metros sobre el nivel del mar, posee un didmetro de
3,2 km, una superficie de 3,78 km?y una profundidad mdxima de
148 metros. Presenta en el centro del lago dos islas, la isla Yerovi
de una superficie de 0.26 km2y la isla Wolf con una superficie de
041 km? (12).

Es un lago cratérico adyacente al volcdn Cotacachi que de
acuerdo con los datos geoldgicos que se disponen, el volcdn ha su-
frido una serie de erupciones intensas con emision de cenizas, lo-
hares y el colapso de la caldera entre los afios 2900 ACy 700 DC,
llegdndose a formar ulterior a estos acontecimientos, un lago en la
caldera que ha sido cubierto, tanto por agua de lluvia como por
agua hidrotermal proveniente del volcdn (12).

2.2.2 Muestras

En el balneario de aguas mineromedicinales “Santagua
de Chachimbiro” los puntos de la toma de muestra fueron cuatro.
El primero, fue en la vertiente u ojo de agua. El segundo, en el tan-
que de almacenamiento. El tercer y cuarto punto fueron del agua
de las piscinas. En todos los casos se tomd un volumen de 1 litro de
muestras de agua, por duplicado en cada ocasion. Se realizaron tres
muestreos en cada punto establecido, durante un periodo de un
afio, con un fotal de 24 muestras.

Para el lago Cuicocha las muestras de agua se recolectaron
por duplicado en 6 sitios seleccionados a lo largo y ancho del lago
a nivel de la superficie, durante 3 ocasiones a lo largo de un afio,
para un tofal de 36 muestras. Se identificaron las coordenadas ge-
ogrdficas de los sitios de recoleccion mediante un GPS marca Hanna.
Para la recoleccion de las muestras se utilizaron frascos esterilizados
y un muestreador de agua Van Dorn.

En todos los casos los muestreos se realizaron de acuerdo
con la norma ecuatoriana sobre muestras de agua (13), transpor-
tandose las muestras hasta el laboratorio de andlisis segdn lo indi-
cado en la normativa (14).

2.2 Metodologia
2.2.1 Siembra y aislamiento
Para el aislamiento de las colonias de Aeromonas presen-
tes en las muestras de agua, se utilizaron 2 técnica. La primera féc-
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Figura 2. Ubicacion geogrdfica del lago Cuicocha. Provincia de Imbabura. Ecuador (Google Maps, 2021).
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nica fue la de siembra en profundidad utilizando diluciones seriadas
hasta 103 de cada una de las muestras en solucion fisiolégica, y
posteriormente de cada una de las diluciones y de la muestra sin
diluir, se realizaron siembras de un volumen de 1 mL. En este caso
se ufilizo el agar R,A, incubdndose a 30 °C durante un tiempo de
48 a 72 horas. Posteriormente se purificaron las colonias crecidas
en agar soya tripticasa para su posterior identificacion (15).

La segunda técnica fue la de filtracion por membrana.
De cada una de las muestras recolectadas de agua se filtraron un
volumen de 100 mL, utilizando filtros de 0,45 um de didmetro y
un tamaiio de poro de 0,45 wm (Millipor). Posteriormente, las
membranas se colocaron sobre placas de Petri con agar almidon su-
plementado con 50 pg/mL de ampicilina (Merck). Las placas con
los filtros se incubaron a una temperatura de 30 °C durante 48-72
horas. Finalizado el tiempo de incubacion las colonias amarillas
fueron seleccionadas y purificadas en agar almidon ampicilina para
su posterior identificacion (15).

2.2.2 Identificacion de las colonias de Aeromonas
aisladas
Cada una de las colonias aisladas fueron purificadas en
placas de Petri con agar soya fripticasa. Seguidamente se les realizo
la prueba de la oxidasa. Aquellas que resultaron oxidasa positiva,
se les siguid las pruebas bioquimicas segin lo descrito por Longa
etal, (1997) (16).
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Las cepas presuntivas de Aeromonas, purificadas en el
agar Tripticasa-Soya, fueron sometidas a pruebas bioguimicas in-
dividuales, a fin de lograr su identificacion a nivel de especie. Debido
a que para el momento de realizar la identificacion no se cont6 con
el agente vibriostdtico 0/129, del cual parte este esquema, la iden-
tificacion debié complementarse con las pruebas bioquimicas indi-
viduales (16). De igual forma, se utilizé el método comercial de las
galerias de identificacion taxondmica Microgen™ (2004), para con-
firmar la identificacion de las cepas de Aeromonas.

