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1.Resumen

El presente trabajo de investigacion evalla la resistencia microbiana de Escherichia coli a tres
antibidticos de uso comun, la Ampicilina, Clindamicina y Meropenem en agua residual del hospital
de Suba Il nivel E.S.E; para llevar a cabo este proyecto se elabor6 un disefio experimental que
permitié evaluar las diferencias en la resistencia de Escherichia coli a los 3 diferentes antibiéticos,
con el tamafio de muestra obtenido se aislaron 40 cepas de Escherichia coli en dos diferentes
fases de la planta de tratamiento, agua residual sin tratamiento y agua residual tratada, ademas
de esto se incluyeron variables de analisis para evaluar la variacion de resistencia como dia de
muestreo, mantenimiento de la PTAR y hora de muestreo, el método utilizado para la
determinacion de resistencia microbiana es “Kirby-Bauer disk diffusion susceptibility test
protocol”, con la ayuda de Whonet un software de facil manejo se lleva a cabo el andlisis de
resultados incluyendo programas estadisticos; de las cepas aisladas para evaluar la resistencia
microbiana a la Ampicilina el 83,5 % de las cepas fue resistente, el 2% intermedio y el 14,5% fue
sensible, para Clindamicina el 74,5% de las cepas fue resistente, el 8% fue intermedio y el 17,5
% fue sensible, para Meropenem el 30% fue resistente, el 9,5% fue intermedio y el 60,5%

sensible.

Palabras clave: Escherichia coli, Resistencia Microbiana, Whonet, Ampicilina, Clindamicina,

Meropenem, Hospital, Antibiético.



2.Abstract

The present study evaluates the microbial resistance of Escherichia coli to three commonly used
antibiotics, Ampicillin, Clindamycin and Meropenem in residual water from Hospital of Suba Il
level E.S.E; To carry out this project a sample design was elaborated with which it was possible
to carry out the experimental design that allowed to evaluate the differences in the resistance of
Escherichia coli to the 3 different antibiotics, with the obtained sample size 40 strains of
Escherichia coli In two different phases of the treatment plant, untreated waste water and treated
wastewater, in addition to this analysis variables were included to evaluate resistance variation
as day of sampling, maintenance of the WWTP and time of sampling, the method used For the
determination of microbial resistance is "Kirby-Bauer disk diffusion susceptibility test protocol",
with the help of Whonet an easy-to-handle software performs the analysis of results including
statistical programs; Of strains isolated to evaluate microbial resistance to Ampicillin 83.5% of the
strains were resistant, 2% intermediate and 14.5% were sensitive, for Clindamycin 74.5% of the
strains were resistant, the 8% was intermediate and 17.5% was sensitive; for Meropenem 30%

was resistant, 9.5% was intermediate and 60.5% sensitive.

Key words: Escherichia coli, Microbial resistance, Whonet, Ampicillin, Clindamycin, Meropenem,
Hospital, Antibiotic.
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3.Introduccidén

Las bacterias han sido quiz& la primera forma de vida en el mundo, desde este momento han
sobrevivido a las diferentes adversidades contempladas a lo largo del tiempo, adaptandose,
mutando, modificando su estructura, por medio de la seleccion natural y demas formas de
supervivencia existente para de esta forma llegar a las diversas estructuras, familias y grupos

gue conocemaos.

A pesar de que la mayoria de las bacterias resultan ser inocuas o incluso beneficiosas para el
ser humano, existe un minimo porcentaje que son patégenas, las cuales son importantes en la
salud publica y pueden llegar a causar alteraciones en los diferentes ecosistemas donde existe
su presencia. No obstante, como solucién a estos problemas fueron descubiertos los antibioticos,
sustancias naturales, posteriormente sintéticas y semisinteticas, capaces de inhibir el crecimiento

0 matando estos seres no deseados para el apropiado desarrollo de la humanidad.

En el siglo pasado y desde su descubrimiento en 1928 los antibidticos parecian ser la solucién
oportuna, eficaz y definitiva a los problemas causados por las bacterias patégenas al ser humano,
sin embargo, cuando Alexander Fleming recibi6 el premio nobel de fisiologia o medicina en 1945
anuncio en su conferencia que las bacterias podrian crear resistencia al agente antibacteriano
(penicilina) que estaba acabando con ellas [1], poco tiempo después, en la década de los 50,
casi la mitad de las cepas de Staphylococus aureus resultaron ser resistentes a la penicilina,
desde ese momento empez6 una lucha consecutiva de las bacterias con su capacidad de
mutacion y adaptacién constante para sobrevivir contra la inteligencia del ser humano, la cual ha
sido probada en repetidas ocasiones con el fin de controlar la resistencia de las bacterias

patdégenas a los antibioticos.

Es sorprendente como un organismo unicelular con una estructura tan simple, encuentra
diferentes métodos de supervivencia para garantizar la permanecia de su especie en el tiempo,
a pesar de eso existen factores que aumentan o benefician la resistencia de las bacterias a los
antibitticos, tales como el uso indiscriminado, el uso de dosis inapropiadas, la utilizacion en

situaciones virales, la mezcla o combinaciones innecesarias, el uso en ambientes no humanos
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(uso veterinario sin control sanitario) y el crecimiento de microorganismos en ambientes con

presencia de antibioticos como en los hospitales.

Todas las bacterias, de diferentes formas estan encontrando el mecanismo de hacerse resistente
a los antibidticos, la respuesta tan rapida y efectiva de evitar la accién de los antibiéticos en los
microorganismos puede explicarse con la teoria de la evolucion clasica, las bacterias
constantemente estan mutando aleatoriamente, estas alteraciones genéticas generan ventajas
en medios adversos [2]. Las bacterias como cualquier ser vivo tienen buena parte de su destino
escrito en el ADN, esta cadena contiene las instrucciones basicas para la forma y funcionamiento
de los diferentes seres vivos, cualquier funcion requiere replicar y transcribir esas instrucciones,
millones de secuencias de bases leyéndose y formandose a cada momento, pero de vez en
cuando se producen errores, estos errores producen una mutacién o una diferencia genética [3];
la mayor parte son despreciables o incluso provocan la muerte de la bacteria, pero en algunos
microrganismos puede ser Util y conferir una ventaja a la nueva bacteria, ahora esa bacteria se
ha convertido en una bacteria resistente a los antibidticos [3]; en condiciones normales su
competencia de supervivencia es grande y es dificil que su estirpe logre abrirse paso, pero si la
bacteria crece en ambientes con presencia de antibiéticos como los hospitales, las bacterias
sensibles mueren, de esta forma su competencia desaparece, y la nueva bacteria con el gen que

le confiere la resistencia comienza a extenderse.

Con el fin de tomar acciones para Bogota D.C. sobre la resistencia microbiana a los diferentes
antibioticos, se evalu6 la resistencia de Escherichia coli a Ampicilina, Clindamicina y Meropenem
en el agua residual del hospital de Suba Il nivel E.S.E, para con ello proponer acciones de buen
manejo y control de antibiéticos con el fin de evitar que la resistencia microbiana aumente en

centros médicos y hospitales.
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4.0bjetivos

4.1. Objetivo general

Evaluar la resistencia a la Ampicilina, Clindamicina y Meropenem en Escherichia coli presente

en vertimientos provenientes del Hospital de Suba Il nivel E.S.E en la ciudad de Bogota.

4.2. Objetivos especificos

Determinar la presencia de Escherichia coli en las muestras recolectadas en el vertimiento del
Hospital de Suba Il nivel E.S.E en la ciudad de Bogota, para ser utilizada como indicador de

resistencia.

Elaborar un disefio experimental de laboratorio para llevar a cabo la evaluacion de resistencia en

Escherichia coli a la Ampicilina, Clindamicina y Meropenem.

Determinar el disefio muestral implementando un protocolo de toma de muestras en el

vertimiento del Hospital de Suba Il nivel E.S.E en la ciudad de Bogota.

4.3. Pregunta de investigacion

¢ Se presenta resistencia de antibiéticos de uso convencional en el Hospital de Suba Il nivel
E.S.E, especificamente, Ampicilina, Clindamicina y Meropenem en microorganismos como

Escherichia coli en los vertimientos y el proceso de tratamiento de la planta de agua residual?
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5.Marco de referencia

1. Marco conceptual

1.1. Definiciones

Antibidtico: Es una sustancia quimica producida por organismos vivos o derivados sintéticos que
tiene la capacidad de inhibir el crecimiento o matar bacterias y otros microorganismos sensibles
aun a bajas concentraciones [4], [5].

Variable de interés: Corresponde al didmetro de halo de inhibicién, variable cuantitativa continda.
Bacteria: Es un microorganismo procariota, unicelular con un tamafio entre 0,5 y 5 um, estos

microorganismos presentan diferentes morfologias como esferas, barras, hélices entre otras. [6]

Vertimiento: Es cualquier descarga liquida de un residuo o sustancia a un cuerpo de agua
(vallados, lagunas, quebradas, rios), alcantarillado o al suelo. [7]

Agua Residual: Es el resultado del uso doméstico o no doméstico del agua. [8]

Antibiograma: Técnica utilizada en el laboratorio para evaluar la actividad de los antibiéticos o

antimicrobianos frente a los microorganismos responsables de infecciones [9] .

Enzima: Moléculas de naturaleza proteica que catalizan reacciones quimicas, actlan sobre
moléculas denominadas sustratos, las cuales se convierten en moléculas diferentes
denominadas productos. A las reacciones medidas por enzimas se las denomina reacciones

enzimaticas. [10]

Resistencia Bacteriana: Fendmeno creciente caracterizado por una refractariedad parcial o total
de los microorganismos al efecto del antibiético generado principalmente por el uso

indiscriminado de estos y por la presion evolutiva que se ejerce en el uso terapéutico. [10]

Sensidiscos: Circulos de papel filtro de un diametro aproximado de 6 mm impregnados de
antibittico, para ser probado en microorganismos y determinar su sensibilidad o resistencia de

forma in vitro. [10]
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1.2. Antecedentes

Diferentes investigaciones presentan resultados obtenidos al evaluar la resistencia en bacterias
a antibidticos; Korzeniewska et al. [11] evaluaron la resistencia a partir de muestras tomadas en
vertimientos hospitalarios y aguas residuales municipales después de pasar por un tratamiento
de purificacion, obteniendo como resultado que las cepas de Escherichia coli aisladas de
efluentes hospitalarios se caracterizan por tener las tasas de resistencia mas altas a diferencia
de las aguas residuales municipales. Aproximadamente el 95,7% de estas cepas demostraron

ser resistentes a la Cefotaxima

De esta manera se fundamenta que las bacterias resistentes a los antibiéticos son sélo
parcialmente eliminadas en plantas de tratamiento, por lo tanto si no se eliminan durante el
proceso de purificacion, estas terminan en el sistema de alcantarillado, llegando asi a cuerpos
de agua superficiales, donde pueden transferir la resistencia a otros microorganismos, motivo
por el cual los sistemas de tratamiento de aguas residuales, podrian ser potencialmente una de

las formas de difusion de bacterias resistentes a los antibi6ticos en el medio ambiente [11].

Otros estudios evaluaron vertimientos no hospitalarios; Feleke et al. [12], encontraron que la
bacteria con mayor frecuencia fue Klebsiella spp, seguida de Pseudomonas spp, Citrobacter
spp, Staphylococcus aureus, y Escherichia coli. Se obtuvo una prevalencia a la resistencia a
multiples farmacos del 81,5% en medio hospitalario y de 54,2% en el entorno no hospitalario. Se
present6 que todos los aislamientos de S. Aureus, Escherichia coli, Citrobacter spp y

Enterobacter spp fueron 100% resistentes a la ampicilina.

Por otro lado, Pignato et al. [13], evaluaron la resistencia a antibiéticos en Escherichia coli y
Aeromonas sp, los resultados mostraron que la mas alta resistencia en Escherichia coli se obtuvo
para la ampicilina y amoxicilina, con un porcentaje de 57 y 45 respectivamente. Para los
aislamientos de Aeromonas sp los mayores porcentajes se obtuvieron para €sos Mismos
antibidticos, probablemente debido a una resistencia intrinseca de las bacterias hacia estos b-

lactamicos. [13]

Con los resultados hasta aqui expuestos, Escherichia coli es la bacteria de mayor interés, ya que

ha mostrado alta resistencia a la ampicilina, Cefotaxima y amoxicilina.
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Por ultimo, Tzoc et al. evaluaron la resistencia en Escherichia coli, en vertimientos tratados y no
tratados, utilizados en la agricultura; se menciona que los patdgenos entéricos pueden volverse
resistentes a los antibiéticos mediante la adquisicion de plasmidos R conjugados. Sin embargo,
hay relativamente pocos datos disponibles sobre la prevalencia de estos pladsmidos en
Escherichia coli en el agua residual utilizada para el riego. [14]. Los resultados del estudio
muestran que la mayoria de los aislamientos fueron resistentes a la ampicilina; ademés se
investigd la posibilidad de transferencia de resistencia, obteniendo que el 54% de los
aislamientos demostraron ser capaces de transferir su resistencia a antibioticos a Escherichia
coli, exponiendo entonces, que bacterias resistentes a los antibioticos pueden propagar sus
genes de resistencia a organismos de la misma especie o de otras especies, principalmente por
plasmidos R conjugados [14].

Referente a los tratamientos de aguas residuales, aunque demostraron ser eficaces en el
cumplimiento de las normas microbioldgicas de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para
el uso seguro de las aguas residuales en la agricultura, eran ineficaces para reducir
significativamente la resistencia a multiples antibiéticos. Estos datos contribuyen a plantear
preguntas sobre la importancia de Escherichia coli multiresistentes que llevan plasmidos R
conjugativos como reservorio de genes de resistencia en las aguas residuales, asi como el papel
de posibles cultivos contaminados cuando se riegan con aguas residuales tratadas, en la difusion

de bacterias resistentes [14]

Por ultimo, en enero del 2017 en Reno, Nevada, murié una mujer de 70 afios al ser contagiada
por una bacteria multiresistente, el centro de control de enfermedades de Atlanta (CDC) emitié
en un reporte que la bacteria Klebsiella pneumoniae fue resistente a todos los antibiéticos
conocidos, a esta paciente le administraron 26 medicamentos para frenar la infeccion, pero los

tratamientos fracasaron ante esta bacteria de la familia enterobacteriaceae. [15]
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2. Marco contextual

2.1. Hospital de Suba Il nivel E.S.E

El proyecto se realizé en la planta de tratamiento de agua residual del Hospital de Suba Il nivel
E.S.E, sub red norte, ubicado en la AK 104 # 152 C 50, Bogota D.C, localidad de Suba.

Imagen 1. Hospital de Suba Il nivel E.S.E.

Fuente: [13]

El agua residual del Hospital de Suba Il nivel E.S.E proviene de los servicios médicos presentes
en él, como salas de cirugia, partos, patologia, laboratorio clinico, odontologia y demas servicios
especiales. (uso sanitario?). El centro médico cuenta con una planta de tratamiento de agua
residual convencional, la planta tiene un dimensionamiento de 8 metros de largo por 6 metros de
ancho, esta ubicada en el parqueadero del hospital, cerca de los salones de descanso de
vigilancia y de servicios generales. La planta esté disefiada para tratar un caudal de flujo continuo
de 0,62 I/s; cuenta con un proceso de tratamiento fisicoquimico que se comprende de lo siguiente
[16], [17]:
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* Estructura de entrada
Esta estructura es de acero inoxidable. Esta recibe las aguas residuales del hospital por una

tuberia de PVC de cuatro pulgadas. El tiempo de retencion de la estructura es de 10 segundos
considerando el doble caudal de disefio. Se realiza un mantenimiento diario donde se retiran los
residuos sélidos gruesos que se retienen en la canastilla, para disposicion final como residuo

peligroso.

= Caja de aforo agua residual tratada
Estructura de forma rectangular, ubicada en el piso al lado del tanque de ajuste de pH, con

dimensiones de 50 cm de ancho, 60 cm de largo y 30 cm de profundidad.(Fotografia 1)

Fotografia 1. Caja de aforo agua residual tratada

Fuente: El Autor
= Trampa de grasas
La unidad, es un tanque rectangular en poliéster reforzado con fibra de vidrio con recubrimiento
epoxido. El tiempo de retencion estimado es de 5 minutos. La estructura cuenta con una caja
lateral de recoleccion de grasas las cuales se depositan alli de forma hidraulica, dicha unidad

cuenta con una valvula inferior para facil retiro y disposicion final en bolsas rojas como residuo

peligroso (Fotografia 2).
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Fotografia 2. Estructura de entrada y trampa de grasas.

Fuente: El Autor

= Tanque de homogenizacién
Esta estructura es en poliéster reforzado con fibra de vidrio. El tiempo de retencién es de 1 hora.

Dicha estructura cuenta con una valvula inferior para mantenimiento una vez por mes, que
implica evacuacion de lodos y disposicién final como residuo peligroso, son dos estructuras
rectangulares consecutivas, en la primera aplican hipoclorito de calcio con el fin de oxidar la DBO

y DQO, en el segundo se produce la homogenizacion del agua (Fotografia 3).

Fotografia 3. Tanque de homogenizacion

LR

Fuente: El Autor
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= Tanque de ajuste de pH
El tanque es cilindrico, con un volumen de 0,63m?, un didmetro de 0,64m y altura total de 1,90m.

en este punto aplican cal con el fin de subir el pH entre 9 y 10 unidades de pH (Fotografia 4).

Fotografia 4. Tanque de ajuste de pH

Fuente: El Autor

= Floculador
En esta estructura se forman los flocs en mezcla lenta proporcionada por el accionamiento del

agitador de paletas, para lograr la formacién de flocs, se adiciona policloruro de aluminio como
coagulante, y aviflox130 como floculante. El floculador y el sedimentador conforman una sola
estructura. El volumen del floculador es de 0,49m? y funciona con tiempo de mezcla de 13

minutos para facilitar la formacién adecuada de flocs (Fotografia 5).

* Sedimentador
El sedimentador es de alta tasa y de flujo ascendente, con una carga superficial de 80m? /m2-

dia. Esta estructura cuenta con dos conos de recoleccion de flocs sedimentados, la recoleccion
de agua clarificada se produce en la parte superior por medio de un tubo de 3” con orificios, el

volumen de cada cono es de 0,068m3. (Fotografia 5)
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Fotografia 5. Floculador y sedimentador
|

Fuente: El Autor

= Bombeo a filtros

Esta estructura recibe el agua proveniente del sedimentador, en caso de que el pH este fuera del
rango entre 6 y 9 se aplica acido nitrico, aunque no es comuln su uso; posteriormente cuando se
presenta un volumen considerado de agua se activa automaticamente la bomba encargada de

enviar el agua a los filtros.

