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ARTiCULO

RESUMEN

Introduccién. En el agua de los ecosistemas acudticos considerados extremos, debido a los valores de sus pardmetros
fisicoquimicos y quimicos, tales como altas concentraciones de sales, ambientes oligotréficos, pH extremos, alta ra-
diacion y temperaturas extremas, existe una poblacion bacteriana que se ha adaptado a esas condiciones y que
pueden ser un reservorio importante de resistomas naturales.

Objetivo. Conocer los perfiles de susceptibilidad a diversos antibidticos en cepas del género Bacillus aisladas de bal-
nearios de aguas mineromedicinales y de agua de un lago cratérico volcdnico del Ecuador.

Palabras Clave:

Agua mineromedicinal

. . . . . Ambientes extremos
Materiales y métodos. Se analizaron un total de 16 muestras de agua mineromedicinal y 32 muestras de agua de Bucills
lago cratérico volcdnico. El aislamiento de Bacillus se realizd por la técnica de filtracion en membrana, utilizando Lados cratéricos
filtros Millipore de 0,45 um de poro, un volumen de muestra de 100 mL y el agar RyA. Las cepas aisladas se identi- g

ficaron siguiendo los esquemas de MacFaddin (2004), complementadas con las pruebas bioguimicas de las galerias Resistencia a anfibioficos

Microgen para Bacillus. El perfil de resistencia a los antibidticos se determind por el método de difusion en placas de
Kirby y Bauer (1966) interpretdndose segdn el CLSI (2019).

Resultados. Se identificaron 19 cepas de Bacillus. La mayoria de las cepas fueron resistentes y multiresistentes a los Keywords:
antibidticos clindamicina, eritromicina, gentamicina, oxacilina y penicilina. ) -
Condusiones. Los resultados sefialan la presencia de especies de Bacillusy de resistomas asociados a este género en Mlneromedlc.lnul water
el agua de ambientes naturales extremos en el Ecuador, lo cual sugiere que estos ambientes pueden ser un reservorio Extreme environments

importante de bacterias resistentes a los antibioticos. Bacills
Crater lokes
ABSTRACT Antibiofic resistance

Introduction. The water of aquatic ecosystems considered extreme, given the values of its physicochemical and chemical

parameters, such as high concentrations of salts, oligotrophic environments, extreme pH, high radiation and extreme tem-
peratures, there is a bacterial population that has adapted fo these conditions and that they can be an imporfant reservoir
of natural resistomes.

Objective. The objective of the present work was fo know the profiles of susceptibility to various antibiotics in strains of the
Bacillus genus isolated from mineromedicinal water spas and water from a volcanic crater lake in Ecuador.

Matarials and methods. A total of 16 mineromedicinal water samples and 32 samples of crater volcanic lake water were
analyzed. The isolation of the Bacillus colonies was carried out by the membrane filtration technique, using Millipore filters
of 0.45 um pore, a sample volume of 100 mL and R,A agar. The isolated strains were identified following the schemes of
MacFaddin (2004), complemented with the biochemical tests of the Microgen galleries for Bacillus. The antibiotic resistance
profile was determined by the plate diffusion method of Kirby and Baver (1966), interpreted according to the CLSI (2019).
Resulfs. 19 Bacillus strains were identified. Most of the strains were resistant and multi-resistant fo the antibiotic clindamycin,
erythromycin, gentamicin, oxacillin, and penicillin. Conclusions. The resulfs indicate the presence of Bacillus species and
resistomes associated with this genus in the water of extreme natural environments in Ecuador, which suggests that these
environments may be an important reservoir of bacteria resistant fo antibiofics.
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1. INTRODUCCION

Los ecosistemas acudticos considerados como extremos no
son estériles y poseen una poblacion bacteriana escasa que depende
bdsicamente de las condiciones ambientales, ecologicas, fisicoqui-
micas y quimicas de estos sistemas generalmente de naturaleza oli-
gotrofica (1,2).

Segun Schmidt-Lorenz (3), la microbiota de un agua na-
tural estd constituida por dos tipos de microorganismos, muy dife-
rentes en origen y en propiedades, que coexisten: los llamados
autdctonos que son los propios del hdbitat y que constituyen la mi-
crobiota natural y los aldctonos procedentes de otro hdbitat (aire,
animales, peces, suelo y vegetales) y que se consideran contami-
nantes ocasionales.

Dentro de los microorganismos que se han detectado en
los ambientes acudticos extremos, se encuentran diferentes especies
del género Bacillus (2,4, 5).