2.2.3 Perfiles de resistencia a los antibioticos

La susceptibilidad a los antibidticos fue determinada a
cada una de las cepas de Aeromonasidentificadas, a través del mé-
todo de difusion en discos de Kirby-Bauer (17). Se utilizo como cepa
control, la cepa ATCC 25922 de Escherichia coli. Se chequearon los
siguientes antibioticos: amoxicilina (AMX; 10 ng), amoxicilina/dcido
clavuldnico (AMC; 30 pg), aztreonam (ATM; 30 ug), cefalotina
(CEF; 30 ), ceftazidima (CAZ; 30 pug), cefepima (CEP; 30 uig),
eritromicina (ERY; 15 ug), gentamicina (GEN; 10 ug), imipenem
(IPM; 10 pg), tetraciclina (TET; 30 pg) y frimetoprim/sulfameto-
xazol (SxT; 25 pug).

Para la interpretacion de los resultados de los antibiogra-
mas se utiliz6 el manual del CLSI (2019) (18).

Tabla 1. Especies del género Aeromonas aisladas e identificadas de muestras de agua del balneario “Santagua de Chachimbiro” y del lago volcdnico

cratérico Cvicocha. Ecuador

. Porcentaije de Porcentaje de cada especie de
Ndmero de , . S . ,
. . Nomero de coloniasde  aislamientode  Especies de Aeromo-  NGmero Aeromonas
Lugar colonias bacteria- . .
. Aeromonas aisladas Aeromonas nasidentificadas  de cepas (%)
nas aisladas
(%]
Balneario
Santagua de
Chachimbiro & 12 44

A. cavige 5 417

A. eucrenophila 1 8.3

A. hydrophila 1 8.3

A. media [ 8.3

A. salmonicida 3 25

A. schubertii 1 8.3

Lugq volcu_nico 0 7 35
cratérico Cuicocha

A. eucrenophila 2 28.6

A. media 2 28.6

A. salmonicida 1 143

A. schubertii 2 28.6

Total 71 19 26.8 19
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Tabla 2. Perfiles de resistencia a los antibiéticos de especies de Aeromonas aisladas en ecosistemas acudticos del Ecuador

Lugar Espedoda AMC ATM  CGF  CAZ  CEP ERY  GEN  IPM TET ST
Aeromonas
Balneario
Santagua de
Chachimbiro
A. cavige R R R R S S R S S R R
A. eucrenophila R R R S S S S S S S S
A. hydrophila R R R R R S R R S R R
A. media R R R R S S S S S S S
A. salmonicida R S S R S S R R S R R
A. schubertii R S R S S S R S S S S
Lago Volcdnico
cratérico
Cuicocha
A. eucrenophila S S S S S S S S S S S
A. media R R S R S S R R S S S
A. salmonicida R R S S S S R R S R S
A. schubertii R R R S S S R R S S S

Nota: AMX: amoxicilina 10 LLg. AMC: amoxicilina/dcido davuldnico 30 LLg. ATM: aztreonam 30 L g. CEF: cefalotina 30 LLg. CAZ: ceftazidima 30 LLg. CEP: cefepima 30
LLg. ERY: eritromicina 15 LLg. GEN: gentamicina 10 Lg. IPM: imipenem 10 LLg. TET: tetraciclina 30 Lg. SxT: trimetoprim/sulfametoxazol 2 5pLg. R: Resistente. S: Sen-

sible.

3. RESULTADOS

3.1 Diversidad de especies de Aeromonas

A partir de las 24 muestras de agua termal recolectadas
en el balneario de aguas mineromedicinales “Santagua de Cha-
chimbiro”, se logrd aislar un total de 29 colonias de bacterias, de
las cuales 12 (41,4 %) correspondieron a células de Aeromonas spp
(Tabla 1), de acuerdo con las pruebas de Gram, oxidasa, fermenta-
cion de la glucosa, crecimiento en presencia de cloruro de sodio,
Voges Proskauer y produccion de dcido a partir del inositol.

En el caso del agua del lago volcdnico cratérico Cuicocha,
de 20 cepas bacterianas aisladas, se pudo identificar como pertene-
cientes al género Aeromonas, un total de 7 (35 %) cepas bacteria-
nas. (Tabla 1).

Los esquemas para la identificacion de las especies de Ae-
romonas son variables. Algunos investigadores las han identificado,
mediante la determinacion de caracteristicas morfoldgicas, nutricio-
nales y fisioldgicas, con posterior comparacion con aquellas carac-
teristicas descritas por ofros investigadores (16).