* Filtro de arena
El filtro es un tanque de acero al carb6n de 0,60m de didmetro y 1 metro de altura, con lecho de
filtracion de 3,5 gpm/pies?. La tuberia de descarga esta ubicada en la parte superior del filtro

(Fotografia 6).

= Filtro de carbdn activado
En esta estructura se remueven por absorcion los tensoactivos y otras sustancias organicas

disueltas como compuestos fendlicos y DQO, entre otros (Fotografia 6).

= Tanque espesador de lodos y prensa de lodos

Se estima una produccién de lodos 0,11 mh con una concentracion de sélidos del 5%. En este
tanque se aplica soda caustica y floculante 130 para la estabilizacion y adecuacién de los lodos,
la mezcla se produce con un agitador de paletas para alcanzar un pH de 9 unidades. Una vez
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estabilizado y condicionado, el lodo desciende a la parte conica. De esta seccion el lodo se envia
al filtro de prensa con bomba de funcionamiento neumatico y control por contrapresion a 30psi.
La bomba se encuentra a la salida del espesador, donde una valvula se encarga de regular el
llenado de su cavidad y con el accionamiento de una vélvula de bola se suministra el aire para

su funcionamiento (Fotografia 6).

Fuente: El autor

= Tanque eyector
Este se encarga de almacenar y bombear el agua clarificada del espesador, filtro prensa vy el
posible rebose del tanque de bombeo o filtros hacia el tanque de homogenizacion.

= Compresor
Este equipo suministra el aire para la mezcla al tanque de homogenizacion, al tanque de pH, al

tanque de bombeo a filtros, neutralizacion y para el acondicionamiento de la bomba neumatica.

= Tablero de control
El tablero de control se utiliza para el correcto funcionamiento de la planta, este dispositivo puede

ser manipulado automatica o manualmente por el operario.

El agua residual vertida por el hospital de Suba Il nivel E.S.E al alcantarillado de la ciudad de

Bogot4, se comunica con la tuberia principal que pasa por la avenida carrera 104 con avenida
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calle 153, desde este punto los vertimientos del hospital se combinan con vertimientos
provenientes de las diferentes actividades que se desarrollan durante su curso hasta la planta de
tratamiento de agua residual El salitre, de esta forma, los vertimientos provenientes del hospital
realizan el recorrido hasta la calle 139 con avenida carrera 104, en este punto la tuberia cambia
de direccion y sigue la ruta de la calle 139 con avenida carrera 104 hasta la transversal 127 con
calle 139, de la transversal 127 con calle 139 avanza hasta la calle 132b con carrera 129, en
linea recta realiza el paso por el humedal Juan Amarillo y finalmente llega al canal de aguas
negras de la planta de tratamiento de agua residual del Salitre.

3. Marco tedrico

3.1. Antibidtico

Es una sustancia quimica producida naturalmente por organismos vivos o derivados sintéticos
gue tiene la capacidad de inhibir el crecimiento o matar bacterias y otros microorganismos

sensibles aln a bajas concentraciones [4], [5].
3.2. Segun el origen de los antibiéticos

. Origen natural o biolégico

Los antibi6ticos se obtienen de cultivos de microorganismos que pueden ser hongos o bacterias
[5]-

. Origen Semisintético

Los antibiéticos se obtienen a partir, de un nucleo basico de un agente obtenido de forma natural,
donde se busca modificar algunas caracteristicas quimicas para poder mejorar sus propiedades,
incrementar su actividad, aumentar el espectro de accién, disminuir los efectos adversos y

facilitar su administracion [5].

3.3. Actividad anti-infecciosa

Los agentes antimicrobianos se pueden comportar como bactericidas 0 como bacteriostaticos.
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. Bactericida

Como su nombre lo indica, producen la muerte de los microorganismos responsables del proceso
infeccioso. Son pertenecientes a este grupo los antibiéticos como [-lactdmicos,
Aminoglucosidos, Rifampicina, Vancomicina, Polimixinas, Fosfomicina, Quinolonas vy

Nitrofurantoinas [5].

. Bacteriostatico

Se caracterizan por inhibir el crecimiento bacteriano, es decir, que el microorganismo permanece
presente, sin realizar ningun tipo de actividad, aun si se suspende el tratamiento médico o no se
realiza un procedimiento medico apropiado, el microorganismo puede regenerarse Yy/o

multiplicarse [5].

3.4. Mecanismo de accion

Los mecanismos de accién que los antibioticos utilizan para alterar la biologia de los

microorganismaos son:

. Inhibicién de la sintesis de la pared celular

El antibiético impide la sintesis de la pared celular, cuyo componente principal es el
Peptidoglucano. Se inhibe los sistemas enzimaticos correspondientes [4], este proceso se genera

en diversas fases como B-lactamicos, Fosfomicina, Cicloserina, Vancomicina, Bacitracina.

. Inhibicién de la sintesis de proteinas

Los antibi6ticos generan un bloqueo de la sintesis de proteinas actuando sobre los ribosomas y
de esta manera afecta la vida de la bacteria, las sintesis de los ribosomas se realizan en tres
etapas la iniciacion, la elongacion, transferencia y translocacion y su correspondiente

terminacion.
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. Desorganizacion de la membrana citoplasmética

La membrana celular constituye una barrera de permeabilidad y lleva a cabo funciones de
transporte activo. Si la integridad funcional de la membrana se altera, los iones y macromoléculas

se escapan y la célula se lesiona y muere.

. Inhibicion de la sintesis de los acidos nucleicos

Los mecanismos que utilizan los antibiéticos para modificar la sintesis de los &cidos nucleicos,

son:

O Interferencia en la replicacion del ADN

0 Impedimento de la transcripcion

N Inhibicidn de la sintesis de metabolitos esenciales

3.5. Resistencia bacteriana

Debido a que algunas bacterias no son afectadas por ningun tipo de antibiético, debido a diversos
motivos, como carecer de blanco para el antibiético, no dejar entrar el antibiético al interior celular,
modificar los sitios de union del antibiético, generar enzimas que destruyen el antibiético,
produccion bombas de eflujo que eliminan el antibiético, codificar genéticamente la informacion
de resistencia y compartirlo con los demas microorganismos, el microrganismo es insensible o
presenta resistencia natural. También puede presentase que las especies sean sensibles al
antibidtico, sin embargo en ciertas ocasiones pueden llegar a crecer en presencia del antibiético
y como forma de supervivencia genera resistencia, esto se llama resistencia adquirida, y es el
tipo de resistencia de interés para los diferentes estudios [18]. Algunos mecanismos por los que

se producen resistencias pueden ser:

. Bloqueo del transporte de antibioticos

Este mecanismo consigue resistencia a la Fosfomicina por pérdida del sistema de transporte del
glicerol-fosfato [5], [18]
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. Modificacion enzimatica del antibiético

El cloranfenicol se inactiva por una acetilacion catalizada por una cloranfenicol-acetiltransferasa
(5], [18].

. Produccion de enzima alternativa, que evita efecto inhibitorio

La resistencia a Trimetoprima se consigue al producir una dihidrofolatoreductasa diferente, que

deja sin efecto la inhibicion de la dihidrofolato-reductasa normal de la bacteria [5], [18]

. Expulsién del antibiético por un mecanismo activo de bombeo

La Tetraciclina se expulsa de forma activa del interior de bacterias resistente [5], [18].

. Modificacion del sitio de accién del antibiético

La metilacion del ARN 23S en una posicion determinada da lugar a resistencia a los macrélidos,

gue no pueden fijarse en el ribosoma y producir asi su efecto inhibitorio [5], [18].
3.6. Clasificacion de los antibioticos

Los antibidticos se pueden clasificar con relacién a la estructura quimica de los compuestos.

Tabla 1. Clasificacién de los antibiéticos

Grupo Nombre Antibidtico

I B-lactamicos Penicilinas, cefalosporinas, monobactamos, Carbapenems
Il Aminoglucosidos Gentamicina

i AzUlcares complejos Clindamicina

v Polipeptidicos Polimixina

\% Rifamicinas Rifampicina

VI Tetraciclinas Clortetraciclina

Vil Amfenicoles Cloramfenicol
VIII Macrdlidos Eritromicina
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Miscelaneos

Espectinomicina, virginiamicina, vancomicina, teicoplanina,
capreomicina, cicloserina, fosfomicina, novobiocina,
linezolida

Quimioterapéuticos
antibacterianos

Sulfonamidas, sulfonamidas+trimetoprim, nitrofuranos,
derivados de naftiridina y quinolonas

Xl

Antifiingicos

Anfotericina B, imidazoles, griseofulvina, fluocitosina,
nistatina, terbinafina

Xl

Antivirosicos

Infecciones no VIH, infecciones VIH

Fuente: [5]
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3.7.

Caracteristicas de los antibidticos del estudio

En la Tabla 2 se presenta un resumen de las caracteristicas de importancia para 3
antibioticos, Ampicilina, Clindamicina y Meropenem.

Tabla 2. Antibiéticos de estudio

Ampicilina

Clindamicina

Meropenem

Mecanismo de
accion

Bactericida, inhibidor
de la sintesis de
pared celular

Inhibidor de sintesis
de proteinas en la sub
unidad 50s, es
principalmente
bacteriostatico pero a
concentraciones altas
es bactericida.

Bactericida, inhibidor de
formacién de pared
celular,

Farmacocinética

Via oral

Se administra por via
oral, parenteral, topica
o vaginal.

Se administra por via
intravenosa

Los alimentos inhiben
la absorcion de la
Ampicilina, por lo
cual, se debe
administrar 1 hora
antes o dos horas
después de las
comidas. Se puede

En el tracto
gastrointestinal en un
90% y por via
intramuscular, los

Se absorbe via
intravenosa con una

Absorcion L alimentos retrasan la | biodisponibilidad del
administrar de forma . 0 .
oral o absorcion, las 97%, no se absorbe via

concentraciones oral
parenteralmente, s
obteniendo maximas se alcanzan
. de 45 a 60 minutos
concentraciones
maximas 1-2 horas
después de la dosis
[19].
se distribuye
ampliamente en
6rganos y tejidos, .
Se concentra en el ganos y tej Con una dosis de
. principalmente en
higado, pulmones, - . 500mg alcanza
; o . huesos, bilis y orina. .
orina rifién, préstata concentraciones
vejiga, vesicula biliar Cabe resaltar, que lasmaticas de
Distribucion 1198, " | entre un 40 a 90% la p

efusiones del oido
medio, secreciones
bronquiales, entre
otros [20], [21].

dosis absorbida se
une a las proteinas y
se distribuye por los
liquidos entra 'y
extracelulares [26],
[29]

45mg/ml, con dosis de
1000mg alcanza
concentraciones de
112mg/ml
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Se elimina el 75 % en
orina, 20% bilis, bajo
porcentaje en saliva 'y

Se metaboliza
extensamente en el
higado para
transformarse en N-
demetilClindamicina y
Clindamicina

Se elimina el 70% por
orina en 12 horas y
aproximadamente el 2%

Excrecion | . Sulfoxido y el resto se A
eche materna, vida S se elimina por heces, se
; excreta por el rifidn, b
media de 1-1,5 ; . puede eliminar por
vida mediade 1,5 a o
horas. o hemodidlisis.
3,5 hora, se elimina
10% a 20% en la orina
y de 3,6% a 4% por
heces
Algunas reacciones
adversas que puede
generar este No se han establecido
antibiotico, son estudios de
nauseas, colicos, carcinogénesis. Se han
Poco probable con diarrea, caida de llevado a cabo estudios
dosis equivalentes a | presion arterial, sobre la reproduccién en
250 mg/kg o menos, | taquicardia, ictericiay | ratas con dosis de hasta
para peso mayor a anormalidad de la 1000 mg/kg/dia 'y en el
40kg se establece funcion hepatica. De mono en dosis de hasta
Toxicidad 500 mg cada 6 horas, | acuerdo, a los valores | 360 mg/dia, sin que se
para peso menor a establecidos para una | generaran efectos
40kg se considera sobredosificacién, se | adversos sobre la
50mg/kg/dia en establece la fertilidad o sobre los
intervalos de 6 a 8 mortalidad en ratones | fetos. Algunos de los
horas en una dosis efectos adversos més
intravenosa de 885 frecuentes son nauseas,
mg/kg y en la dosis diarrea, constipacion,
oral o subcutanea en | flebitis entre otros.
ratas se estableci6 un
valor de 2618 mg/kg
Caracteristicas Fisicoquimicas
Aproximadamente
e, en agua, 22 “10°mg1.
- de metanol, 250 ml En agua, 30,61 mg/L A 25°C, es solu_ble en
Solubilidad ' e fosfato de potasio e

de etanol, 13 ml de
Dimetilacetamida y
menos de 10 ml de
Sulféxido de Dimetilo.

az25°C

insoluble en acetona o
éter

Constante de
disociacion

pKade 2.5,7.3 a
23°C

pKa 7.79

pKa 2.9-7.4

pH

De 4.0-6.0,

Propiedades
espectrales

La rotacién Optica es
de 287,9°a 20° C
(C=1 en agua)

La rotacién Optica es
de 214° a 25° C/D
(cloroformo)
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Punto de Fusién

202 °C

Se establece una
tolerancia de 0.01 mg
para los residuos de

olenEmes Ampicilina en los
admisibles np .
tejidos comestibles
sin cocer de cerdos,
ganado y leche
. Las infecciones intra
Para el tratamiento de abdominales
Anaerobios Gram- o
negativos (Ap.end.u.:ltls.y o
(Fusobacterium spp., peritonitis), m_feccpn en
Bacteroides spp el tracto respirator o, la
Veillonella) ' meningitis, infeccién en
anaerobios,Gram— los tejidos blandos,
negativos suelen s_er’tr_atado_s con
_ (Eubacterium este antibitico, mientas
Para el tratamiento Propionibacte’rium que algunos
de las infecciones Actinomyces spp ' microorganismos
urinarias, producidas Peptococcus spp', sensibles son,
por enterococos_ Peptostreptococc.tyjs Bacteroides fragilis;
gérmenes sensibles Spp., ESreptococos Bacteroides
como Gardnerella mic%baeroﬂ'licos thetaiotaomicron;
Uso vaginalis, Bordetella y Escherichia coli;

pertussis, y algunos
bacilos entéricos
como Escherichia
coli, Proteus
mirabilis, Salmonella,
y Shigella.

muchas cepas de
Clostridium
perfringens y
Clostridium tetani),
aerobios Gram-
positivos (S. aureus y
S. epidermidis,
estreptococos
(excepto
Streptococcus
faecalis);
neumococos; Bacillus
anthracis,
Corynebacterium
diphtheriae

Haemophilus
influenzae (beta-
lactamasa

negativos); Haemophilus
influenzae (beta-
lactamasa

positivos); Klebsiella
pneumoniae; Neisseria
meningitidis;
Peptostreptococcus sp.;
Pseudomonas
aeruginosa;
Streptococcus
pneumoniae; Viridans
streptococci

Fuente: [18], [19], [20]. [21], [22], [23], [24], [25], [26], [27], [28], [29], [30], [31], [32], [33],
[34], [35], [36].
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4. Aguas residuales hospitalarias

En la mayoria de hospitales a nivel mundial, el agua residual generada contiene una gran
diversidad de compuestos; el agua residual de estos establecimientos es capaz de transportar
virus, bacterias mulitresistentes, farmacos no metabolizados o parcialmente metabolizados por
pacientes, solventes, radioisotopos, desinfectantes y demdas sustancias que son utilizadas
convencionalmente en las labores diarias de un hospital [3]. La mezcla de estas sustancias
complejas produce interacciones sinérgicas y antagonicas entre ellas y el ambiente, produciendo

asi la actividad téxica, mutagénica y genotoxica en ecosistemas acuaticos [2].

En los centros poblados las descargas de agua residual hospitalaria se producen al
alcantarillado, este efluente es transportado hasta las plantas de tratamiento municipales, y
vertidas finalmente en fuentes hidricas, por otro lado, existen hospitales con conexiones directas
a las fuentes hidricas incluso sin tratamiento previo. El agua residual hospitalaria vertida al
alcantarillado o fuentes hidricas, sin tratamiento o con un tratamiento inapropiado, genera riesgos
potenciales a los balances bioldgicos, incentiva los dafios a los ecosistemas y eleva los riesgos
en la salud publica (Imagen 2), por esta raz6n la importancia de los tratamientos del agua residual

hospitalaria diferente al convencional se hace inherente.

Los antibidticos suelen ser detectados en elevadas concentraciones en los efluentes
hospitalarios, por lo que esto puede contribuir a la resistencia multiple de los antibiéticos, ya sea
por presencia de los antibidticos en la descarga o por la transmision de factores de resistencia

hacia las bacterias pertenecientes a las aguas superficiales [37].

Algunos estudios realizados han generado resultados de cantidades de antibidticos descargados
en las aguas residuales generados en hospitales, en paises europeos que corresponden a una
concentracion media total en aguas residuales municipales de 50 pg/L. Se estima que los
compuestos halogenados, se encuentran en concentraciones de 10 mg/L, mezclados con

sustancias como yodo de las radiografias, solventes, desinfectantes y agentes limpiadores [37].

32



Imagen 2. El problema ambiental con las aguas residuales hospitalarias

Administracion de medicamento
. o a los pacientes
Aguas residuales de las actividades de {}
atencion medicay de investigacion

(sangre, orina, heces, liquido gastrico, Excrecion de los pacientes con
disolventes, acidos, bases, residuos farmacéuticos (farmacos
radioactivos, desinfectantes no metabolizados o
productos de limpieza, entre otros metabolizados parcialmente)

z

¢/ Red de alcantarillado urbano
Red de
alcantarillado {}

del hospital Plantade tratamiento de agua
residual urbana

iz

Aguas superficiales .

Agua residual domestica

(ARD) y agua residual no I " — =
domestica (ARnD) del - guas Subterraneas
V]
hospital {}
Planta de tratamiento de agua
potable

Fuente: [38]

4.1. Aspectos en la detecciéon de medicamentos en aguas residuales

en el medio ambiente.

Muchos medicamentos, se caracterizan por ser compuestos formados por moléculas grandes y
guimicamente complejas con una determinada funcion, estructura quimica, peso molecular, entre
otras, por lo cual, son sustancias farmacolégicamente activas que poseen una persistencia
elevada en el medio ambiente; la persistencia de compuestos como Eritromicina, Naproxeno,

Ciclofosfamida y acido Clofibridico, pueden ser mayor a un afio con riesgo a bioacumularse [37].

A determinadas dosis de los compuestos, el organismo absorbe, distribuye, transforma y excreta
un porcentaje del medicamento, debido a esto, frecuentemente se descargan en las plantas de
tratamiento de aguas residuales niveles de concentracion de residuos de antibidticos o

compuestos 6rgano-halogenados que se debian degradar dentro del proceso [37].
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4.2. Efectos de residuos de medicamentos en los organismos.