El género Bacillusfue descrito por primera vez por Ferdi-
nand Julius Cohn entre 1870y 1880, su heterogeneidad en la fisio-
logia ecoldgica ha dificultado su clasificacion taxondémica (6, 7).

Bacillus es un género de interés, dado que aporta un am-
plio perfil de diversidad fisioldgica (acidofilia, alcalofilia, psicrofilia
y termofilia), virtud que es oforgada por la variedad de enzimas
que posee, lo cual le permite desarrollarse en diferentes hdbitats
tanto acudticos como terrestres, ademds de permitirle la produccion
de diferentes tipos de metabolitos que les confieren una alta adap-
tabilidad a distintas condiciones ambientales (7).

Algunas de las especies de Bacillus son consideradas como
patogenas para animales y el hombre, causando una diversidad de
enfermedades tanto agudas como crénicas, algunas de ellas con una
alta tasa de mortalidad, como es el caso del Bacillus anthracis, cau-
sante del dntrax (8).
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Para tratar las infecciones causadas por las especies pa-
tdgenas de Bacillus se han aplicado diversos tipos de antibioficos.
Sin embargo, en los Gltimos afios se han venido observando los fe-
nomenos de resistencia y multiresistencia a los antibioticos utiliza-
dos, lo cual ha venido causando problemas de salud pdblica (9).

El rdpido incremento de la resistencia a los antibidticos en
las comunidades bacterianas es un fenomeno ecoldgico, pero tam-
bién es un fenomeno bioldgico, genético, epidemiologico y social
(10).

Se ha postulado que la resistencia bacteriana a los anti-
microbianos es el resultado del uso indiscriminado de estas sustan-
cias, que ejercen presion selectiva, promoviendo la supervivencia
de bacterias mejor dotadas para evitar su efecto letal (11).

Por otro lado, la resistencia bacteriana a los antibiéticos
sustenta la existencia ambiental de genes de resistencia a estos an-
timicrobianos en un sistema acudtico y terrestre, lo que se ha de-
nominado resistomas ambientales en los que estdn presentes
bacterias de distintos géneros y especies (12).

Diversos autores han demostrado la presencia de diferen-
tes tipos de cepas bacterianas, entre ellas de Bacillus, resistentes y
multiresistentes a los antibidficos en ecosistemas acudticos extremos
de diferentes partes del mundo (13, 14) lo que es de gran interés
desde el punto de vista de la epidemiologia, y sobre todo de la salud
plblica, dado que estas aguas son utilizadas de diferentes maneras
por personas que viven cercanas a estos ambientes o por personas
que las utilizan ocasionalmente en forma recreacional.

Tomando en consideracion lo antes sefialado, se planted
el presente trabajo de investigacion cuyo obietivo principal fue de-
terminar los perfiles de susceptibilidad a los antibiéticos en especies
bacterianas del género Bacillus aisladas de ambientes acudticos ex-
tremos, tales como manantiales de aguas termales y agua de lagos
cratéricos volcdnicos del Ecuador.
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e

Figura 1. Piscina termal del balneario “Cununyacu”. Provincia de Pichincha. Ecuador
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Figura 2. Piscina Balneario “La Merced”. Provincia de Pichincha. Ecuador

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales
2.1.1 Sitios de muestreos
Se analizaron un total de 16 muestras de agua minero-
medicinal provenientes de los sitios de emergencia del agua, como
de las piscinas utilizadas por los baiistas, de cada uno de los si-
guientes balnearios:
1.- Balneario Cununyacu. Provincia de Pichincha. Ecuador
(Figura 1).
2.- Balneario La Merced. Provincia de Pichincha. Ecuador
(Figura 2).
3.- Balneario Rumiloma. Provincia de Pichincha. Ecuador
(Figura 3).
4.- Balneario Urauco. Provincia de Pichincha. Ecuador
(Figura 4).

De igual forma, se realizaron dos campaiias de muestreos
en el lago cratérico volednico Quilotoa (Figura 5), ubicado a 3914
m.s.n.m en la Provincia de Cotopaxi, a 32 km oeste-noroeste de la
ciudad de Latacunga y a 83 km al suroeste de Quito, en una zona
montafiosa entre las parroquias de Zumbahua (12.5 Km. Al Sur del
crdter) y Sigchos (17 Km. Al Norte del crdter), ecosistema que forma
parte de la reserva ecoldgica “Los llinizas”.