El procedimiento utilizado permitio descartar la posibili-
dad de que los aislados estudiados pertenecieran al grupo de los
Vibrio no haldfilos, tales como V. cholerae y V. mimicus, los cuales,

si no se realiza la prueba del agente vibriostdtico, se asemejan a
Aeromonas en pruebas claves tales como la oxidasa y la utilizacion
de la sacarosa. En este sentido, la utilizacion de prueba como el hi-
drolisis de la esculina, utilizacién de la arabinosa, de carboxilacion
de la ornitina y de la arginina y la reaccion de Voges Proskauer, re-
solvid el problema planteado.

Al observar los datos sefialados en la Tabla 1, se puede
indicar que para el balneario de aguas mineromedicinales “Santa-
gua de Chachimbiro” se logro identificar 12 cepas del género Aero-
monas pertenecientes a las especies: Aeromonas caviae, Aeromonas
eucrenophila, Aeromonas hydrdphila, Aeromonas media, Aeromo-
nas salmonicida y Aeromonas schubertii.

En el caso del agua del lago volcdnico cratérico Cuicocha
se pudo identificar un total de 7 cepas del género Aeromonas per-
teneciente a las especies Aeromonas caviae, Aeromonas eucreno-
phila, Aeromonas salmonicida subsp. Salmonicida y Aeromonas
schubertii (Tabla 1).

Al analizar los datos de la Tabla 1, se observa que las es-
pecies con mayor frecuencia de aislamiento, considerando los dos
ecosistemas analizados, fueron Aeromonas caviae (41,7 %), Aero-
monas eucrenophila (36,9 %) Aeromonas media (36,9 %), Aero-

monas shubertii (36,9 %).
m [}
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3.2 Perfiles de resistencia a los antibioticos

En la Tabla 2 se resumen los resultados obtenidos en la
determinacion de los perfiles de resistencia y sensibilidad a los an-
tibioticos de las especies del género Aeromonas identificadas en el
balneario de agua mineromedicinal “Santagua de Chachimbiro” y
en el agua del lago volcdnico cratérico Cuicocha en Ecuador.

En la presente investigacion se observaron las mayores
resistencia para el caso de los antibidticos amoxiciling,
amoxicilina/dcido davuldnico, aztreonam, eritromicina y tetraciclina.
Siendo los antibidticos mds efectivos contra las cepas de las diferen-
tes especies de Aeromonas, los antibidticos ceftazidima, cefepima,
imipenem y trimetoprim/sulfametoxazol, resultados que corres-
ponde a la susceptibilidad que se ha indicado para este género en
diferentes tipos de muestras (8).

4. DISCUSION

En diversas partes del mundo se han realizado estudios
que han puesto en evidencia la presencia de especies de Aeromonas
en diferentes fipos de ecosistemas acudticos, incluyendo manantiales
de aguas termales (19, 20). En este sentido, los resultados del pre-
sente trabajo son similares respecto a la presencia de especies de
este género en las aguas estudiadas, aunque se difiere en el aspecto
de las especies identificadas y sus porcentaijes de aislamientos.

En la mayoria de los estudios realizados en ecosistemas
acudticos (4, 9, 15, 20), las especies prevalente han sido Aeromonas
hydrophila'y Aeromonas veronii, resultados diferentes a los obte-
nidos en la presente investigacion.

En Ecuador existen varios estudios sobre el aislamiento y
caracterizacion de este género bacteriano en muestras de aguas de
balnearios mineromedicinales. Sin embargo, al comparar los resul-
tados obtenidos en la presente investigacion con los observados en
ofros balnearios de aguas mineromedicinales del Ecuador (21, 22),
se puede sefalar que especies del género Aeromonas se han aisla-
dos en estos tipos de ecosistemas, aunque existen variaciones en las
especies identificadas y en la frecuencia de aislamiento.

Con respecto a las investigaciones donde se seiale el ais-
lamiento de especies del género Aeromonasen aguas de lagos vol-
cdnicos cratericos, son escasas a nivel del mundo (6) y en Ecuador
este frabajo seria el primero en evidenciar la presencia de este gé-
nero bacterianos en las aguas de lagos volcdnicos cratericos, aunque
se ha indicado la presencia de cepas de Aeromonas en otros lagos
no volcdnicos de alta montaiia del Ecuador (23).

Las Aeromonas presentan un perfil tipico de susceptibili-
dad a antibicticos, aunque los perfiles de resistencia varian entre
los estudios, lo que parece estar relacionado con rasgos especificos
de la cepa y presiones selectivas ambientales (8).