A nivel mundial, productos quimicos farmacéuticos producidos y usados en la medicina, son
desechados en gran medida, en el medio generando efectos adversos en los organismos
acudticos y terrestres. Algunos estudios han detectado probleméaticas en algunas especies de
peces, como la acumulacion de los componentes activos de medicamentos antidepresivos en el
cerebro, higado y musculos. También, se encontraron algunas alteraciones en los insectos en
cuanto, a su comportamiento Yy fisiologia, en las plantas acuéticas y algas ya que inhiben y

estimulan su crecimiento y el desarrollo de bacterias resistentes [37].

4.3. Toxicidad en aguas residuales hospitalarias.

Muchos compuestos quimicos provenientes de los hospitales, se encuentran en las aguas
residuales que pueden generar un riesgo genotoxico, o afectar la comunidad de organismos
encargados de la degradacién de la materia organica en los procesos bioldgicos de las plantas
de tratamiento. La ecotoxicidad de las aguas residuales de un hospital varia considerablemente
durante las 24 horas, teniendo un crecimiento de la toxicidad desde las 8am hasta las12pm y de
las 5pm hasta las 8pm [37], [39].

4.4. Distribucion geografica de Dbacterias resistentes a los

antibioticos.

Segun datos clinico-epidemiologicos, en América Latina los aislamientos de Enterobacteriaceae

demostraron que el 58% de K. pneumoniae y el 32% de Escherichia coli eran productoras de
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betalactamasas con espectro extendido (BLEE). En paises como Colombia, Peru, Chile, Brasil,
Argentina y Venezuela se ha reportado resistencia a la cabapenemasa; en aislamientos
realizados se encontré que Acinetobacter spp con un 21% y P. aeruginosa con un 45% eran
resistentes a Carbapenemasa. [40].

4.5. Acciones para combatir la problemética de las infecciones

resistentes los antibioticos

Una de las principales problematicas para combatir o mitigar los organismos resistentes a los
antibioticos, es la falta de mecanismos adecuados por parte de los paises y los gobiernos para
establecer estudios, y establecer medidas efectivas para la vigilancia y el control de los

antibidticos y los microorganismos que posea un enfoque global.

La OMS, el Centro de Control de Infecciones de los Estados Unidos (CDC), el programa
SENTRY, el Consorcio Internacional de Control de Infecciones Nosocomiales (INICC), son
algunas de las principales organizaciones encargadas de controlar y manejar estas tematicas y
permitir conocer las infecciones y/o el riesgo al que se expone los organismos. Sin embargo, la
falta de conocimiento, las politicas poco eficientes, las administraciones y el factor monetario,
son algunos de las factores que han frenado el desarrollo y la puesta en marcha de acciones
claras y oportunas que ayuden a combatir las infecciones generadas por los organismos

resistentes y prevenir su propagacion [40].

4.6. Antibioticos segun la concentracion en los distintos cuerpos de
agua
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Tabla 3. Concentracién de los antibiéticos segun el ambiente donde se localice.

Tipo de agua G Concentracién
Antibiético detectada (ug/L)

Acido oxolinico, Eritromicina, Flumequina, Roxitromicina,

Sulfametoxazol, Tilosina, Sulfonamida 1,2-270

Agua potable

Rio Cloranfenicol, clortetraciclina 60-160

Amoxicilina, Cefaclor, Cefalexina, Cloranfenicol,
Ciprofloxacina, Claritromicina, Clindamicina,

Agu_a_ Demeclociclina,, Doxicilina, Enrofloxacina, Eritromicina, 0,19-15000
superficial : g : : S
Lincomicina, Nomensina, Norfloxacina, Oleandomicina,
Oxitetraciclina, Penicilina G, Penicilina V,
Agua residual Amoxicilina, Cefalexina, Ciprofloxacina Clindamicina, 0.29-130
hospitalaria Doxiciclina, Enrofloxacina, Lincomicina, Norfloxacina '
Efluente PTAR Ciprofloxacina, Claritromicina, Cloranfenicol, Doxicilina, 1-560

Eritromicina Norfloxacina, Ofloxacina, Roxitromicina

Fuente: [5], [41], [42], [43], [44]

5. Resistencia de Escherichia coli alos antibiéticos

5.1. Escherichia coli

Escherichia coli, es un bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo de Ila familia
Enterobacteriaceae, generalmente se encuentra en el tracto gastrointestinal de los seres
humanos y animales. Esta bacteria se le considera un microorganismo de flora intestinal normal,
sin embargo, existen cepas que pueden ser patdégenas y ocasiona dafio produciendo diferentes

cuadros clinicos, como diarrea [45].

Debido, a su elevada presencia en el tracto gastrointestinal y en las heces, se utiliza como un
indicador primordial para la presencia de contaminacion fecal para la evaluacion de la inocuidad
de alimentos y agua [46]. Las Escherichia coli, consideradas patdgenas, se caracterizan por su
capacidad de provocar enfermedades mediante mecanismos genéticamente controlados,
especificamente la produccién de toxinas, la adhesion e invasion de células huéspedes, la

interferencia con el metabolismo celular y la destruccion de tejidos [45].
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. Condiciones de crecimiento

Las cepas de Escherichia coli verotoxigénica, pueden sobrevivir durante unos meses en el
estiércol contaminado de las aguas superficiales, ya sea, para bebida o riego; en las verduras y
frutas y la superficie de las tierras de cultivo. Se multiplican a temperaturas entre 6°-50 °C, y su
temperatura 6ptima es de aproximadamente de 37°C, se caracterizan por crecer en presencia
de 6% de NaCl; son termo resistentes, pero pueden ser eliminados con un tratamiento térmico a
65°C [47].

Tabla 4. Condiciones apropiadas para el crecimiento de Escherichia coli

Caracteristicas Minimo | Optimo | M&ximo

Temperatura °C 7-8 35-40 46

pH 4.4 6-7 10

Actividad en el agua | 0.950 0.995 -

Fuente: [47]

- Grupos de patdégenos de Escherichia coli.

De acuerdo al tipo de infeccién que provocan, se dividen en dos grupos, el primero constituido
por las cepas responsables de las infecciones extra intestinales, generadas en el tracto urinario,
sepsis y meningitis, mientras que el otro grupo, esta constituido por cepas patdgenas intestinales

gue produce las infecciones gastrointestinales [48](Tabla 5).

Tabla 5. Grupos patégenos de Escherichia coli

Escherichia coll Coloniza la mucosa del intestino delgado por medio de pilis, de esta forma
entorotoxigénica. sintetiza enterotoxinas "toxinas termoestables”. El periodo de incubacion es de
14 a 50 horas, se evidencia diarrea aguda en pacientes infectados.

Sintetiza proteinas que se unen a la sub unidad 60s de los ribosomas en las
células intestinales o renales. Se evidencia dolor abdominal y diarrea acuosa con
sangre en pacientes infectados

Escherichia coli
enterohemorragica.

Invade el epitelio del colon, alli se adhiere la bacteria a las vellosidades de la
mucosa por lo que requiere de mucinasa y adhesinas, para asi, poder entrar por
endocitosis a la célula y posteriormente poder multiplicarse dentro de la célula

Escherichia coli
enteroinvasiva
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Escherichia coli
enteropatégena

Genera un proceso de adherencia entre la bacteria y la membrana de las células
pertenecientes al epitelio intestinal, produce la destruccién de la microvellosidad,
seguida de una alteracion del cito esqueleto en el sitio de la union de la bacteria,
ya que, se incrementa los niveles de calcio intracelular y de la proteina Cinasa C.
Se evidencia diarrea en nifios principalmente.

Fuente: [46].

La Escherichia coli, se caracteriza por presentar una especial resistencia a los antibiéticos (-

lactamicos; el uso excesivo de los antibioticos ha generado un incremento en la resistencia de

muchos microorganismos a nivel mundial. Las infecciones generadas por las cepas patégenas

de Escherichia coli, tratadas con antibiéticos como la Ampicilina, Sulfametoxazol/Trimetoprim,

Ciprofloxacina, tetraciclina y estreptomicina, ha generado una mayor resistencia para poder ser

tratadas adecuadamente, tanto en los humanos como en los animales [48].

38




6. Metodologia

6.1. Disefio experimental paralatoma de muestreos.

Para efectos de la aplicacién del disefio de experimentos, se definié lo siguiente:

[l Tratamiento: Corresponde a cada uno de los antibiéticos a evaluar.

[1 Factor de bloqueo: Corresponde a cada una de las fases de tratamiento del agua residual.

[l Factor de bloque de muestra: Considerando que las mediciones se haran por sub-muestreo
en diferentes fases de la planta de tratamiento de agua residual (agua residual antes del
tratamiento y agua residual después del tratamiento), se debié considerar el bloqueo por la
muestra.

[J Variable de interés: Corresponde al didmetro de halo de inhibicién, variable cuantitativa

continta.

El disefio propuesto es por bloques completamente aleatorizados, involucrando dos vias de
blogueo, de esta forma en la elaboracion del disefio interesa conocer cuantas muestras n
debieron ser seleccionadas en cada una de las fases (agua residual no tratada y agua residual

tratada).
El mecanismo para obtener el tamafio de muestra se realizé por medio de la siguiente férmula:
Donde, A corresponde a la estimacion del parametro de no centralidad de la distribucién
Fa-1,N-a

es la estimacién de los efectos de los tratamientos en una prueba piloto

: varianza estimada de los errores.
n: es el tamafo de muestra a determinar.

Dado que no se dispone de informacion a-priori para obtener la respectiva estimacion, mas aun
la de¢,?, es necesario realizar un proceso de simulacion de las mediciones de los resultados de

los antibiogramas considerando diferentes escenarios.

39



6.1.1.Proceso de simulacion

Utilizando la propiedad del modelo lineal que se encuentra asociado al disefio del experimento,

donde la varianza de los errores se trasmite en el modelo, se tiene que:
i ~N(Yi, 0%)
De forma que:
Y ~Nn (Y, 021

La varianza de los errores ¢® se estima a través del cuadrado medio de los errores, que en este
caso se puede estimar a través de escenarios de simulacion sobre las medidas de los
antibiogramas, de acuerdo a lo siguiente:

Se contemplaron escenarios, definidos por la distribucion uniforme continua y la distribucion beta
ampliada al rango de Y € [0, 5]. A continuacién, se muestran los resultados del proceso de
simulacién de diez mil mediciones de antibiogramas para el experimento propuesto y en cada

escenario, para un total de 250.000 simulaciones de diametros de halos de inhibicion.

Para uno de los escenarios propuestos y contemplando muestras desde 10 mediciones de
antibiogramas hasta 10.000 mediciones, se calculd la esperanza matematica empirica de la

varianza de los datos simulados, obteniéndose los siguientes resultados (Tabla 6):

Tabla 6. Esperanza matematica empirica de la varianza de los halos de inhibicién simulados por
escenario.

Distribucién del halo de inhibicion Varianza estimada de los errores
U(0,5) 2,083012
~Beta(a =1, B = 2) 1,389207
~Beta(a =1, =3) 0,9373656
~Beta(a =1, B = 4) 0,6666164
~Beta(a =1, B = 5) 0,4958649
~Beta(a=2,8=1) 1,389023
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~Beta(a =2, B = 2) 1,249852
~Beta(a =2, =3) 1,000288
~Beta(a =2, 3 = 4) 0,7932409
~Beta(a =2, B = 5) 0,6380915
~Beta(a =3, =1) 0,936884
~Beta(a =3, B =2) 1,000214
~Beta(a =3, B = 3) 0,8928938
~Beta(a=3,B =4) 0,7652088
~Beta(a=3,B=5) 0,6509876
~Beta(a =4, B = 1) 0,666165
~Beta(a=4,B=2) 0,7938344
~Beta(a=4,B=3) 0,7652914
~Beta(a = 4, B = 4) 0,6943358
~Beta(a = 4, B = 5) 0,6173494
~Beta(a =5, B = 1) 0,4957159
~Beta(a =5, B = 2) 0,6384563
~Beta(a = 5, B = 3) 0,6512063
~Beta(a=5,B=4) 0,6173416
~Beta(a = 5, B = 5) 0,568042

Fuente: El Autor

6.1.2.Estimacion del tamano de muestra

Dadas las simulaciones realizadas, es posible obtener una aproximacion a la varianza de los
errores que se involucran en el modelo del disefio experimental, sin embargo es necesario
castigar la desinformacion por lo que la varianza de errores simulada se debié6 maximizar,
ademds se busca un comportamiento de los datos cercano a la realidad en cuanto a los
parametros de asimetria y curtosis, por lo que se toma la varianza determinada a partir de la

simulacion con la distribucion ~ Beta(a= 2; B= 2).
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En el orden de la desinformacion, no es posible conocer tampoco las estimaciones de los efectos
de los tratamientos definidos en el experimento (i), por lo tanto se hara uso de la minima
diferencia significativa.

De acuerdo a lo anterior a continuacion se calcula el tamafio de muestra controlado por la
potencia de la prueba en los tratamientos, con la ayuda del programa R Project for Statistical
Computing se procedio a realizar el célculo de la siguiente forma:

n<-seq(l,12,by=1)
D<-seq(0.1,1.5,by=0.1)
Potencia<-matrix (c (NA) ,nrow = length(n),ncol = length (D))
for(i in 1l:length(n)) {

for(j in 1l:length (D)) {
Lambda<-((10*n[i])*(D[J]1"2))/(3*1.249852)
Percentil<-qgf (0.95,dfl = 2,df2 = (6*n[i] - 3))
Potenciali, jl<-pf(g = Percentil,dfl = 2,df2 =
Lambda, lower.tail = FALSE)

}

+ + + + V V V V

(6*n[i] - 3),ncp =

+

+
+ 3}
> rownames (Potencia)<-n

\%

colnames (Potencia)<-D
Potencia

\%

El resultado obtenido es la matriz de potencias para identificar el nimero de muestras (n) que se

debian realizar en cada fase de la PTAR (agua residual no tratada y agua residual tratada)

O J oUW

O oo Joyud wN

0,1
0,05121104
0,05410911
0,05699224
0,05988310
0,06279095
0,06571887
0,06866798
0,07163860
0,07463072
0,07764413
0,08067855
0,08373364

0,8
0,1300106
0,3617266
0,5726505
0,7324040
0,8410199
0,9094926
0,9502689
0,9734834
0,9862228
0,9930018

0,2
0,05485474
0,06672957
0,07882486
0,09119397
0,10384528
0,11676428
0,12992950
0,14331729
0,15690344
0,17066391
0,18457518
0,19861436

0,9

0,3
0,06096114
0,08865320
0,11764617
0,14777207
0,17881209
0,21052003
0,24265608
0,27499689
0,30733888
0,33949919
0,37131554
0,40264571

1

0,4
0,06957462
0,12092132
0,17573917
0,23259744
0,29024313
0,34757222
0,40367168
0,45781936
0,50946941
0,55823254
0,60385436
0,64619407

1,1

0,5
0,0807462
0,1644553
0,2539537
0,3441535
0,4313872
0,5130879
0,5876633
0,6543085
0,7128155
0,7634002
0,8065591
0,8429548

1,2

0,6
0,09452377
0,21963901
0,35029015
0,47421859
0,58468350
0,67871613
0,75594123
0,81755302
0,86554126
0,90216488
0,92962877
0,94991012

1,3

0,7
0,1109417
0,2859477
0,4592881
0,6088261
0,7273668
0,8158089
0,8788089
0,9220593
0,9508637
0,9695632
0,9814397
0,9888403
1,4

0,1517081
0,4441952
0,6810092
0,8329618
0,9184016
0,9622715
0,9833213
0,9928984
0,9970714
0,9988252

0,1759718
0,5297034
0,7761721
0,9054393
0,9633967
0,9867600
0,9954650
0,9985151
0,9995320
0,9998572

0,2026947
0,6141941
0,8529386
0,9516882
0,9857272
0,9961108
0,9990062
0,9997591
0,9999441
0,9999875

0,2317231
0,6937670
0,9098121
0,9778082
0,9951820
0,9990478
0,9998252
0,9999698
0,9999950
0,9999992

0,2628573
0,7652083
0,9485074
0,9908622
0,9985965
0,9998063
0,9999754
0,9999971
0,9999997
1,0000000

0,2958550
0,8263650
0,9726855
0,9966349
0,9996480
0,9999673
0,9999972
0,9999998
1,0000000
1,0000000
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11 0,9965154 0,9995401 0,9999577 0,9999973 0,9999999 1,0000000 1,0000000

12 0,9982955 0,9998237 0,9999878 0,9999994 1,0000000 1,0000000 1,0000000
1,5

0,3304369

0,8762925

0,9865605

0,9988937

0,9999241

0,9999954

0,9999998

1,0000000

1,0000000

1,0000000

1,0000000

1,0000000

O J oy U W

[ e
N = O

Los resultados anteriores contienen en las columnas la diferencia minima significativa en

centimetros y en las filas el tamafio de muestra.

De acuerdo a lo anterior con una diferencia minima significativa de 1 cm en los halos de inhibicién
se alcanza una potencia de 0,9054393 para un tamafio de muestra igual a 4 en cada uno de los
puntos de muestreo en la planta de tratamiento, y por cada dia, por tanto, el tamafio de muestra
total son 40 alicuotas de agua residual, para los 5 dias establecidos de muestreo (lunes a
viernes), ademas se asegura el balanceo del experimento lo cual es aconsejable para evitar la

pérdida de potencia.

6.1.3. Esquema de aleatorizacién

Teniendo en cuenta el proceso de tratamiento de agua residual del Hospital de Suba Il nivel
E.S.E (imagen 3), la aleatorizacion de las 40 muestras (4 cada dia en cada fase del proceso) de

cada una de las fases de muestro, se realiz6 de la siguiente manera (tabla 7):
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Imagen 3. Diagrama de bloques de la planta de tratamiento de agua residual.