2.1.2 Muestras
En cada uno de los balneario de agua mineromedicinal
estudiados, se tomaron de manera aséptica, 2 muestras de 500 mL
de agua, recolectadas en recipientes estériles, durante 2 ocasiones
del afio 2019. Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente
hasta su procesamiento en el laboratorio, lo cual se realizo dentro
de las 24 horas luego de su recoleccion.

Figura 3. Vista del balneario “Rumiloma”. Provincia de Pichincha. Ecuador

genero Bacillus aisladas de ambientes acuaticos extremos del Ecuador
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Figura 4. Manantial del balneario mineromedicinal “Urauco”. Provincia de Pichincha. Ecuador

En el caso de las muestras del agua del lago cratérico Qui-
lotoa, se tomaron un total de 32 muestras. Las muestras de agua
se recolectaron en 8 sitios seleccionados a lo largo y ancho de la lo-
guna a nivel de la superficie. Se identificaron las coordenadas geo-
grdficas de los sitios de recoleccion mediante un GPS (Garmin
elrex20).

En cada ocasion de muestreo, se recolectaron dos muestras
de agua de 1 litro en cada uno de los sitios de muestreos seleccio-
nados. Para la recoleccion de las muestras se utilizaron frascos es-
terilizados y un muestreador de agua Van Dorn (Wildco Instruments
y modelo: 3-1120-G45).

Las muestras se cubrieron con papel aluminio para evitar
el paso de luz solar, trasladdndose bajo refrigeracion en una cava
refrigerada con hielo hasta el laboratorio, realizdndose los andlisis
microbioldgicos dentro de las 24 horas luego de la toma.

2.2 Métodos
2.2.1 Aislamiento de cepas bacterianas de Bacillus presentes
en muestras de aguas de ambientes extremos de Ecuador
Se utilizé la técnica de filtracidn en membrana, filtrando
un volumen de 100 mL de muestra de agua y utilizando filiros de
0,45 m los cuales se colocaron sobre la superficie del Agar R,A y
se incubaron a 30 °C durante un tiempo maximo de 7 dias. Se ais-
laron y purificaron las colonias crecidas en Agar Soja Tripticasa para
su posterior identificacion (15).

2.2.2 |dentificaciones taxondmicas de las colonias de Bacillus
aisladas

Se realizaron tinciones de Gram y pruebas bioquimicas

de acuerdo con los esquemas de MacFaddin (16) complementadas

con las contenidas en el kit comercial de identificacidn bacteriana

Figura 5. Vista del lago craterico volcdnico “Quilotoa”. Provincia de Cotopaxi. Ecuador.
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Microgen para Bacillus (17). Se considerd una buena identificacion
cwando los porcentajes de probabilidad de identificacion arrojados
por el software de Microgen (Microgren ID, version 1.2.5.26) fueron
superiores al 75%.

Las cepas bacterianas aisladas se clasificaron siguiendo
los criterios taxondmicos del Manual de Bergey (18) y la nomen-
clatura del Comité Internacional de Sistemdtica Bacteriana (ICSB)
y publicadas en el Infernacional Journal of Systematic Bacteriology.

2.2.3 Determinacién del perfil de susceptibilidad a los antibid-
ticos de las cepas de Bacillus aisladas e identificadas
Se utilizo el método de difusion en agar de acverdo con
la técnica Kirby y Baver (19). Se tomaron 200 L de una suspension
de bacterias equivalente al McFarland 0,5 y se mezclaron con 100
mL de agar antibidtico. Se depositaron 25 mL en placas de Petri
estériles con agar Mueller Hintony una vez solidificado se colocaron
sobre su superficie discos de ampicilina (AMP 10 ig), ciprofloxacina
(CIP 5 pg), dindamicina (CLI 2 jg), eritromicina (ERI 15 pg), gen-
tamicina (GEN 10 pg), oxacilina (OXA 1 pg) y penicilina (PEN 10
U). La seleccion de antibidticos se realizd de acuerdo con lo reco-
mendado por el CLSI (2019). Se incubaron durante 24 a 48 horas
a 37 °C. Se utilizaron como cepas de control positivo y negativo, las
cepas de referencia de Escherichia coli ATCC 25922y de Staphylo-
coccus aureus ATCC 25923. La prueba se interpretd de acuerdo con
las recomendaciones del CLSI (20).

3. RESULTADOS

Se aislaron e identificaron de cada uno de los balnearios
de aguas mineromedicinales investigados un total de 16 cepas de
bacterias del género Bacillus y 3 cepas de esta bacteria en el agua
del lago cratérico Quilotoa, siendo la especie Bacillus subtiles la de
mayor frecuencia de aislamiento, seguida de las especies Bacillus
cereusy Bacillus mycoides (Tabla 1).