Diversity and profiles of resistance to antibiotics in species of
1'8 aeromonas isolated from the aquatic ecosystem of Ecuador
Félix Andueza, Marco Gonzalez, et al.
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El porcentaje de cepas de Aeromonas resistentes a tetra-
ciclina y/o trimefoprima/sulfametoxazol fue inferior a los reportados
en ambientes clinicos (24), acvicultura (25) y plantas de fratamiento
de aguas residuales (26), no asi en los casos de Aeromonas aisladas
en aguas potables, las cuales diversos autores han sefialado resul-
tados mayores o similares a los datos obtenidos en el presente tra-
bajo (4, 23).

En diversos estudios realizados en los Gltimos afios en di-
ferentes tipos de ecosistemas acudticos, como lo son los glaciares,
los lagos volcdnicos y los manantiales de aguas termales, han de-
jado al descubierto que en estos ambientes existen, desde tiempos
prehistoricos, una diversidad de microorganismos con resistencias
naturales a los antibidticos que han sobrevivido y se han adaptado
a las condiciones exiremas reinantes en esos ambientes, constitu-
yendo un reservorio natural de bacterias y de genes asociados con
la resistencia a los antibioticos denominados resistomas ambienta-
les, los cuales han sido poco estudiados y que colocan el problema
de la resistencia a los antibiéticos en un contexto ambiental, ecol6-
gico y evolutivo, ademds del sanitario (5, 12, 27, 28).

Es decir, mucho antes de que surgiera la era de los anti-
bidticos, las comunidades bacterianas naturales han interactuado
con los microorganismos productores de antibidticos y desarrollados
mecanismos de resistencia que le han permitido su adaptacion y
proliferacion en distintos ambientes acudticos y ferrestres (29).

Los resultados obtenidos reflejan probablemente la exis-
tencia de presiones selectivas en los ecosistemas investigados debido
a la presencia de microorganismos productores de antimicrobianos
en estos ambientes, asi como a la presencia de especies de bacterias
patégenas proveniente de fuentes externas (29).

En lo que se refiere a estudios en otras partes del mundo
sobre la presencia de especies del género Aeromonas resistente a
antibidticos en muestras de agua de lagos volcdnicos cratericos, no
se evidencian en la bibliografia.

En el caso de Ecuador, el presente trabaijo seria el primero
en sefialar la presencia de especies del género Aeromonas resisten-
tes a diversos antibidticos en muestras de agua de lagos volcdnicos
cratericos. Sin embargo, Chavez en el afio 2020 (23) en un estudio
realizados en los lagos de alta montaiia Yahuarcocha, Yambo y
Colta, senala la presencia de cepas de bacterias del género Aero-
monas resistente a diversos antibidticos, resultado similar a los ob-
tenidos en la presente investigacion.

Recientemente se ha sefialado que las especies del género
Aeromonas se encuentra en la interfaz de lo que se ha denominado
“One Health”, concepto que integra la salud ambiental, animal y
humana bajo una misma premisa y representa una prueba solida
de este enfoque sanitario. Los miembros del género Aeromonasno
solo son bacterias ambientales ubicuas, capaces de colonizar rdpi-
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damente y causar infecciones oportunistas en humanos y animales,
sino que también son capaces de promover el infercambios de genes
de resistencia a los antibidticos en los ambientes naturales, tales
como los ecosistemas acudticos (30).

5. CONCLUSIONES

Se evidencia que en el agua mineromedicinal del balne-
ario “Santagua de Chachimbiro”. estdn presentes una mayor va-
riedad de especies de Aeromonas en comparacion de la observada
en el agua del lago volcdnico cratérico Cuicocha.

Se defecta por primera vez en el Ecuador la presencia de
diversas especies del género Aeromonas en el agua de un lago vol-
cdnico cratérico.

Los resultados obtenidos en los perfiles de resistencia a
los antibidticos de las distintas especies de Aeromonas encontradas,
indican la presencia de especies resistentes y multiresistentes a una
variedad de antimicrobianos, lo que evidencia el papel de las espe-
cies del género Aeromonasen la diseminacion de los genes de re-
sistencias a antibioticos en el ambiente y su posible papel en el
establecimiento de resistomas ambientales.

Este trabajo sefiala la necesidad de estudiar y comprender
la importancia de las aguas minerales naturales, como lo son las
aguas mineromedicinales de uso piblico, asi como las aguas de los
lagos volcdnicos, como reservorios de la diversidad bacteriana y de
resistomas ambientales.
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