Entrada de Hipoclorito de Cal, cuando el pH

. i <89, mantiene el pH
agua residual calcio ’ P

l l entre 9y 10

Trampade .| Tanque de R Tanque de
- - -y - -
grasas oxidacion homogenizacién \ Ajuste de
pH
Acido nitrico, cuando el
pH =9, Mantiene el pH
entreby9
Filtro de ‘l
arena Bombeo a . Floculador i
F\\\ . < Sedimentador |€ | [~ Policloruro
filtros de aluminio
W \\
Floculante
Filtro de “Anflox 130"

carbén ""--_..__* Salida de agua

residual

Fuente: El Autor

Tabla 7. Tiempos de muestreo por dia.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

Muestra 1 0 0 0 0 0
Muestra 2 14 10 12 11 12
Muestra 3 14 11 11 15 14
Muestra 4 12 13 12 13 13

Fuente: El Autor

Para realizar el muestreo en la planta de tratamiento de agua residual del Hospital de Suba Il
nivel E.S.E del agua cruda y el agua tratada se evidenci6é un chorro de agua continuo (Fotografia
7), por esta razén se consider6 que los numeros que aparecen en las columnas corresponden al
tiempo que se debid esperar en minutos para recoger la siguiente muestra, por ejemplo para el
primer dia de muestreo se procedi6 a realizar el primer muestreo, a partir de la recoleccién de la
primera muestra se debid esperar 14 minutos para recoger la segunda muestra, asi mismo para

la tercer muestra se debid esperar 14 minutos después del segundo muestreo, y para la cuarta
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muestra se debid esperar 12 minutos desde el momento en que se realizé la recoleccién de la

tercer muestra.

Fotografia 7. Salida del agua residual tratada de la planta de tratamiento

e Ty
Fuente: El autor

Los tiempos fueron concebidos por el programa estadistico (R Project for Statistical Computing)

donde se facilita la aleatorizacion de tiempos de muestreo en intervalos de 10 a 15 minutos de

la siguiente forma:

> ## Aleatorizacidédn de los tiempos de aforo
> Tiempodemuestreo<-matrix(c(NA),ncol=5,nrow=4)
> Tiempodemuestreo[l, ]<-c(rep(0,5))
> for(i in 2:4){
+ for(j in 0:5) {
+ Tiempodemuestreo[i,jl<-round(runif(l,min = 10,max = 15),0)
+ 3
+ 3
> colnames (Tiempodemuestreo)<-c("Dia 1","Dia 2","Dia 3","Dia 4", "Dia 5")
> rownames (Tiempodemuestreo)<-c ("Muestra 1", "Muestra 2", "Muestra 3", "Muestra
41!)
> Tiempodemuestreo
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Muestra 1 0 0 0 0 0
Muestra 2 14 10 12 11 12
Muestra 3 14 11 11 15 13
Muestra 4 12 13 12 13 13

45



6.2. Muestreo

6.2.1. Elementos de proteccién

La bioseguridad fue de gran importancia para la programacion y recoleccién de los muestreos
dentro de la PTAR del Hospital de Suba Il nivel E.S.E, es por esto que se debi6 tener en cuenta
como una actividad previa para dar inicio al muestreo, esta se desarroll6 con el proposito de
proteger la integridad personal por el constante contacto con la gran diversidad de componentes
recepcionados por la PTAR del Hospital de Suba Il nivel E.S.E, ademas de esto el no uso de los
elementos de proteccion personal puede llegar a alterar la calidad de la muestra, los elementos

de proteccion personal utilizados durante la realizacion de los muestreos fueron:

O Bata

O Guantes

0 Gafas

O Tapabocas

6.2.2. Tipos de muestras

Debido a los objetivos del proyecto solo se tuvo en cuenta el tipo de muestra microbioldgico, alli
se encontré y se aisl6 Escherichia coli para someterlo a la prueba de sensibilidad o resistencia a

los antibidticos.

6.2.3.Recipientes para la recoleccion de muestras

Los recipientes utilizados durante la toma de muestras en el Hospital de Suba Il nivel E.S.E

fueron frascos para el almacenamiento de orina (Imagen 4) con un volumen aproximado de una
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onza, estos frascos permanecieron estériles hasta su uso, eran de boca ancha lo que facilito la

toma de muestras.

Imagen 4. Recipiente para la recoleccion de orina.

A
T
T

Fuente: [49]

6.2.4. Recoleccion de muestras

La recoleccién de muestras se bas6 en el disefio muestreal elaborado, alli se establecié que se
realizarian 5 dias de muestreo, estos dias se caracterizaron por ser dias habiles (lunes, martes,
miércoles, jueves y viernes). Esta determinacion se basé en los dias donde la PTAR genera la
mayor cantidad de vertimientos para el tratamiento, ademas de esto se cuenta con la presencia
del operario; los dias sabado es intermitente la presencia del operador debido a que es un dia
destinado para capacitaciones y demas actividades para el mejoramiento continuo de la
operacion de la planta y del operador, el dia domingo es dia de descanso para los operarios de
la planta por lo cual no se tuvo ingreso a la PTAR, los dias sabado y domingo no se tuvieron en

cuenta para la elaboracion del tamafio de muestra.

Los muestreos fueron realizados a la entrada y salida de la planta de tratamiento de agua residual

(Fotografia 8).
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Fotografia 8. Puntos de muestreo (Entrada: fotografia de lado izquierdo, Salida: fotografia de lado
derecho).

Fuente: El Autor

En cada intervalo de tiempo (Tabla 7) se procedié a realizar un muestreo en la entrada,
consecutivamente se realizé el muestreo en la salida de la planta de tratamiento, posteriormente,
cada muestreo fue rotulado con el nUmero de muestreo (muestreol o muestreo2 o muestreo3 o
muestreod), fecha, hora de muestreo y lugar del muestreo (antes o después del tratamiento),
terminado este procedimiento, el paso siguiente fue almacenar las muestras en una caja de
icopor con gel refrigerante en su interior (Fotografia 9) para su conservacion durante el

desplazamiento hasta su respectivo lugar de analisis.

Fotografia 9. Almacenamiento de los muestreos para su conservacion.

Fuente: El autor
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6.3. Andlisis de laboratorio

6.3.1. Preparacion de medios.

Se realizaron diversas pruebas para la seleccién del medio de cultivo apropiado y efectivo, los
estandares dependieron del facil crecimiento y la facil identificacién de Escherichia coli en medios
selectivos. El inventario de medios selectivos para Escherichia coli ofrecidos por el laboratorio de
la universidad fue Agar MacConkey y Agar EMB (eosin methalyne blue agar).

El agar MacConkey se utiliza para el aislamiento de bacilos Gram negativos de facil desarrollo,
aerobios y anaerobios facultativos. Permite diferenciar bacterias que utilizan o no, lactosa en
muestras clinicas, de agua y alimentos. Todas las especies de la familia Enterobacteriaceae se

desarrollan en el mismo, la presencia de Escherichia coli se evidencia de color rosado [50].

El agar EMB es utilizado para el aislamiento selectivo de bacilos Gram negativos de rapido
desarrollo y escasas exigencias nutricionales. Permite el desarrollo de todas las especies de la
familia Enterobacteriaceae [51]. La presencia de Escherichia coli en este medio se evidencia en

forma de un color verde brillante.

El color verde brillante obtenido en el medio de cultivo EMB fue la principal caracteristica para su
elecciodn, esto es debido a que facilita el conteo de colonias sin confusion, ademas de esto en el
momento de aislamiento su identificacion es representativamente alta, lo cual disminuyo el error

en la seleccién de colonias aisladas.
6.3.2. Diluciéon de agua residual

Debido a la incertidumbre de la carga bacteriana presente en el agua residual que fue

muestreada, se realizaron tres diferentes diluciones de la siguiente forma:

Se realizé una dilucién de 10! donde se toma un mililitro de agua residual captada del hospital y
se depositd en un tubo de ensayo con 9 ml de agua con solucion salina, este procedimiento se
debid realizar con micro pipeta, la dilucién de 102 se realizé tomando un mililitro de la dilucién
antes realizada (10?) y depositandola con ayuda de la micro pipeta en un tubo de ensayo con 9

ml de agua con solucién salina, la dilucién de 107 se realizé tomando un mililitro de la dilucién
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antes realizada (102) y depositandola con ayuda de la micro pipeta en un tubo de ensayo con 9

ml de agua con solucion salina 0.85% (Imagen 5).
Imagen 5. Diluciones.

1ml 1ml 1ml

VOV N

101 102 103

\/ ', \/

Vol Inicial Vol Inicial Vol Inicial
9ml 9 ml 9ml

Fuente: El Autor

6.4. Siembra de microorganismos

Con los medios preparados y las diluciones listas se procedié a realizar el sembrado de
microorganismos en cada placa o caja Petri, para este proceso fue necesario un mechero de
bunsen o cualquier otro dispositivo que reemplace su principio, asa de Drigalsky o rastrillo

bacterioldgico y una micro pipeta.

Con la micro pipeta y cerca del calor de la llama de fuego se procedié a succionar 0,1 ml de
solucion que esta contenida en los tubos de ensayo, después de esto se abrid la caja Petri de
forma reducida y se depositd la solucién dentro, con el asa de Drigalsky se esparcio el indculo

por todo el agar para conseguir un crecimiento uniforme.

Este procedimiento se debid repetir para las diferentes diluciones y muestreos realizados en el

laboratorio.

Después de realizar todo el proceso de siembra se debid colocar la caja Petri boca abajo en la
incubadora a temperatura constante de 37 °C por 24 horas, trascurrido el tiempo se debid
verificar los resultados y realizar el conteo e identificacion de unidades formadoras de colonia de

Escherichia coli.
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6.5. ldentificacion y conteo de colonias de Escherichia coli.

Pasadas las 24 horas en proceso de incubacion, las unidades formadoras de colonia de
Escherichia coli realizaron su respectivo crecimiento. Se procedié a ejecutar el recuento de
dichas colonias visibles en la cuenta colonias, la forma de identificacion fue el color verde brillante
presente en la placa de agar, cada punto verde brillante dentro de la caja Petri fue reportada
como una unidad formadora de colonia, el dispositivo posee luminosidad para una mayor
visibilidad y precisién en los datos, tiene registro electrénico con salida auditiva para verificar la
entrada de datos, tablero de 3 digitos de color rojo y auto cero, acepta placas de Petri de 10 cm

(Fotografia 6) .

Fotografia 10. Recuento de colonias en la cuenta colonias.

Fuente: El autor

Terminado el proceso de conteo, se procedié a determinar el numero de unidades formadoras
de colonia por mililitro (UFC/ml) o unidades formadoras de colonia por gramo (UFC/g) de la

siguiente forma:

Factor de dilucion™= Inversa de la dilucion.

De esta manera tenemos que 10'= 10, 102 = 100...
Por ejempilo,
Si, el nimero de colonias contadas fue 826 y el factor de dilucién es 101, (para todas las siembras

ejecutadas el volumen de indculo sembrado fue 0,1 ml) por lo tanto este valor sera una constante.
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Por lo tanto, para este ejemplo se tiene 82.600 UFC/m|

Cuando se realiza mas de una dilucion para cada uno de los parametros se garantiza los

resultados obtenidos, el método disminuye el margen de error y abaliza la calidad de las pruebas.
Para obtener el resultado por duplicado se aplica la siguiente formula.

Por ejempilo,

En la muestra “Antes 1” tenemos que

La dilucién 1 (101): 82.600 UFC/m

La dilucién 2 (10?): 79.700 UFC/ml

La dilucién 3 (10%): 85.400 UFC/ml

Tenemos que:

Esto indica que en el muestreo “antes 1" tenemos 82.567 UFC/ml de flora Coliforme.

En los casos donde la carga bacteriana fue alta, se realiz6 recuento bacteriano con ayuda de la
cuenta colonias, para este proceso se tomé un cuadrante con una carga alta de UFC, un
cuadrante con carga media y un cuadrante con carga baja para realizar el conteo, posteriormente

se sac6 el promedio aritmético, este promedio se multiplicé por 65; de esta forma se identifico

las UFC de Escherichia coli para las respectivas cajas Petri.

1 Es un ejemplo hipotético, no son datos reales del experimento.
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6.6. Aislamiento de cepas de Escherichia coli

Finalizado el conteo de colonias en cada caja Petri, de las 3 réplicas diferentes, de las diluciones
102, 102, 103 por muestreo, se escogib la caja Petri donde el contenido de unidades formadoras
de colonia (UFC) estaba en el rango de 30 y 300, esto con el fin de hacer estadisticamente

representativo el aislamiento.

Con la caja Petri seleccionada la cual su contenido de colonias fue entre 30 y 300 se procedio a
seleccionar visualmente un punto verde brillante uniforme, y facil de seleccionar con el asa

redonda, relativamente separado de otras colonias.

Para efectuar la siembra por estriado se procedié a coger el asa por el cabo, en forma similar a
cuando tomamos el lapiz para escribir, se acercé el asa de alambre de platino o nicrén
directamente en la zona de color azul de la llama del mechero, hasta que se puso al rojo vivo,
consecutivamente, se procedi6 a introducir lentamente el resto del alambre para lograr el mismo
efecto, después de esto se retird el instrumento de la llama, se esperé de 4 a 5 segundos con el

objetivo de que el asa se enfrie.

El asa estéril y fria debi6 ser introducida en la caja Petri seleccionada y tocar Gnicamente el punto

verde brillante seleccionado visualmente con anterioridad.

Con la mano opuesta a la que se sujeto el asa, se tom¢ la placa de Petri, de manera que la tapa

guede hacia arriba. Con ayuda del dedo pulgar se abrié parcialmente la placa.

Introducida el asa con la muestra se procedi6 a deslizarla suavemente en forma de zigzag, desde

la pared, hasta cubrir aproximadamente un tercio de toda la superficie.

Se cerr6 la placa y se gir6 varios cm, en contra de las manecillas del reloj, procediendo a abrirla

nuevamente por igual procedimiento.

Se Introdujo nuevamente el asa y se realiz6 un segmento similar al anterior, de manera que las

bacterias sembradas en el primer segmento sean removidas para el segundo.

Este procedimiento se repitié una o dos veces mas (Imagen 6).
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Imagen 6. Método de siembra por estrias en medios de cultivo sélidos distribuidos en placas de Petri.

A

Fuente: [52]

Finalmente, la placa fue cerrada y colocada sobre la mesa de trabajo boca abajo para su posterior
incubacién a 35 +/- 2 °C.

El asa debio ser esterilizada en la llama del mechero, en la forma explicada con anterioridad,

antes de dejarla en el puesto de trabajo.

Después de pasadas 24 h se evidencio el crecimiento de la cepa aislada (Fotografia 11), si el
cultivo visualmente siguié siendo mixto se procedi6 a realizar una resiembra, lo cual consistié en

repetir el procedimiento con los resultados obtenidos en el primer aislamiento.

Fotografia 11. Crecimiento de Escherichia coli aislada en agar EMB por estriado.

Fuente: El autor

Cuando se tuvo la certeza que el cultivo era puro visualmente, se procedio a realizar el mismo
procedimiento de la siembra, pero en una placa de Petri con medio de cultivo Plate Count Agar
(PCA), con los resultados obtenidos después de las 24 horas de incubacién se procedio a realizar

una tincion de Gram para verificar la pureza del cultivo y el microorganismo aislado.

Si la tincion de Gram mostro que el cultivo era mixto se procedio a realizar un nuevo aislamiento

hasta que el cultivo fuera homogéneo y puro.
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6.7. Antibiograma

Con las cepas de cultivo puro se procedi6 a realizar las pruebas de sensibilidad a los diferentes
antibioticos de estudio: Ampicilina, Clindamicina y Meropenem.

La prueba realizada fue basada en la teoria del método de Kirby Bauer.
6.7.1. Medio de cultivo

Se debibé preparar agar Mueller Hinton, pero debido a la inexistencia de este medio en el
laboratorio de la universidad fue preparado el medio de cultivo PCA con las instrucciones de la
casa manufacturadora, este medio se utilizé inmediatamente después de su preparacion, en
casos externos se conservo refrigerado en recipientes herméticamente sellados, para prevenir la
evaporacion, no se usaron por ninguna circunstancia medios secos, deshidratados o

envejecidos.

6.7.2. Preparacion del in6culo

Se seleccionaron 4 o 5 colonias del microrganismo en estudio, preferencialmente de un cultivo
puro o de un cultivo en que se hubiese obtenido el aislamiento primario del microorganismo. No
se utilizaron cultivos de méas de 24 horas. Se transfirieron estas colonias, simplemente tocando
la parte superior de cada una con asa bacterioldégica a un tubo que contenia de 3 a 5 ml de

solucion salina.

Se procedié a diluir el cultivo con solucién salina estéril o caldo estéril hasta obtener una turbidez
equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland, lo cual corresponde aproximadamente a 108

microorganismos viables por ml.
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Fotografia 12. Preparacion y comparacion del inoculo con el estandar de turbidez.
‘

Fuente: El autor

6.7.3. Estandar de Turbidez

Para la preparacion de este estandar se afiadié 0,05 ml de BaCl.al 1% a 9,95 ml de H.S04al 1%.
Se mezclé homogéneamente y distribuyd en tubos tapa rosca; se debid sellar herméticamente y
almacenarlos en un lugar oscuro a temperatura ambiente; para hacer la comparaciéon con el

cultivo, se debi6 agitar el estandar preferiblemente con un agitador tipo vortex.

Se prepar6 un nuevo estandar cada 6 meses; como el procedimiento de laboratorio fue de enero

a abril, solo fue necesario un estandar de turbidez.
6.7.4. Preparacion de discos con antibiotico (sensidiscos)

Los discos impregnados de antibiético fueron elaborados de la siguiente manera:

A base de pruebas se determiné que un disco de papel filtro de 6 mm de diametro absorbe, por
lo tanto, para crear sensidiscos de Ampicilina, se tomé una pastilla de Ampicilina 1g y se diluy6
en 10 ml de agua destilada, de esta forma se obtuvo una concentracion de Ampicilina, se tomo
1 mly se diluyé en 9 ml de agua destilada de esta forma se obtuvo una concentracion de, se
tom6 1 ml y se diluy6 en 9 ml de agua destilada de esta forma se obtendra una concentracion
de, se tomé 1 ml y se diluy6 en 9 ml de agua destilada de esta forma se obtendra una
concentracion de, se tomo6 1 mly se diluyd en 4 ml de agua destilada de esta forma se obtendra

una concentracion de, cada disco absorbe, de esta forma se tiene que cada disco quedaria con
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una concentracion de; se debian preparar 50 discos con el fin de que todos absorban la misma

concentracion de (Imagen 7).

Imagen 7. Elaboracion de sensidiscos de Ampicilina.

1ml 1ml 1ml 1ml
1 gramo de
Ampicilina

12ug/ Disco

Vol Inicial Vol Inicia Vol Inicial Vol Inicial Vol Inicial
10 ml 9ml 9 ml 9ml 5ml

Fuente: El autor

Para crear sensidiscos de Meropenem, se tomé 1g de Meropenem inyectable y se diluy6 en 10
ml de agua destilada, de esta forma se obtendra una concentracion de de Meropenem, se tomd
1 mly se diluy6 en 9 ml de agua destilada de esta forma se obtendra una concentracion de , se
tomd 1 mly se diluy6 en 9 ml de agua destilada de esta forma se obtendrd una concentracion de
, setomé 1 mly se diluyé en 9 ml de agua destilada de esta forma se obtendra una concentracion
de , se tom6 1 ml y se diluy6 en 5 ml de agua destilada de esta forma se obtendrda una
concentracion de , cada disco absorbe , de esta forma cada disco quedaria con una
concentracion de ; se debian preparar 50 discos con el fin de que todos absorban la misma

concentracion de (Imagen 8).
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Imagen 8. Elaboracion de sensidiscos de Meropenem.