Los antibiogramas realizados a las cepas de Bacillusiden-
tificadas, indican resistencias y multiresistencias de las cepas bacte-
riana a una diversidad de antibiéticos (Tabla 1). Todas las cepas de
Bacillus analizadas resultaron sensibles al antibidtico ciprofloxacina,
asi como resistentes a los antibidticos eritromicina y oxacilina.

De las 19 cepas de Bacillus evaluadas, 47,37 % (9) re-
sultaron resistentes al antibidtico ampiciling, 52,63 % (10) resis-
tentes a clindamicina, 57,89 % (11) a gentamicina y 68,42 % (13)
a penicilina (Tabla 1).

Con respecto a la multiresistencia de las cepas de Bacillus
estudiadas, el 5,26 % (1) resultaron resistentes dos antibioticos,
26,32 % (5) a tres antibioticos, 21,05 % (4) a cuatro antibioticos,

genero Bacillus aisladas de ambientes acuaticos extremos del Ecuador
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31,58 (6) a cinco antibidticos y el 15,79 % (3) a seis antibidticos,
siendo el patron mds comdn la resistencia a cinco antibidticos (Tabla
1).

Entre las cepas de Bacillus multiresistentes defectadas des-
tacan la cepa de Bacillus cereus MB2 aislada del balneario La Mer-
ced, la cepa de Bacillus subtilis RB3 aislada del agua del balneario
Rumiloma'y la cepa de Bacillus mycoides UB1 aislada del balneario
Urauco, las cuales resultaron resistentes a 6 de los siete antibioticos
ensayados (Tabla 1).

4. DISCUSION

En todos los balnearios de aguas mineromedicinales in-
vestigados y en el agua de la laguna cratérica, fue posible aislar e
identificar cepas del género Bacillus.

Las especies bacterianas del género Bacillus, provienen
principalmente del suelo de donde pasan al agua, en el caso de las
aguas mineromedicinales se ha observado que son mds comunes
en aguas hipertermales, aunque crecen también en aguas meso-
termales (21).

Los bacilos Gram positivo esporulados del género Bacillus
han sido detectados en el agua de numerosos manantiales mine-
romedicinales de Espaiia (21, 22) como de Ecuador (5), ademds se
trata de un género cosmopolita distribuido en el suelo y otros am-
bientes en diferentes partes del planeta (23).

De igual forma, se han podido detectar cepas del género
Bacillus en aguas de lagos y ambientes volcdnicos (4, 24) resultado
similar al obtenido en este trabajo y que constituye el primer ais-
lamiento de especies de este género en aguas de lagos cratericos
del Ecuador.

En el presente estudio las cepas del género Bacillus resul-
taron resistentes a la mayoria de los antibidticos evaluados. Estos
resultados difieren con la investigacion llevada a cabo por Samanta
y colaboradores (25) quienes aislaron de ambientes acudticos, bac-
terias pertenecientes al género Bacillus, resistentes a niquel, cobalto,
cromo y cadmio, a los que les evaluaron la resistencia frente a once
antibidticos (cloranfenicol, estreptomicina, tetraciclina, norfloxacina,
rifampicina, kanamicina, meticilina, cotrimoxazol, neomicina, am-
picilina y dcido nalidixico). Estos aislados mostraron un predominio
de la sensibilidad, aunque fueron resistentes a kanamicina, ampi-
ciling, eritromicina y meticilina.

Asi mismo, otros investigadores han defectado diversas
cepas de bacterias del género Bacillus en el agua y sedimento de
lagos volcdnicos, resultado similar al obtenido en el agua del lago

Quilotoa (4, 24).
m I
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Tabla 1. Perfiles de susceptibilidad a los antibiéticos de cepas bacterianas del género Bacillus aisladas de muestras de aguas de diferentes

ecosistemas acudticos extremos de Ecuador.