1ml Iml 1ml 1ml
1 gramo de
Meropenem

12ug/ Disco

Vol Inicial Vol Inicia Vol Inicial Vol Inicial Vol Inicial
10 ml 9 ml 9ml 9ml 5ml

Fuente: El autor

Para crear sensidiscos de Clindamicina, se tomo una capsula de Clindamicina 300 mg y se diluyo
en 10 ml de agua destilada, de esta forma se obtendra una concentracion de de Clindamicina,
se tomd 1 mly se diluyé en 9 ml de agua destilada de esta forma se obtendra una concentraciéon
de, se tomé 1 ml y se diluy6 en 9 ml de agua destilada de esta forma se obtendra una
concentracion de, se tomd6 1 mly se diluy6 en 9 ml de agua destilada de esta forma se obtendra
una concentracion de, se tomaron 5 mly se diluyé en 5 ml de agua destilada de esta forma se
obtendra una concentraciéon de, cada disco absorbe, de esta cada disco quedaria con una
concentracion de; se debian preparar 50 discos con el fin de que todos absorban la misma

concentracion de. (Imagen 9)
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Imagen 9. Elaboracion de sensidiscos de Clindamicina.
1ml Iml 1ml 5ml

300 mg de
Clindamicina

3,6 ug/ Disco

Vol Inicial Vol Inicia Vol Inicial Vol Inicial Vol Inicial
10 ml 9 ml 9 ml 9ml 5ml

Fuente: El Autor

6.7.5. Elaboracion del antibiograma

Se utilizaron placas previamente preparadas que contenian el medio de cultivo solidificado (unos
20 ml/placa) de agar PCA, depositando en la superficie del agar 0.1 ml de inoculo. Luego de
realizada la descarga de la muestra, se procedidé a extenderla sobre toda la superficie de las
placas, usando un asa de Drigalski estéril, esperando de 5 a 20 minutos con el fin de que el

inoculo estuviera seco, con la tapa de la caja Petri cerrada.

Posteriormente se colocaron los discos sobre la superficie del agar con un dispensador, asa
redonda o con pinzas estériles; con éstas, se presionaron los discos ligeramente sobre el agar
para asegurar un contacto uniforme. Se colocaron 5 discos en la periferia de cada caja Petri
(Imagen 10), cada disco debia no estar a menos de 24 milimetros uno del otro, con el fin de evitar
gue las zonas de inhibicion quedaran combinadas. Se procedié a incubar inmediatamente o en

los proximos 30 minutos a 35 °C, para pasadas 16 a 24 horas leer los resultados.
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Imagen 10. Patron de distribucién de los discos de antibidticos en el medio de cultivo.

Fuente: El Autor

6.7.6. Medicion de los halos de inhibicién

La medicion de la zona de inhibicién de cada disco se realizd sobre una superficie oscura o bajo
luz reflejada. Se midi6 el diAmetro de la zona de inhibicién incluyendo los 6 mm del disco, con un
pie de rey sobre el respaldo de la caja de Petri sin remover la tapa. Una lectura de 6 mm indica

gue no hay zona de inhibicion (Imagen 11).

Imagen 11. Muestreo de un dia para analisis de resistencia microbiana.

Muestreo 1 Muestreo 1
Hora 0 Hora O
S ~ =
Muestreo 2 ﬁ" i Y=Y Muestreo 2
Hora 0+14 I ‘  — Hora 0+14
AGUA SIN PTAR Hospital de Suba at AGUA
TRATAMIENTO Il nivel E.S.E TRATADA
Muestreo 3 Muestreo 3
Hora 14+14 Hora 14+14
Muestreo 4 Muestreo 4
Hora 28+12 Hora 28+12

Fuente: El autor
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Por cada muestreo realizado, se aisl6 una cepa de Escherichia coli, estas cepas fueron
sometidas a pruebas de sensibilidad por medio de antibiogramas, obtenido el didmetro del halo
de inhibicion en milimetros se procedi6 a identificar la susceptibilidad del Escherichia coli a los 3
diferentes antibiéticos (Ampicilina, Clindamicina y Meropenem), por consiguiente dependiendo
del halo de inhibicion se establecié si Escherichia coli fue Resistente (R), Intermedio (I) o Sensible
(S) a cada antibiético. (Tabla 8). La interpretacion de los resultados se realizé acorde a lo
estipulado en la edicion 27 del documento “M100- Normas de Desempefio para la Prueba de
Susceptibilidad a los Antimicrobianos” elaborado por el Instituto de Estandares Clinicos y de

Laboratorio (CLSI, por sus siglas en inglés) [9] y la ayuda del programa Whonet.
Tabla 8. Interpretacion de resultados dependiendo el halo de inhibicién en mm.

Resistente (R) Intermedio (I) Sensible (S)

Ampicilina 10ug <13 14-16 217

Clindamicina 2ug <14 15-20 221

Meropenem 10ug <19 20-22 223
Fuente: [9]
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7. Impacto social

El aumento de resistencia microbiana a través del tiempo esta causando una mayor
preocupacion a nivel mundial, visto patolégicamente la resistencia microbiana no es una
enfermedad, esta afirmacion se basa en que no existen diferencias en la gravedad de las
enfermedades causadas por cepas resistentes o cepas sensibles a los antibiéticos, el verdadero
problema radica en que con un aumento de patégenos resistentes limita el procedimiento médico
por ausencia de métodos eficaces. La accion rapida y efectiva de los antibi6ticos puede suponer

para el paciente infectado la diferencia entre la curacién y la muerte o la discapacidad crénica.

No obstante entidades gubernamentales, de investigacién y sociales, como la OMS estan
trabajando a favor de la vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos. En mayo de 2015, la
682 Asamblea Mundial de la Salud adopt6 el Plan de acciébn mundial sobre la resistencia a los
antimicrobianos [53] uno de cuyos cinco objetivos estratégicos consiste en reforzar las evidencias
mediante una mejora de la vigilancia y la investigacion, de esta forma la constante investigacion
y blsqueda de alternativas a la problematica han llevado a profesionales a identificar nuevos

antibioticos naturales capaces de destruir bacterias resistentes.

Los resultados de esta investigacion al igual que los encontrados por Bolafios y Mora [16], Flores
y Sanchez [54], generan argumentos de peso para incentivar la creacion de normatividad
apropiada a nivel nacional, con el fin de realizar vigilancia y control de manejo de antibiéticos, al
mismo tiempo que generar propuestas de inclusion de tratamientos eficaces del agua residual
en centros médicos, encaminados a la eliminacién de contaminantes emergentes (antibiéticos y

microrganismos), contribuyendo a evitar riesgos en la salud publica y dafios en los ecosistemas.
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8. Desarrollo central

8.1. Conteo Bacteriano.

Con los datos obtenidos en el laboratorio del conteo de UFC de Escherichia coli por cada muestra

tomada en el agua residual sin tratamiento del hospital de Suba Il nivel E.S.E vy las diferentes

diluciones (Tabla 9), se observé mayor contenido de UFC de Escherichia coli en los

muestreos 7y 8 (tercera y cuarta muestra tomada el dia jueves 16 de febrero de 2017, ala

hora 10:41y 10:54 de la mafiana respectivamente (Gréfica 1)), en el cual se evidenci6 una

entrada de volumen de agua ala PTAR por encima del comln, agua de color oscuro y con

olor alto a materia fecal, lo cual puede justificar la cantidad de UFC encontradas en estos

muestreos.

Tabla 9. UFC de Escherichia coli halladas en los muestreos tomados en agua residual sin tratamiento en
la PTAR del hospital de Suba Il nivel E.S.E

Agua residual sin tratamiento

ANTES/ DIL UFC encontradas en cada caja Petri UFC/ml en cada dilucion U'jrc]itl"ta'
Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién
101 102 103 101 102 103

. 3.000 480 66 300.000 | 480.000 660.000 | 480.000
M1-Dial

. 3.000 654 42 300.000 | 654.000 420.000 | 458.000
M2-Dial

M3-Dial 2.320 568 51 232.000 | 568.000 510.000 | 436.667

M4-Dial 3.000 382 67 300.000 | 382.000 670.000 | 450.667

. 3.000 654 67 300.000 | 654.000 670.000 |541.337
M1-Dia2

. 3.000 480 67 300.000 | 480.000 670.000 |483.337
M2-Dia2
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Agua residual sin tratamiento

ANTES/ DIL UFC encontradas en cada caja Petri UFC/ml en cada dilucién U'ﬁ‘l‘“ﬁ'
M3-Dia2 3.000 850 89 300.000 | 850.000 890.000 | 680.000
M4-Dia2 3.000 753 95 300.000 | 753.000 950.000 | 667.667
M1-Dia3 2.420 375 58 242.000 | 375.000 580.000 | 399.000
M2-Dia3 2.347 428 67 234.700 | 428.000 670.000 |444.237
M3-Dia3 2.507 574 31 250.700 | 574.000 | 310.000 | 378.233
M4-Dia3 2.490 365 62 249.000 | 365.000 620.000 |411.333
M1-Diad 1.936 115 26 193.600 | 115.000 | 260.000 [ 189.533
M2-Diad 1.193 458 35 119.300 | 458.000 350.000 | 309.100
M3-Diad 2.302 185 17 230.200 | 185.000 170.000 | 195.067
M4-Diad 3.000 345 25 300.000 | 345.000 250.000 | 298.333
M1-Dia5 2.636 527 46 263.600 | 527.000 460.000 |416.867
M2-Dia5 2.660 320 28 266.000 | 320.000 | 280.000 | 288.667
M3-Dia5 1.056 234 25 105.600 | 234.000 | 250.000 [ 196.533
M4-Dia5 2.324 325 21 232.400 | 325.000 | 210.000 | 255.800

Fuente: El Autor
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Gréfica 1. UFC de E. coli encontradas en las muestras de agua residual sin tratamiento.
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Fuente: El Autor

Con las muestras de agua residual tratada se desarrollé el mismo procedimiento de laboratorio
para el conteo y la determinacién de unidades formadoras de colonia (Tabla 10), luego se
evidencié el comportamiento de UFC de Escherichia coli (Gréfica 2), donde se observé una
disminucion significativa a partir del tercer dia de muestreo, lo cual se debe a que las muestras
de los dias 1 y 2 fueron tomadas cuando la planta de tratamiento no contaba con un
mantenimiento ni lavado general, a diferencia de los dias siguientes donde se realizaron después

del mantenimiento y lavado general de todas las unidades de la planta, a excepcién de los filtros.

Tabla 10. UFC de Escherichia coli halladas en los muestreos tomados en agua residual tratada en
la PTAR del hospital de Suba Il nivel E.S.E

Agua residual sin tratamiento
UFC encontradas en cada caja Petri UFC/ml en cada dilucién
Sl= Dilucién | Dilucién | Dilucion | Dilucion | Dilucion | Dilucion Uljﬁtfna'
101 102 103 101 102 103
M1-Dial 1.740 289 24 174.000 | 289.000 | 240.000 | 234.333
M2-Dial 1.284 132 32 128.400 | 132.000 | 320.000 | 193.467
M3-Dial 1.850 235 18 185.000 | 235.000 | 180.000 | 200.000
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M4-Dial 3.000 249 32 300.000 | 249.000 | 320.000 | 289.667
M1-Dia2 1.848 371 54 184.800 | 371.000 | 540.000 | 365.267
M2-Dia2 3.000 428 36 300.000 | 428.000 | 360.000 | 362.667
M3-Dia2 1.826 277 30 182.600 | 277.000 | 300.000 | 253.200
M4-Dia2 3.000 630 77 300.000 | 630.000 | 770.000 | 566.667
M1-Dia3 395 116 12 39.500 | 116.000 | 120.000 | 91.833
M2-Dia3 258 24 4 25.800 24.000 40.000 29.933
M3-Dia3 685 42 10 68.500 42.000 | 100.000 | 70.167
M4-Dia3 376 92 8 37.600 92.000 80.000 69.867
M1-Dia4 336 47 14 33.600 47.000 | 140.000 | 73.533
M2-Dia4 582 36 4 58.200 36.000 40.000 44,733
M3-Dia4 123 45 6 12.300 45.000 60.000 39.100
M4-Dia4 467 124 10 46.700 | 124.000 | 100.000 | 90.233
M1-Dia5 76 12 2 7.600 12.000 20.000 13.200
M2-Dia5 320 52 4 32.000 52.000 40.000 41.333
M3-Dia5 145 28 3 14.500 28.000 30.000 24.167
M4-Dia5 186 45 9 18.600 45.000 90.000 51.200

Fuente: El Autor
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Gréfica 2. UFC de Escherichia coli encontradas en las muestras de agua residual tratada.
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Fuente: El Autor

En la tabla 11 se muestra el nimero de UFC/ml obtenido por cada muestreo del agua residual
sin tratamiento y agua residual tratada, evidenciando la eficiencia de remocién de Escherichia
coli con el proceso de tratamiento desarrollado en el centro médico; ademéas se observo el
comportamiento de la carga bacteriana de Escherichia coli en los diferentes muestreos para la
misma hora. Como se menciond anteriormente la carga de microorganismos en los muestreos
de agua residual tratada en los dias 3, 4 y 5 presentd una disminucién debido al mantenimiento
realizado a la PTAR, por otro lado a pesar de que la planta no cuenta con sistema de desinfeccion
o tratamiento bioldgico, el tratamiento fisicoquimico contribuye con la eliminacion de un cierto
porcentaje de microorganismos.

Tabla 11. Unidades formadoras de colonia por ml en los diferentes muestreos.

UFC/ml en el agua residual sin tratamiento | UFC/ml en el agua residual tratada

M1-Dial 480000 234333
M2-Dial 458000 193467
M3-Dial 436667 200000
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UFC/ml en el agua residual sin tratamiento

UFC/ml en el agua residual tratada

M4-Dial 450667 289667
M1-Dia2 541333 365267
M2-Dia2 483333 362667
M3-Dia2 680000 253200
M4-Dia2 667667 566667
M1-Dia3 399000 91833
M2-Dia3 444233 29933
M3-Dia3 378233 70167
M4-Dia3 411333 69867
M1-Dia4 189533 73533
M2-Dia4 309100 44733
M3-Dia4 195067 39100
M4-Dia4 298333 90233
M1-Dia5 416867 13200
M2-Dia5 288667 41333
M3-Dia5 196533 24167
M4-Dia5 255800 51200
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Fuente: El autor

Gréfica 3. Carga bacteriana de Escherichia coli de las muestras tomadas del agua residual sin
tratamiento y agua residual tratada en la PTAR del hospital de Suba.
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Fuente: El Autor

8.1.1. Analisis estadistico del conteo Bacteriano

Para conocer la variacion de UFC/ml de Escherichia coli dependiendo de diversos factores, es

necesario establecer el modelo para llevar a cabo el analisis de la siguiente forma.

Donde corresponde al efecto comun, es el efecto de la ubicacién del muestreo, en este caso la
poblacién de microorganismos presentes en el agua residual sin tratamiento y con tratamiento
de la PTAR, corresponde al efecto del mantenimiento de la PTAR, corresponde al efecto del dia

de muestreo, corresponde al efecto de la hora de muestreo y es el término aleatorio.

Para el experimento, interesan las hipotesis:

. Ubicacion del muestreo

Con el fin de identificar las diferencias entre el nimero de UFC/ml y la ubicacién del muestreo se

realiz6 un analisis ANOVA de un factor definiendo las siguientes hipétesis.
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Hipdtesis nula: ¢El numero de UFC/ml es igual en los muestreos tomados del agua residual
tratada que en los muestreos de agua residual no tratada en la PTAR del hospital de Suba Il nivel
E.S.E?

Hipotesis alternativa: ¢ El nimero de UFC/ml presenta variaciones en los muestreos tomados del
agua residual tratada que en los muestreos de agua residual no tratada en la PTAR del hospital
de Suba Il nivel E.S.E?

Escrito de otra forma:

Donde = UFC/ml del agua residual tratada
= UFC/ml del agua residual no tratada

Dando respuesta a las hipotesis planteadas con ayuda del analisis ANOVA se identificé que
como el nivel de significancia es menor que 0,05 (Tabla 12) rechazando la hip6tesis nula y
aceptando la hipétesis alternativa, es decir que existen diferencias significativas entre la
ubicacién del muestreo y el nimero de UFC de Escherichia coli. Se evidencié reduccion de la
carga microbiana en el agua residual tratada en comparacion del agua residual no tratada
(Gréfica 4), lo cual se debe probablemente a la aplicacion de Hipoclorito de Calcio durante el
proceso de tratamiento, sin embargo la PTAR no es lo suficientemente eficiente para eliminar por

completo la carga microbiana debido a la ausencia de desinfeccion.

Tabla 12. Datos descriptivos y andlisis ANOVA de un factor con variable dependiente las UFC/ml y el
factor la fase del muestreo.

ANOVA
UFC/ml

Suma de

cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 2971676986050,1 1 2971676986050,1 147,329 000

25 25

Dentro de grupos 39937393690435,8 198 20170400853,756
Total 69654163550937,2 199
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Fuente: El Autor

Gréfica 4. UFC/mI de Escherichia coli vs Ubicacion del muestreo.
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Fuente: El Autor

. Estado de mantenimiento de la PTAR

Con el fin de identificar las variaciones entre el numero de UFC/ml y el estado de mantenimiento
de la PTAR se realizé analisis ANOVA de un factor definiendo las siguientes hipétesis.
Hipétesis nula: ¢El nimero de UFC/mI es igual en los muestreos de agua residual en la PTAR
con mantenimiento que en los muestreos de agua residual en la PTAR sin mantenimiento en el
hospital de Suba Il nivel E.S.E?

Hipotesis alternativa: ¢ El numero de UFC/ml cambia ente los muestreos de agua residual en la

PTAR con mantenimiento y los muestreos de agua residual en la PTAR sin mantenimiento?

Escrito de otra forma:

Donde = UFC/ml encontradas en la PTAR sin mantenimiento
Donde = UFC/ml encontradas en la PTAR con mantenimiento

Como el nivel de significancia es menor que 0,05 (Tabla 13) se rechaza la hipotesis nula y se
acepta la hipétesis alternativa, es decir que existen diferencias significativas entre el

mantenimiento de la PTAR y el nimero de UFC/ML de Escherichia coli. Se evidencié reduccion
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de la carga microbiana en el agua residual después del mantenimiento (Grafica 5), esto indica

gue el mantenimiento constante y preventivo favorece los objetivos de la planta de tratamiento

en cuanto a la reduccién de carga microbiana.

Tabla 13. Datos descriptivos y analisis ANOVA de un factor con variable dependiente las UFC/ml y el
factor el mantenimiento de la PTAR.

ANOVA
UFC/mi
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 2587640992635,0 1 2587640992635,0 117,035 000
21 21
Dentro de grupos 43777753624585,2 198 22109976578,075
Total 6965416355093,8 199
77
Fuente: El Autor
Grafica 5. UFC/ML de Escherichia coli vs Mantenimiento de la PTAR.
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Fuente: El Autor
. Dia de muestreo.

Con el fin de identificar las diferencias entre el nimero de UFC/ml y el dia de muestreo se realiz6

un analisis ANOVA de un factor definiendo las siguientes hipétesis.

Hipdtesis nula: ¢ El nimero de UFC/ml es igual entre dias?
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Hipodtesis alternativa: ¢ El nimero de UFC/mlI cambia ente dias?

Escrito de otra forma:

Donde = es dia n.

Como el nivel de significancia es menor que 0,05 (Tabla 14) se rechaza la hipétesis nula y se

acepta la hipétesis alternativa, es decir que existen diferencias significativas entre el dia del

muestreo y el nimero de UFC de Escherichia coli. EI comportamiento de carga microbiana a

través de los dias (Grafica 6), permite determinar que los dias de muestreo 1y 2 presentan mayor

carga microbiana debido a que en el momento de muestreo la planta no contaba con

mantenimiento, ademas en el dia 2 las muestras presentaron turbiedad y olores a materia fecal

significativamente mayor a los demas dias.

Tabla 14.Analisis ANOVA de un factor con variable dependiente las UFC y el factor el dia del muestreo.

ANOVA
UFC
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 3187372933233,2 4 796843233308,3 41,128 000
50 13
Dentro de grupos 3778043421860,6 19374581650,56
195
25 7
Total 69654167:;55093,8 199

Fuente: El Autor
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Medias marginales estimadas

Gréfica 6. UFC de Escherichia coli vs Dia de muestreo.
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8.2. Resistencia de Escherichia coli a
Clindamicina y Meropenem.

la Ampicilina,

Los datos del andlisis de laboratorio acerca de la resistencia de Escherichia coli a 3 antibi6ticos

de uso comun (Ampicilina, Clindamicina, Meropenem) en el hospital, se obtuvieron dando

continuidad a lo establecido en el diseiio muestral y disefio experimental propuesto en la

metodologia (Tabla 15).

Tabla 15. Resultados de pruebas de susceptibilidad de Escherichia coli ante Ampicilina, Clindamicina y

Meropenem
Halo de inhibicion en Halo de inhibicion en
mm mm
Hora de Ubicacion del Ubicacién del
muestreo muestreo AMP cC MEM muestreo AMP cC MEM
« | m < | m o m x| M x| M *
mm C C C C (03 (03
m m m m m

Muestreo 1, dia martes 24 de enero de 2017
7| R| 6| R|19|R 6 |[R| 7 |R|16|R
7 R| 6 R|26| S 6 |[R| 7 |R|18|R
9:50 am. Antes 1 6 |R|6 | R |[21] 1 Después 1 6 |[R| 7 |R|18|R
6 | R|7|R|18| R 6 |[R| 7 |R|19|R
7 R | 7 R |16 | R 6 |[R| 8 |R|20 ]I
6 R | 7 R |17 | R 7 |R| 7 |R|27|S
7| R|6 | R|19|R 8 |R| 7 |R|28|S
10:02 am. Antes 2 6 | R|6 | R|18|R Después 2 9 |R| 6 |R|22]| I
7 R | 7 R|23| S 100|R| 6 |R|15|R
7| R| 6 | R|20]| I 7 |R| 6 |[R|26]|S
10| R | 7 R |12 | R 22 |S|11|R|24|S
9 R|6 | R|12|R 18|S| 9 |[R|27|S
10:16 am. Antes 3 8 | R|7|R|17|R Después 3 11 |R|12|R|25|S
6 R | 7 R |12 | R 2001S| 9 |[R| 211
8 R| 6 R |10 | R 18| S|11|R|19 |R
6 | R|11| R |18 | R 6 |[R|11|R|15|R

11:28 am. Antes 4 Después 4
6 | R| 8| R |21 I 6 |[R| 7 |R|14|R
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Halo de inhibicién en Halo de inhibicion en
mm mm
Hora de Ubicacion del Ubicacion del
muestreo muestreo AMP cC MEM muestreo AMP cCc | MEM
mm | c* m c* m c* m c* m c* m c*
7/ /R|7|R|19|R 6 |[R| 7 |R|17|R
7 7| R|15|R 6 |[R| 6 |R|16|R
6 7| R|17| R 7 |R| 10 19 |R
Muestreo 2, dia jueves 16 de febrero de 2017
12| R| 8 | R |47| S 7 |R| 6 |R|17|R
8 | R|6|R|25|S 7 R| 6 |[R|15|R
10:20 am. Antes 1 7| R|7|R|23]|S Después 1 6 |[R| 6 | R|19|R
6 | R|7|R|[22] 1 7 |R| 7 |R|16|R
6 | R|7|R|[22] 1 6 |[R| 7 |R|18|R
13|R| 8 | R|26]| S 17 |S|14|R|25|S
9 | R|1I0|R |14 | R 17 |S|11|R|25|S
10:30 am. Antes 2 12| R |7 | R|22]| I Después 2 15| 113 |R|22 | I
11| R| 6 |R|19|R 13|R[14|R| 21| I
7/ R|7|R|23|S 17|S| 8 |[R|26|S
19|Ss |17 1 |12 | R 8 |[R|13|R|14 |R
15| 1 (15| I |17 | R 6 R|11|R|15|R
10:41 am. Antes 3 8 |R|17| I |11 | R Después 3 6 |[R| 8 | R|16|R
7 R|17| 1 |15]| R 6 |[R|14|R|16 |R
6 | R |20 I 9 | R 6 [R|13|R|10|R
6 | R|23|S |30 S 6 |[R|15| 1|18 |R
6 | R|23| S |30 S 7|R| 7 |R|26|S
10:54 am. Antes 4 6 |R|19| 1 |[28]| S Después 4 6 |[R| 7 |R|19|R
6 |R|21|S |22] I 8 |[R| 6 |[R|25|S
6 |R|25| S |23]|S 7|R| 7 |R|24|S
Muestreo 3, dia miércoles 15 de marzo de 2017
1:16 pm. Antes 1 17| S |13| R |26 | S Después 1 12 |R| 6 |R|[25|S
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Halo de inhibicién en Halo de inhibicion en
mm mm
Hora de Ubicacion del Ubicacion del
muestreo muestreo AMP cC MEM muestreo AMP cCc | MEM
mm | c* m c* m c* m c* m c* m c*
6 | R|9 | R|28]|S 7 |R| 7 |R|22| 1
6 |R|6|R|30|S 6 [R| 6 |[R|22]1
12| R |12| R |24 | S 6 |[R| 7 |R|23|S
12| R|12| R |23| S 6 [R| 6 |[R|22]1
12| R| 6 | R|30]| S 10| R|17|1|23|S
8 R|6|R|28]|S 6 |[R|15|1(28|S
1:28 pm. Antes 2 6 | R|6 | R|25]|S Después 2 6 |[R|14|R|27|S
9 R|6|R|23|S 6 |[R|14|R|28|S
12| R| 6 | R [24| S 6 [R|12|R| 20| I
11| R| 8 | R|24| S 6 |[R| 6 | R| 6 |R
I0|R| 7 | R |24| S 6 |[R| 7 |R| 6 |R
1:39 pm. Antes 3 6 | R|6 | R|23| S Después 3 6 |[R| 7 |R| 6 R
6 | R|6|R|27|S 6 |[R| 6 | R| 6 |R
7 | R|7|R|24|S 8 |R| 7 |R| 6 |R
18| S| 6 |R|26]| S 12 |R| 6 |R|17 |R
14 | | 6 | R|[27]| S 12 |R| 6 |R|18 R
1:51 pm. Antes 4 11| R| 6 |R|27| S Después 4 13|R| 6 |R|16|R
6 | R|6|R|24|S 12 |R| 6 |R|16 |R
12| R| 6 |R|25]| S 7 |R| 6 |[R|16|R
Muestreo 4, dia viernes 24 de marzo de 2017
8 | R|6|R|38|S 13|R| 6 |R|[24|S
7| R|7|R|3]|S 8 |[R| 6 |[R|26|S
11:10 am. Antes 1 7| R|7]|R|38|S Después 1 7 |R| 6 |[R|27|S
7| R|7]|R|33|S 6 R| 6 |[R|22]1
14|17 | R|36|S 6 |[R| 6 |[R|[23|S
11:21 am. Antes 2 8 | R|16| I |34 S Después 2 6 |[R|23|S|25]|S
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Halo de inhibicién en Halo de inhibicion en
mm mm
Hora de Ubicacion del Ubicacion del
muestreo muestreo AMP cC MEM muestreo AMP cCc | MEM
mm | c* m c* m c* m c* m c* m c*
8 |R|13| R 33| S 6 |[R|20|1|26|S
6 | R|14| R |37| S 6 [R|{19 (1|20 ]I
6 | R|12| R |37| S 6 |[R|120|1|29]|S
7 | R|{13| R |31] S 6 |[R|22|S|32|S
8 | R|6|R|39|S 6 |[R| 6 |[R|26]|S
8 R|6|R|3]S 6 |[R| 6 |[R|23|S
11:36 am. Antes 3 8| R|7|R|36]|S Después 3 6 |[R| 6 | R|24|S
9| R|7|R|39|S 6 |[R| 6 |[R|28]|S
8 | R|7|R|37|S 6 |[R| 6 |[R|27]|S
9 |R|28|S |28 S 6 |[R|17|1| 6 |R
8 |R|30| S |24|S 7 |R|15|1] 6 |R
11:49 am. Antes 4 10| R |30 S |20 | Después 4 6 |[R|14|R| 6 |R
10| R |24 S |25]| S 7 R| 6 |[R| 6 |R
7 | R|26| S |23|S 6 [R|13|R| 6 |R
Muestreo 5, dia lunes 17 de abril de 2017
21| S |30| S |42| S 18|S|38|S|34|S
271 S |34 | S |46 | S 28 S |37|S|39|S
10:15 am. Antes 1 21| S |33 S |45| S Después 1 201S|33|S|43|S
23| S |28|S|39]|S 12|R|32|S|42|S
19 S |25 S |37| S 26 |S|31|S|36|S
301 S|3|S|32|S 6 |[R| 6 |[R|33]|S
24| S |28| S |28]| S 6 |[R| 6 |[R|[34|S
10:28 am. Antes 2 26| S |31 S|29]| S Después 2 6 |[R| 6 |[R|36]|S
26| S |32 S |27| S 6 |[R| 6 |[R|39]|S
28| S |30|S|25| S 6 |[R| 6 |[R|[39|S
10:42 am. Antes 3 6 |R|20| I |28 S Después 3 6 |[R| 6 |[R|29]|S
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Halo de inhibiciéon en Halo de inhibiciéon en
mm mm
Hora de Ubicacion del Ubicacién del
muestreo muestreo AMP cc MEM muestreo AMP cC MEM
mm | c* i c* U c* U c* it c* it c*
m m m m m
6 | R|25|S|29]| S 6 |[R| 6 |[R|32]|S
6 | R|28| S |29]| S 6 |[R| 6 |[R|28|S
6 | R|22|S|30]| S 6 |[R| 9 |R|30]|S
6 | R|24| S |26| S 6 |[R|11|R|30|S
21| S |32|S |27| S 6 |[R| 6 |[R|34]|S
24| S |34 | S |29]| S 6 |[R| 6 |[R|28|S
10:55 am. Antes 4 271 S |28 S |29| S Después 4 6 |[R| 6 |R|34]|S
23| S |31|S|28]|S 6 |[R| 6 |[R|36]|S
30| S|34|S|33]|S 6 |[R| 6 |[R|36]|S

Fuente: El autor

De las 40 cepas de Escherichia coli aisladas durante el desarrollo del proyecto el 83,5% fue

resistente a ampicilina, el 2% intermedio y el 14,5% sensible (Grafica 7).

Grafica 7. Porcentaje de resistencia para Ampicilina.

Fuente: El autor

Ampicilina
M Resistente
M intermedio
[sensible

De las 40 cepas de Escherichia coli aisladas el 74,5% fue resistente a Clindamicina, el 8%

intermedio y el 17,5% sensible (Gréfica 8).
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Gréfica 8. Porcentaje de resistencia para Clindamicina

Clindamicina

M Resistente
M intermedio
[Osensible

Fuente: El autor

De las 40 cepas de Escherichia coli aisladas durante el desarrollo del proyecto el 74,5% fue
resistente a Meropenem, el 8% intermedio y el 17,5% sensible (Grafica 9).
Grafica 9. Porcentaje de resistencia para Meropenem.

Meropenem

M Resistente
M intermedio
[sensible

Fuente: El autor

8.2.1. Resistencia de Escherichia coli a la Ampicilina.

Con la evidencia de una alta resistencia de Escherichia coli a la Ampicilina mostrada

anteriormente (Grafica 7), se establecié la variacién de resistencia dependiendo de diversos
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factores, por esta razén fue necesario establecer el modelo para llevar a cabo el andlisis de la

siguiente forma.

Donde corresponde al efecto comun, es el efecto de la ubicacion del muestreo, en este caso
resistencia de Escherichia coli en el agua residual sin tratamiento y con tratamiento de la PTAR,
corresponde al efecto del mantenimiento de la PTAR, corresponde al efecto del dia de muestreo,

corresponde al efecto de la hora de muestreo y es el término aleatorio.

Para el experimento, interesan las hipotesis:

. Efecto de la ubicacion del muestreo.

Hipétesis nula: ¢La resistencia de Escherichia coli a la Ampicilina es igual en los muestreos
tomados del agua residual tratada que en los muestreos de agua residual no tratada en la PTAR
del hospital de Suba Il nivel E.S.E?

Hipotesis alternativa: ¢ La resistencia de Escherichia coli a la Ampicilina presenta variaciones en
los muestreos tomados del agua residual tratada que en los muestreos de agua residual no
tratada en la PTAR del hospital de Suba Il nivel E.S.E?

Escrito de otra forma:

Donde = Cepas de E. coli del agua residual tratada
= Cepas de E. coli del agua residual no tratada

Como el nivel de significancia es menor que 0,05 (Tabla 16), se rechaza la hipétesis nula,
aceptando la hipétesis alternativa, es decir que existen diferencias significativas entre la
ubicacion del muestreo y la resistencia de Escherichia coli a la Ampicilina. El comportamiento de
resistencia de Escherichia coli a la Ampicilina dependiendo la ubicacion del muestreo (Gréfica
10), indica que es menor en las cepas que fueron aisladas en el agua residual tratada con una
media de 10,79 mm en los halos de inhibicién (resistente), a las cepas que fueron aisladas del
agua residual sin tratamiento con una media de 8,54 mm en los halos de inhibicién (resistente),
lo que indica que la planta de tratamiento estaria actuando durante los procesos unitarios para

el tratamiento de agua residual del hospital como una incubadora de resistencia. En las 2 fases
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de muestreo la media de las cepas de E. coli fueron resistentes a la Ampicilina siendo consistente

con la informacién contemplada en la Tabla 8.

Tabla 16. Andlisis ANOVA de un factor con variable dependiente resistencia de Escherichia coli a la
Ampicilina y el factor la fase del muestreo.

ANOVA
Ampicilina
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 253,125 1 253,125 7,735 ,006
Dentro de 6479,430 198 32,724
grupos
Total 6732,555 199

Fuente: El Autor

Gréfica 10. Ubicacién del muestreo Vs resistencia de Escherichia coli a la Ampicilina.

171 195
o

11,0 30
175 167
162° 193 &
1732 174 170
o *
10,59 251 172 192

g4
g 2%
¥

168 29
10,04 20 *
166

*56

Ampicilina

&0
58
*

59 128
1152188

ML 116
5.0 10

T T T T
Antes Después Antes Después

Media de Ampicilina

Ubicacion del muestreo Ubicacion del muestreo

Fuente: El Autor

. Efecto del mantenimiento de la PTAR

Con el fin de identificar las variaciones entre la resistencia de Escherichia coli a la Ampicilina y el
estado de mantenimiento de la PTAR se realiz6 andlisis ANOVA de un factor definiendo las

siguientes hipotesis.
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Hipdtesis nula: ¢ La resistencia de Escherichia coli a la Ampicilina es igual en los muestreos de
agua residual en la PTAR con mantenimiento que en los muestreos de agua residual en la PTAR
sin mantenimiento en el hospital de Suba Il nivel E.S.E?

Hipotesis alternativa: ¢ La resistencia de Escherichia coli a la Ampicilina cambia en los muestreos
de agua residual en la PTAR con mantenimiento que en los muestreos de agua residual en la
PTAR sin mantenimiento en el hospital de Suba Il nivel E.S.E?

Escrito de otra forma:

Donde =cepas de E. coli aisladas en la PTAR sin mantenimiento

Donde = cepas de E. coli aisladas en la PTAR Con mantenimiento
Como el nivel de significancia es menor que 0,05 (Tabla 17), se rechaza la hip6tesis nula se
establece que existen diferencias significativas entre la ubicacion del muestreo y la resistencia
de Escherichia coli a la Ampicilina. EI comportamiento de resistencia de Escherichia coli a la
Ampicilina dependiendo el estado de mantenimiento de la PTAR (Gréafica 11), indica que es
menor en las cepas que fueron aisladas después del mantenimiento y lavado general de la PTAR
con una media de 10,41 mm en los halos de inhibicion (resistente), a las cepas que fueron
aisladas de la PTAR sin mantenimiento con una media de 8,55 mm en los halos de inhibicion
(resistente), indicando que la planta de tratamiento reduce la resistencia de Escherichia coli a la
Ampicilina con un mantenimiento frecuente y apropiado en la PTAR del hospital. En las 2 fases
de muestreo la media de las cepas de E. coli fueron resistentes a la Ampicilina dando

consistencia con la informacién contemplada en la Tabla 8.

Tabla 17. Datos descriptivos y analisis ANOVA de un factor con variable dependiente resistencia de
Escherichia coli a la Ampicilina y factor el estado de mantenimiento de la PTAR.

ANOVA
Ampicilina
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 165,763 1 165,763 4,998 ,026
Dentro de grupos 6566,792 198 33,166

83




Total 6732,555 199

Gréfica 11. Estado de mantenimiento de la PTAR vs resistencia de Escherichia coli a la Ampicilina
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Fuente: El Autor

. Efecto del dia

Con el fin de identificar las diferencias entre el nimero de UFC/ml y el dia de muestreo se realiz6

un analisis ANOVA de un factor definiendo las siguientes hipétesis.