Lugar Espedies Porcentaje de AMP ae cu ERI GEN OXA PEN
de Baailvs identificadion | (10ug) | (Sug) | (2ug) | (15ug) | (10ug) | (1ug) | (10U)
(Cédigo cepa) (%)
Balneario
Cununyaw
Pichincha
B spp.(CB1) 80 S S R R R R R
B. mycoides ((B2) 97 S S S R S R R
B, subtiles ((B3) 9 R S S R . R R
B subriles ((B4) 99 R S S R R R R
Balneario
La Merced
Pichincha
B. cereus(MBI) 98 R S S R R R R
B cereus (MB2) 98 R S R R R R R
B, subtilis(MB3) 98 S S R R S R S
B spp.(MB4) 87 S S R R R R R
Balneario
Rumiloma
Pichincha
B stearothermophilus 99 S S R R R R R
(RE1)
B, myciides(RB2) 90 S 5 S R R R R
B subrilis (RB3) 99 R S R R R R
B. subtiles (RB4) 90 R S S R S R S
Balneario
Urauco
Pichincha
B mycoides (UB1) 85 R S R R R R R
B cereus (UB2) 88 R 3 R R S R S
B thuringiensis (UB3) 95 S S S R S R R
B spp.(UB4) 83 R S S R R R R
Lago
Quilotoa
Cotopaxi
B spp. (LQBI) 79 S S S R S R S
B spp. (LQB2) 85 S S R R R R S
B kodhif(LQB3) 95 S S R R S R S

Nota: AMP: Ampicilina, CIP: ciprofloxacina, CLI: dindamicina, ERI: Eritromicina, GEN: Gentamicina, OXA: Oxaciling, PEN: Penicilina. R: Resistente. S: Sensible.

La resistencia a los betalactdmicos observada en la ma-
yoria de las cepas aisladas, puede deberse a la presencia en el eco-
sistema de ofras bacterias que presenten los genes de resistencias
a estos antibidticos y pudieran ocurrir mecanismos de transferencia
genética horizontal entre ellas. La presion ejercida por microorga-
nismos productores de antibicticos podria conducir a la dispersion
de genes de resistencia localizados en pldsmidos y transposones,
los cuales contienen no solo determinantes genéticos de resistencia
a antibidticos, sino también otros marcadores de seleccion, como la
resistencia a metales pesados muy comdn en estos ambientes (26).

Los datos del presente trabajo evidencian que bacterias
resistentes a antibioticos no se circunscriben al dmbito hospitalario,
ya que se encuentran circulando en el ambiente, donde seria posible
su diseminacion a través de los diferentes usos que tiene el agua.
Estos resultados estdn en correspondencia con los obtenido por otros
autores en diferentes tipos de ecosistemas acudticos del mundo (25,
26,27).
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Otros investigadores, han planteado que bacterias filoge-
néticamente diversas, ampliamente distribuidas en el ambiente,
muestran capacidades de subsistir frente a antibidticos naturales y
sintéticos. De esta manera, constituyen reservorios naturales de
genes codificadores de resistencia, denominados resistomas am-
bientales que pueden ser transferidos horizontalmente a microor-
ganismos patdgenos, que comparten el mismo hdbitat (27, 28).

El intercambio genético entre bacterias entéricas y la co-
munidad bacteriana autdctona, confiriendo resistencia a antibioti-
cos, ha sido sugerido por otros investigadores (29).

Lo planteado anteriormente, asi como la multirresistencia
natural que pueden presentar diferentes especies microbianas, pu-
dieran explicar los porcentajes de multirresistencia a los distintos
antibidticos, superiores al 60%, detectado en las cepas de Bacillus
estudiadas.

Es importante destacar que existe una resistencia natural
contra los antibidticos en muchas especies bacterianas, las cuales
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han tenido que desarrollar mecanismos de resistencia a los anti-
bidticos de manera de poder competir, en sus hdbitat, contra otros
microorganismos, muchos de los cuales son productores de estas
sustancias antimicrobianas. Este fendmeno de competencia y adap-
tacion se ha observado en cepas de bacterianas que se han podido
aislar y revivir de ambientes extremos, sobre fodo de sitios a bajas
temperatura donde se han conservado por miles de afio y que al
revivirlas y poder determinar sus perfiles de susceptibilidad a los
antibioticos han resultado resistentes y multiresistentes a una gran
diversidad de antibidticos, inclusive a los de nueva generacién (30).

5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indican que los ambientes extre-
mos como los balnearios de aguas mineromedicinales y el agua del
lago cratéricos volcdnicos no son ambientes estériles, en el agua
oligotréfica de estos ecosistemas se han adaptado diversos tipos de
microorganismos, como es el caso de especies del género Bacillus.
En el agua mineromedicinal de balnearios de la provincia de Pi-
chincha del Ecuador y en el agua del lago cratérico volcdnico Qui-
lotoa, se han aislado cepas de Bacillus multirresistentes a diversos
antibidticos, lo cual indica que estos ecosistemas albergan resistomas
muy importantes, los cuales deben ser estudiados y caracterizados.
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