Hipodtesis nula : ¢ El nimero de UFC/ml es igual entre dias?
Hipotesis alternativa : ¢ El numero de UFC/ml cambia ente dias?

Escrito de otra forma:

Como el nivel de significancia es menor que 0,05 (Tabla 18), se rechaza la hipétesis nula y se
establece que existen diferencias significativas entre los dias muestreo y la resistencia de
Escherichia coli a la Ampicilina. Respecto a la media de halos de inhibicion en mm para las cepas
de Escherichia coli aisladas en los dias (8,25 mm), dia 2 (8,85 mm), dia 3 (9 mm) y el dia 4 (7,38
mm), se observo resistencia a la Ampicilina, mientras que las cepas aisladas en el dia 5 (media
de 14,85 mm) se catalogan como resistencia intermedia (Grafica 12), también se observa que el
dia de muestreo con mayor resistencia de Escherichia coli a la Ampicilina es el dia 4 con una

media de 7,38 mm de los halos de inhibicién, y el dia donde se present6 una mayor sensibilidad
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de Escherichia coli al antibiotico fue en el dia 5 con una media de 14,85 mm de los halos de

inhibicion.

Tabla 18. Datos descriptivos y analisis ANOVA de un factor con variable dependiente resistencia de
Escherichia coli a la Ampicilina y factor el dia de muestreo.

ANOVA
Ampicilina
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1409,480 4 352,370 12,908 ,000
Dentro de grupos 5323,075 195 27,298
Total 6732,555 199

Gréfica 12. Dias de muestreo vs resistencia de Escherichia coli a la Ampicilina

Fuente: El Autor
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Con el fin de identificar las variaciones entre la resistencia de Escherichia coli a la Ampicilinay la

hora de muestreo se realizo un analisis ANOVA de un factor definiendo las siguientes hipétesis.

Hipotesis nula : ¢ La resistencia de Escherichia coli a la Ampicilina es igual durante todo el tiempo

en la PTAR del hospital de Suba Il nivel E.S.E?
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Hipotesis alternativa : ¢ La resistencia de Escherichia coli a la Ampicilina en la PTAR del hospital
de Suba Il nivel E.S.E varia entre horas?

Escrito de otra forma:
donde son las diferentes horas de muestreo.

Como el nivel de significancia es menor que 0,05 (Tabla 19), se rechaza la hip6tesis nula y
aceptando la hipétesis alternativa, es decir que existen diferencias significativas entre la hora del
muestreo y la resistencia de Escherichia coli a la Ampicilina. Con las variaciones presentes en la
Grafica 13 se identifica que el porcentaje de cepas de Escherichia coli resistentes a la Ampicilina
dependen del dia y no de la hora en que se realiz6 el muestreo, esto es debido a que las
actividades realizadas en el centro médico en las cuales se genera y se puede identificar
Escherichia coli no son semejantes entre horas por dia, es decir no todos los dias a las 10 de la
mafiana los pacientes tratados con antibidtico van al bafio o se vierten antibiéticos, entre otras,
cabe destacar que por informacion del operario de la PTAR y por observacion propia, sobre las
10 de la mafiana existe un pico en la generacion de vertimientos, pero el agua proviene de las
diferentes actividades que se generan en el hospital, como de lavado, y de cocinas; por otro lado

la poblacién que utiliza los servicios médicos y aporta vertimientos es intermitente.

Tabla 19. Datos descriptivos y analisis ANOVA de un factor con variable dependiente resistencia de
Escherichia coli a la Ampicilina y factor la hora de muestreo.

Descriptivos

Ampicilina
95% del intervalo de confianza
para la media
Desviacion Error _Limi_te Limit_e Minim Maxim
N Media estandar estandar inferior superior o 0
8650:00’ 10 | 6,30 483 153 5,95 6,65 6 7
10:02:00 10 | 740 1,265 400 6,50 8,30 6 10
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,100615100 0 | 22 4,790 1,515 18,07 24,93 12 28
,100616:00 0 | 0 5,850 1,850 8,82 17,18 6 22
,100620100 10 | 7,20 1,814 573 5,90 8,50 6 12
,100628100 10 | 71 11,067 3,500 8,48 24,32 6 30
,100630100 10 | 1 3,479 1,100 10,61 15,59 7 17
,100641:00 10 | 870 4,547 1,438 545 11,95 6 19
,100642:00 10 6,00 ,000 ,000 6,00 6,00 6 6
oo Hoo 10 | 640 699 221 5,90 6,90 6 8
5100 10 | 2| 10288 3,253 8,14 22,86 6 30
,101610100 10 | 830 2,830 895 6,28 10,32 6 14
,101621100 10 | 6,50 850 269 5,89 7,11 6 8
,101(;28:00 10 6,30 483 ,153 5,95 6,65 6 7
000%0 10 | 7,10 1,197 379 6,24 7,96 6 9
o0 %0 10 | 7,60 1,578 499 6,47 8,73 6 10
,103616100 10 | 9,00 3,944 1,247 6,18 11,82 6 17
’103628:00 10 | 810 2,514 795 6,30 9,90 6 12
,193538:59 10 | 720 1,874 593 5,86 8,54 6 11
,193550159 I 3,368 1,065 9,29 14,11 6 18
Total 200 | 967 5,817 411 8,85 10,48 6 30
ANOVA
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Ampicilina

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 3371,055 19 177,424 9,501 ,000
Dentro de grupos 3361,500 180 18,675
Total 6732,555 199

Fuente: El Autor

Grafica 13. Hora de muestreo vs resistencia de Escherichia coli a la Ampicilina.
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8.2.2. Resistencia de Escherichia coli a la Clindamicina.

Con la evidencia de resistencia de Escherichia coli a la Clindamicina mostrada anteriormente
(Gréfica 8), el conocer la variacion de resistencia dependiendo diversos factores ayudaria a
comprender mejor la situacion, por esta razon se establecié el modelo para llevar a cabo el

andlisis de la siguiente forma.

Donde corresponde al efecto comun, es el efecto de la ubicacion del muestreo, en este caso

resistencia de Escherichia coli en el agua residual sin tratamiento y con tratamiento de la PTAR,
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corresponde al efecto del mantenimiento de la PTAR, corresponde al efecto del dia de muestreo,

corresponde al efecto de la hora de muestreo y es el término aleatorio.

Para el experimento, interesan las hipoétesis:

. Efecto de la ubicacion del muestreo.

Hipdtesis nula: ¢ La resistencia de Escherichia coli a la Clindamicina es igual en los muestreos
tomados del agua residual tratada que en los muestreos de agua residual no tratada en la PTAR
del hospital de Suba Il nivel E.S.E?

Hipotesis alternativa: ¢ La resistencia de Escherichia coli a la Clindamicina presenta variaciones
en los muestreos tomados del agua residual tratada que en los muestreos de agua residual no
tratada en la PTAR del hospital de Suba Il nivel E.S.E?

Escrito de otra forma:

Donde = Cepas de E. coli del agua residual tratada

= Cepas de E. coli del agua residual no tratada
Como el nivel de significancia es menor que 0,05 (Tabla 20), se rechaza la hipétesis nula,
aceptando la alterna. EI comportamiento de resistencia de Escherichia coli a la Clindamicina
dependiendo de la ubicacion del muestreo (Gréafica 14), al igual que con la Ampicilina es menor
en las cepas que fueron aisladas en el agua residual tratada con una media de 14,05 mm en los
halos de inhibicién (resistente), a las cepas que fueron aisladas del agua residual sin tratamiento

con una media de 10,19 mm (resistente).

Tabla 20. Datos descriptivos y anélisis ANOVA de un factor con variable dependiente resistencia de
Escherichia coli a la Clindamicina y factor la ubicacién del muestreo.

ANOVA

Clindamicina
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Suma de Media

cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 744,980 1 744,980 10,587 ,001
Dentro de grupos 13932,140 198 70,364
Total 14677,120 199

Fuente: El Autor

Gréfica 14. Ubicacion del muestreo vs resistencia de Escherichia coli a la Clindamicina
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. Efecto del mantenimiento de la PTAR

Con el fin de identificar las variaciones entre la resistencia de Escherichia coli a la Clindamicina
y el estado de mantenimiento de la PTAR se realiz6 un analisis ANOVA de un factor definiendo

las siguientes hipétesis.

Hipotesis nula: ¢ La resistencia de Escherichia coli a la Clindamicina es igual en los muestreos
de agua residual en la PTAR con mantenimiento que en los muestreos de agua residual en la

PTAR sin mantenimiento en el hospital de Suba Il nivel E.S.E?
Hipodtesis alternativa: ¢La resistencia de Escherichia coli a la Clindamicina cambia en los

muestreos de agua residual en la PTAR con mantenimiento que en los muestreos de agua

residual en la PTAR sin mantenimiento en el hospital de Suba Il nivel E.S.E?
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Escrito de otra forma:

Donde =cepas de E. coli aisladas en la PTAR sin mantenimiento

Donde = cepas de E. coli aisladas en la PTAR Con mantenimiento
Como el nivel de significancia es menor que 0,05 (Tabla 21), se rechaza la hipétesis nula y se
acepta la alterna. EI comportamiento de resistencia de Escherichia coli a la Clindamicina
dependiendo del estado de mantenimiento de la PTAR (Tabla 18), al igual que Ampicilina indica
gue es menor en las cepas que fueron aisladas después del mantenimiento y lavado general de
la PTAR con una media de 13,86 mm en los halos de inhibicién (resistente), a las cepas que
fueron aisladas de la PTAR sin mantenimiento con una media de 9,51 mm (resistente). En las 2
fases de muestreo la media de las cepas de E. coli fueron resistentes a la Clindamicina dando

consistencia con la informacion contemplada en la Tabla 8.

Tabla 21. Datos descriptivos y anélisis ANOVA de un factor con variable dependiente resistencia de
Escherichia coli a la Clindamicina y factor estado de mantenimiento de la PTAR.

ANOVA
Clindamicina
Suma de Media
cuadrado cuadratic
s gl a F Sig.

Entre 13,0
grupos 906,541 1 906,541 35 ,000
Dentro de 13770,57 198 69,548
grupos 9
Total 14677,13 199

Fuente: El Autor
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Gréafica 15. Estado de mantenimiento de la PTAR vs resistencia de Escherichia coli a la Clindamicina
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. Efecto del dia

Con el fin de identificar las diferencias entre el numero de UFC/ml y el dia de muestreo se realizé

un analisis ANOVA de un factor definiendo las siguientes hipétesis.

Hipodtesis nula : ¢ El nimero de UFC/ml es igual entre dias?
Hipotesis alternativa : ¢ El numero de UFC/ml cambia ente dias?

Escrito de otra forma:

Como el nivel de significancia es menor que 0,05 (Tabla 22), se rechaza la hipétesis nula y se
acepta la alterna. Respecto a la media de halos de inhibicibn en mm para las cepas de
Escherichia coli aisladas en los dias, el dia 1 (7,45 mm), dia 2 (11,58 mm), dia 3 (7,83 mm) y el
dia 4 (12,55), se observé resistencia a la Clindamicina, mientras que las cepas aisladas en el dia
5 (media de 21,20 mm) se catalogan como Sensibles (Grafica 16), también se observa que el
dia de muestreo con mayor resistencia de Escherichia coli a la Clindamicina es el dia 1 con una
media de 7,45 mm, y el dia donde se presentdé una mayor sensibilidad de Escherichia coli al

antibiotico fue en el dia 5 con una media de 21,20 mm.

Tabla 22. Datos descriptivos y andlisis ANOVA de un factor con variable dependiente resistencia de
Escherichia coli a la Clindamicina y factor el dia de muestreo..
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ANOVA

Clindamicina
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 4927,370 4 1231,842 24,637 ,000
Dentro de grupos 9749,750 195 49,999
Total 14677,120 199

Fuente: El Autor

Gréfica 16. Dia de muestreo vs resistencia de Escherichia coli a la Clindamicina.
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. Efecto de la hora

Con el fin de identificar las variaciones entre la resistencia de Escherichia coli a la Clindamicina

y la hora de muestreo, se realiz6 un analisis ANOVA de un factor definiendo las siguientes

hipotesis.

Hipotesis nula : ¢La resistencia de Escherichia coli a la Clindamicina es igual durante todo el

tiempo en la PTAR del hospital de Suba Il nivel E.S.E?
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Hipodtesis alternativa : ¢La resistencia de Escherichia coli a la Clindamicina en la PTAR del

hospital de Suba Il nivel E.S.E varia entre horas?

Escrito de otra forma:

Donde T es las diferentes horas de muestreo.

Como el nivel de significancia es menor que 0,05 (Tabla 23), se rechaza la hipétesis nula,

aceptando la hipétesis alterna. En la Gréfica 17 se observa que el porcentaje de cepas de

Escherichia coli resistentes a Clindamicina depende del dia de muestreo y no de la hora, al igual

gue sucede con las cepas resistentes a la Ampicilina.

Tabla 23. Datos descriptivos y anélisis ANOVA de un factor con variable dependiente resistencia de
Escherichia coli a la Clindamicina y factor la hora de muestreo..

Clindamicina

Descriptivos

95% del intervalo de confianza
para la media
. Limite Limite
Desviacion Error . . .
N Media estandar estandar inferior superior Minimo Maximo
8650:00, 10 | 680 632 200 6,35 7,25 6 8
100615100 10 32'(1) 3,900 1,233 29,31 34,89 25 38
100(;16200 10 8,50 2,224 703 6,91 10,09 6 12
1000:28:00 10 18% 12.793 4,045 8,95 27,25 6 32
1000:30:00 10 9,80 3,048 964 7,62 11,98 6 14
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95

10:41.00 TN 3,472 1,098 12,02 16,98 8 20
1000:42:00 10 15,(7) 8.908 2,817 9,33 22,07 6 28
1000:54:00 10 15,3 7.832 2,477 9,70 20,90 6 25
10:55:00 10 | 189 13,699 4,332 9,10 28,70 6 34
1010:10:00 10 6,40 516 ,163 6,03 6,77 6 7
1010:21:00 10 17,3 4,077 1,289 14,28 20,12 12 23
1010:28:00 10 | 810 1,853 586 6,77 9,43 6 11
101649100 10 20,3 8,367 2,646 14,31 26,29 6 30
103616:00 10 | 8,40 2.875 1909 6,34 10,46 6 13
1030:28:00 10 10% 4,590 1,451 6,92 13,48 6 17
1939:50:59 10 | 6,00 000 000 6,00 6,00 6 6
Total 200 12:; 8,588 607 10,92 13,32 6 38
ANOVA
Clindamicina
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 8782,320 19 462,227 14,114 ,000
Dentro de 5894.800 180 32,749
grupos
Total 14677,120 199




Fuente: El Autor

Grafica 17. Hora de muestreo vs resistencia de Escherichia coli a la Clindamicina
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8.2.3. Resistencia de Escherichia coli al Meropenem.

Con la evidencia de resistencia de Escherichia coli al Meropenem mostrada anteriormente
(Grafica 8), el conocer la variacion de resistencia dependiendo diversos factores ayudaria a
comprender mejor la situacion, por esta razén fue necesario establecer el modelo para llevar a

cabo el andlisis de la siguiente forma.

Donde corresponde al efecto comun, es el efecto de la ubicacion del muestreo, en este caso
resistencia de Escherichia coli en el agua residual sin tratamiento y con tratamiento de la PTAR,
corresponde al efecto del mantenimiento de la PTAR, corresponde al efecto del dia de muestreo,

corresponde al efecto de la hora de muestreo y es el término aleatorio.

Para el experimento, interesan las hipotesis:

. Efecto de la ubicacion del muestreo.

Hipétesis nula: ¢La resistencia de Escherichia coli al Meropenem es igual en los muestreos
tomados del agua residual tratada que en los muestreos de agua residual no tratada en la PTAR
del hospital de Suba Il nivel E.S.E?
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Hipotesis alternativa: ¢ La resistencia de Escherichia coli al Meropenem presenta variaciones en
los muestreos tomados del agua residual tratada que en los muestreos de agua residual no
tratada en la PTAR del hospital de Suba Il nivel E.S.E?

Escrito de otra forma:

Donde = Cepas de E. coli del agua residual tratada
= Cepas de E. coli del agua residual no tratada

Como el nivel de significancia es menor que 0,05 (Tabla 24), se rechaza la hipétesis nula,
aceptando la hipétesis alterna. ElI comportamiento de resistencia de Escherichia coli al
Meropenem dependiendo la ubicacion del muestreo (Grafica 18), al igual que con la Ampicilina y
Clindamicina es menor en las cepas que fueron aisladas en el agua residual tratada con una
media de 26,01 mm (Sensible), a las cepas que fueron aisladas del agua residual sin tratamiento
con una media de 22,50 (resistencia intermedia). Las cepas adquieren resistencia durante el
proceso de tratamiento pasando de ser sensibles a obtener una resistencia intermedia de

acuerdo con la informacion contemplada en la Tabla 8.

Tabla 24. Datos descriptivos y anélisis ANOVA de un factor con variable dependiente resistencia de
Escherichia coli al Meropenem y factor la ubicacion del muestreo..

ANOVA
Meropenem
Suma de
cuadrado Media
S gl cuadratica F Sig.

Entre grupos 616,005 1 616,005 8,550 ,004
Dentro de grupos 14265,98 198 72,050
Total 14881,92 199

Fuente: El Autor
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Gréfica 18. Ubicacién del muestreo vs resistencia de Escherichia coli al Meropenem
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. Efecto del mantenimiento de la PTAR

Con el fin de identificar las variaciones entre la resistencia de Escherichia coli al Meropenemy el
estado de mantenimiento de la PTAR se realiz6 un andlisis ANOVA de un factor definiendo las
siguientes hipotesis.

Hipétesis nula : ¢ La resistencia de Escherichia coli al Meropenem es igual en los muestreos de
agua residual en la PTAR con mantenimiento que en los muestreos de agua residual en la PTAR

sin mantenimiento en el hospital de Suba Il nivel E.S.E?

Hipétesis alternativa : ¢La resistencia de al Meropenem cambia en los muestreos de agua
residual en la PTAR con mantenimiento que en los muestreos de agua residual en la PTAR sin

mantenimiento en el hospital de Suba Il nivel E.S.E?

Escrito de otra forma:

Donde =cepas de E. coli aisladas en la PTAR sin mantenimiento

Donde = cepas de E. coli aisladas en la PTAR Con mantenimiento
Como el nivel de significancia es menor que 0,05 (Tabla 25), se rechaza la hipétesis nula'y acepta
la hipétesis alterna. ElI comportamiento de resistencia de Escherichia coli al Meropenem
dependiendo el estado de mantenimiento de la PTAR (Grafica 19), al igual que Ampicilina y

Clindamicina indica que es menor en las cepas que fueron aisladas después del mantenimiento
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y lavado general de la PTAR con una media de 27,23 mm (Sensible), a las cepas que fueron
aisladas de la PTAR sin mantenimiento con una media de 19,79 mm (resistente). El
mantenimiento de la PTAR cambia la resistencia, con estas acciones las cepas de Escherichia
coli sometidas a sensibilidad microbiana pasaron de ser resistentes a sensibles.

Tabla 25. Datos descriptivos y analisis ANOVA de un factor con variable dependiente resistencia de
Escherichia coli al Meropenem y factor el estado de mantenimiento de la PTAR.

ANOVA
Meropenem
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 2661,141 1 2661,141 43,115 ,000
Dentro de grupos 12220,854 198 61,721
Total 14881,995 199

Grafica 19. Mantenimiento de la PTAR vs resistencia de Escherichia coli al Meropenem.
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Fuente: El Autor

. Efecto del dia

Con el fin de identificar las diferencias entre la resistencia de Escherichia coli al Meropenem vy el

dia de muestreo se realiz6 un analisis ANOVA de un factor definiendo las siguientes hipétesis.

99



Hipdtesis nula : ¢ El nimero de UFC/ml es igual entre dias?

Hipotesis alternativa : ¢ El numero de UFC/ml cambia ente dias?

Escrito de otra forma:

Como el nivel de significancia es menor que 0,05 (Tabla 26), se rechaza la hipétesis nula,

aceptando la hipétesis alterna. Respecto a la media de halos de inhibicién para las cepas de

Escherichia coli aisladas, el dia 1(18,9 mm) mostr6 resistencia, los dias 2 (20,68 mm) y 3 (21,63

mm) mostraron resistencia intermedia y en los dias 4 (26,83 mm) y dia (14,85 mm) se observo

sensibilidad de Escherichia coli al Meropenem (Gréfica 20); también se observé que el dia de

muestreo con mayor resistencia de Escherichia coli al Meropenem es el dia 1, y el dia donde se

presenté una mayor sensibilidad de Escherichia coli al antibiético fue en el dia 5.

Tabla 26. Datos descriptivos y analisis ANOVA de un factor con variable dependiente resistencia de

Escherichia coli al Meropenem y factor el dia de muestreo.

ANOVA
Meropenem

Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Entre grupos 5436,970 4 1359,243 28,063 ,000

Dentro de grupos 1

9445,025 9 48,436

5

Total 1

14881,995 9

9

Fuente: El Autor
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Gréfica 20. Dia de muestreo vs resistencia de Escherichia coli al Meropenem.
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Fuente: El Autor

. Efecto de la hora

Con el fin de identificar las variaciones entre la resistencia de Escherichia coli al Meropenemy la

hora de muestreo se realizé un andlisis ANOVA de un factor definiendo las siguientes hipotesis.

Hipétesis nula : ¢ La resistencia de Escherichia coli al Meropenem es igual durante todo el tiempo
en la PTAR del hospital de Suba Il nivel E.S.E?

Hipotesis alternativa : ¢ La resistencia de Escherichia coli al Meropenem en la PTAR del hospital
de Suba Il nivel E.S.E varia entre horas?

Escrito de otra forma:

donde T es las diferentes horas de muestreo.

Como el nivel de significancia es menor que 0,05 (Tabla 27), se rechaza la hipétesis nula y se
acepta la hipétesis alterna. En la Grafica 21 se observa que el porcentaje de cepas de Escherichia
coli resistentes a Meropenem depende del dia de muestreo y no de la hora, al igual que sucede

con las cepas resistentes a la Ampicilina y Clindamicina.
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Tabla 27. Datos descriptivos y andlisis ANOVA de un factor con variable dependiente resistencia de
Escherichia coli al Meropenem y factor la hora del muestreo..

Descriptivos

Meropenem
95% del intervalo de
confianza para la media
Desviacion Error Limite Limite Minim Maxi
N Media estandar estandar inferior superior ) mo

2:50:00, 0 | 2 2,885 912 17,04 21,16 16 26
,100602100 10 21’3 4,453 1,408 18,31 24,69 15 28
00 10 | 403 3,945 1,248 37,48 43,12 34 | 46
,100616100 0 | 179 6,226 1,969 13,45 22,35 10 27
,100620:00 10 2273 9,240 2,022 15,79 29,01 15 47
,100628100 10 32% 4,917 1,555 28,68 35,72 25 39
,100630100 10 | %3 3,713 1,174 19,64 24,96 14 26
10:41:00 10 | 133 2,799 885 11,50 15,50 9 17
00 0
,100642100 10 | % é 1,505 504 27,96 30,24 26 32
,100654100 10 24’3 4,170 1,319 21,52 27,48 18 30
,100655100 10 31’3 3,534 1,118 28,87 33,93 27 36
,101610100 10 30% 6,426 2,032 25,60 34,80 22 38
’101621100 10 30’3 5,461 1,727 26,49 34,31 20 37
’101628100 10 | 17 é 2,183 690 15,54 18,66 14 21
’101636100 10 31’8 6,634 2,008 26,95 36,45 23 39
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101649100 10 15’8 9,684 3,062 8,07 21,93 6 28
103616100 10 24’8 2,759 872 22,53 26,47 22 30
13:28:00 10 | 0 3,098 980 23,38 27,82 20 30
1513859 0 | 192 9,750 3,083 8,23 22,17 6 27
1315059 0 | 242 4,962 1,569 17,65 24,75 16 27
Total 200 | 242 8,648 611 23,05 25,46 6 | 47
ANOVA
Meropenem
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 9512,095 19 500,637 16,781 ,000
Dentro de 5369,900 180 29,833
grupos
Total 14881,995 199

Gréfica 21. Hora de muestreo vs resistencia de Escherichia coli al Meropenem.

Medias marginales estimadas de Meropenem

w =
s =
1 1

Medias marginales estimadas
o
g
1

‘L_l_l_[_l_l_l_l_l_l_l_l_L_l_l_l_I_l_l_l

Hora de muestreo

Fuente: El Autor
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En la Graficas 22, 23 y 24 se identifican las relaciones entre los antibiéticos (Ampicilina,
Clindamicina y Meropenem) y las diferentes variables de estudio. Escherichia coli presenté una
mayor resistencia a los 3 antibiéticos en el agua residual tratada; en el dia 5 Escherichia coli
mostré una mayor sensibilidad a la Ampicilina, Clindamicina y Meropenem; otro aspecto
significativo se encuentra en la relacién de resistencia de Escherichia coli a los 3 antibidticos
antes y después del mantenimiento general realizado a la PTAR, donde la resistencia disminuy6

con el lavado general de la planta.

Grafica 22. Ubicacion del muestreo vs la susceptibilidad de Escherichia coli ante Ampicilina,
Clindamicina y Meropenem.

B Ampicilina
30 [ Clindamicina
] Meropenem

Media

Antes Después

Ubicacion del muestreo

Fuente: El Autor
Grafica 23. Dia de muestreo vs la susceptibilidad de Escherichia coli ante Ampicilina, Clindamicina y
Meropenem.

W 2mpicilina
10 I Ciindamicina
] Meropenem

Media

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia §
Dia

Fuente: El Autor
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Gréfica 24. Mantenimiento de la PTAR vs la suceptibilidad de Escherichia coli ante Ampicilina,
Clindamicina y Meropenem.

W 2mpicilina
I Ciindamicina
] Meropenem

Media
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Fuente: El Autor
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9. Analisis de resultados

El presente trabajo evaluo la resistencia de Escherichia coli a 3 antibiéticos usados en el hospital
de Suba Il nivel E.S.E para el manejo de infecciones; este microorganismo fue seleccionado
debido a ser representativo de la flora microbiana del tracto gastrointestinal de animales y

humanos vy, por lo tanto, el indicador clasico de contaminacién fecal [55].

Dentro de los hallazgos del estudio, Ampicilina fue el antibiético al cual Escherichia coli mostro
mayor resistencia, con un 83,5% a partir de los aislamientos realizados en el hospital; un estudio
similar mostré resistencia de bacilos Gram negativos aislados en una quebrada aledafa a un
hospital clase A en Costa Rica a la Ampicilina en un 82% [56], esto se debe a el suministro
frecuente de este tipo de antibibtico betalactamico en hospitales, inicialmente por ser un farmaco
noble (las reacciones adveras que causa en el ser humano son minimas comparado con otro tipo
de antibidticos), ademas de estar dentro del grupo de las penicilinas los cuales son antibiéticos

de primera eleccién para mujeres embarazadas [57].

Por otro lado, Escherichia coli mostré una mayor sensibilidad a Meropenem, con un 60,5% a
partir de los aislamientos realizados en el hospital; este valor es menor al compararlo con la tesis
doctoral titulada “Sistemas de liberacién controlada de Meropenem” [58], donde Escherichia coli
fue 98,6% susceptible a Meropenem; este incremento de la resistencia se puede explicar debido
a que las infecciones bactericidas severas requieren un tratamiento con antibi6tico rapido y
efectivo a nivel hospitalario, con el fin de evitar complicaciones incluyendo la muerte, por esta
razon habitualmente se utiliza una terapia empirica con antibiéticos de amplio espectro hasta que
el patégeno sea identificado y se seleccione un antibiético especifico contra determinado
organismo causante de la infeccién [59]. Meropenem posee una amplia actividad bactericida por
lo cual es seleccionado para tratar este tipo de infecciones, el mal uso de antibidticos y el
constante uso como terapia empirica, favorecen la adquisicion de resistencia de
microorganismos patodgenos, ya que la excrecion en pacientes tratados con este antibiotico es
del 70% en 12 horas por orina y aproximadamente el 2% en heces sin ningln cambio en su

estructura [58].

A diferencia de Ampicilina y Meropenem que acttan inhibiendo la sintesis de pared celular,

Clindamicina inhibe la sintesis de proteinas en la subunidades ribosomales [60]; en el presente
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estudio la resistencia de Clindamicina fue del 74,5%, la constante mutacion y alteracién genética
gue se produce en los microorganismos pueden ser algunos factores que favorecen la resistencia

a este antibidtico.

En general, se evidencié un aumento de resistencia de Escherichia coli a los tres antibiéticos
estudiados en las cepas aisladas en el agua residual tratada, es decir las cepas estan adquiriendo
resistencia durante el proceso de tratamiento del hospital, debido a que las cepas con genes de
resistencia entran en contacto con cepas sin genes de resistencia y por medio de conjugacion,
transformacioén y traduccion, alteraciones genéticas y demas [61], dan respuesta con el fin de

favorecer supervivencia de la especie creando y aumentando la resistencia al antibiético.

El mantenimiento realizado a la PTAR mostr6 en primera instancia la reduccién de carga
bacteriana en el agua residual tratada, junto con este resultado se evidencié una reduccién de
resistencia de Escherichia coli a los antibiéticos, lo cual se debe a que en el momento de lavado
del tanque de oxidacion principalmente, se remueve una capa gruesa de sedimento, en el que

aparentemente estaria presente el reservorio que favorece la resistencia.

La resistencia varia entre dias dependiendo de 2 factores principalmente, que ademas estan
asociados con la carga bacteriana presente: el primero es el mantenimiento de la PTAR, los dias
donde no se practica lavado general y mantenimiento a la PTAR mostraron una resistencia mayor
a los dias en que si; el otro factor son las caracteristicas del agua, donde el agua con mayor
turbidez, mostré una mayor cantidad de UFC/ml, de esta manera con una mayor carga bacteriana

aumenta la probabilidad de encontrar microrganismos resistentes.

La presencia y persistencia de bacterias resistentes a antibi6ticos ha sido descrita en diferentes
ambientes incluyendo suelo, sedimento, agua superficial y agua potable, representando un
creciente problema de salud publica [38]. El vertimiento de microoganismos como Escherichia
coli, que esta presente en diferentes entornos, representa un riesgo a la salud, debido a que
tienen la facilidad de compartir los genes de resistencia. El desarrollo de resistencia a los
antimicrobianos es un fendbmeno natural en los microorganismos y es acelerado por la presion
selectiva ejercida por uso y abuso de los agentes antimicrobianos en los seres humanos y
animales. La actual falta de nuevos antimicrobianos en el horizonte para reemplazar a los que
actualmente funcionan de manera ineficiente, trae mayor urgencia a la necesidad de proteger la

eficacia de los medicamentos existentes. Las bacterias inevitablemente encontraran formas de
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resistencia a los antibidticos que desarrollamos, por eso es necesario implementar acciones
agresivas para disminuir el desarrollo de nuevos mecanismos de resistencia y evitar la
diseminacion de la resistencia que ya existe.

Acciones basicas como la utilizacion de antibiéticos solo cuando son necesarios y en el espectro
apropiado, no utilizar los antibiéticos de forma profilactica salvo en situaciones que se ha
demostrado su eficacia, evitar el uso en tratamiento de virosis y controlar el uso indiscriminado
de antibidticos contribuye con la disminucion de riesgo en la salud publica debido a que se limita

los ambientes propicios para la adquisicion de resistencia.
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10. Conclusiones y recomendaciones

10.1. Conclusiones

En todas las muestras realizadas en la planta de tratamiento de agua residual del hospital de
Suba Il nivel E.S.E. se identific6 presencia de Escherichia coli permitiendo el analisis de
susceptibilidad en todas las muestras para identificar el perfil de resistencia.

El porcentaje de resistencia de Escherichia coli a los 3 antibiéticos de estudio fue, para Ampicilina
el 83,5 % de las cepas fue resistente, el 2% intermedio y el 14,5% fue sensible; para Clindamicina
el 74,5% de las cepas fue resistente, el 8% fue intermedio y el 17,5 % fue sensible y finalmente

para Meropenem el 30% fue resistente, el 9,5% fue intermedio y el 60,5% sensible.

La resistencia de Escherichia coli a los diferentes antibioticos siempre fue mayor en el agua
residual tratada, esto indica que la planta de tratamiento de agua residual del hospital de Suba Il
nivel E.S.E actla como incubadora de resistencia, siendo una posible que la PTAR no cuenta
con tratamiento biolégico ni desinfeccion, lo que facilitaria la adquisicion de resistencia y

proliferacion de cepas de Escherichia coli resistentes al exterior.

Con el mantenimiento general de la PTAR se evidencié que las cepas de Escherichia coli
disminuyeron, al mismo tiempo que se redujo la resistencia a los 3 antibiéticos estudiados
después del mantenimiento general de la PTAR, esto indica que la buena operacion,
mantenimiento y lavado general de la planta disminuye parcialmente el riesgo biolégico producido
por la descarga de agua residual con cepas de microorganismos resistentes a los antibiéticos, y

beneficia la reduccién del volumen de UFC de Escherichia coli vertidas al alcantarillado.

El dia de muestreo donde se obtuvo mayor sensibilidad de Escherichia coli a los 3 antibiéticos
de estudio fue el dia lunes 17 de abril de 2017 (Gltimo dia en que se realizaron los muestreos),
esto se debe a la baja actividad y presencia de poblacion generadora de vertimientos en el

hospital durante el fin de semana, sumado a las buenas précticas de manejo en la PTAR.

El dia donde se presentdé mayor resistencia de E. coli a los antibitticos fue el dia 1, debido a la

falta de mantenimiento de la PTAR por la acumulacion de sedimento en el tanque de
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homogenizacién, que es un factor que puede favorecer el aumento de la resistencia adquirida

por Escherichia coli.

La planta de tratamiento del hospital actualmente no cuenta con un proceso de desinfeccion,
aplican hipoclorito de calcio en el tanque de oxidaciéon con el fin de oxidar la DBO y DQO, de esta
forma se estan vertiendo contaminantes emergentes como antibiéticos, ademas de una alta
carga de microorganismos a ecosistemas acuaticos, de forma que es necesario tomar medidas
oportunas con el fin de evitar riegos bioldégicos como causa de un mal tratamiento de agua

residual.

Se realiz6 un protocolo para la toma de muestras y analisis de susceptibilidad microbiana con el
fin de que el hospital tenga control de esta problematica; a pesar de la falta de normatividad y
control gubernamental en este campo, realizar estas practicas es necesario con el fin de evitar

riesgos o dafos en los ecosistemas y por ende afectar la salud publica.

10.2. Recomendaciones

Para obtener una mayor exactitud de los datos es recomendable usar agar Mueller Hinton, para
la elaboracién de los antibiogramas, y usar discos de antibiéticos comerciales, de acuerdo a lo
establecido en la CLSI [9].

El hospital debe involucrar un proceso de tratamiento biolégico o aplicar desinfeccién no clorada
como la ozonizacidn o aplicacion de rayos UV en la planta de tratamiento, esto contribuye a la
reduccién o eliminaciéon de microorganismos con genes de resistencia que actualmente el centro
médico esta vertiendo; del mismo modo tratamientos con tecnologias avanzadas, optimizan y
reducen al maximo la generacion de riesgos bioldgicos causados por el tratamiento ineficiente

gue actualmente posee el centro médico.

El hospital debe realizar vigilancia en la resistencia bacteriana periédicamente, ademas de esto
debe tener como minimo un informe de resistencia microbiana anual [9], para lo cual puede hacer

uso del protocolo elaborado.

Se recomienda disponer en la universidad de instalaciones adecuadas con presencia de insumos

y equipos necesarios de laboratorio, debido a que la ausencia o las condiciones precarias de los
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laboratorios pueden llegar a alterar los resultados de la investigacién o demorar los resultados

de la misma.
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Anexo A. Protocolo paralatoma de muestras y
analisis de susceptibilidad.
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Anexo B. Preparacion de medios.

Para estudiar un microorganismo es necesario cultivarlo, por esta razén se recurre a optimizar
los factores que facilitan su desarrollo en medios de cultivo los cuales son soluciones liquidas o

gelatinosas que contienen los nutrientes necesarios para el crecimiento de microorganismos
Los medios de cultivo se preparan de la siguiente forma:
PREPARACION DE AGAR EOSIN METHYLENE BLUE (EMB)

Para la preparacion de placas con medio de cultivo MB se debe suspender 37,5 g del polvo en
un litro de agua destilada, esta mezcla debe ser preparada en un matraz de Erlenmeyer; este
procedimiento se realiz6 en matraz de Erlenmeyer con un volumen de 250 ml, para ser efectivo
el procedimiento solo se preparan 120 ml de mezcla por cada Erlenmeyer de 250 ml, esto con el

fin de evitar ebullicibn excesiva lo cual generaria erupcion en el proceso de auto clavado.

De esta manera, mediante una ecuacion se calcula la cantidad de polvo que seré utilizado para
la elaboracion de 120 ml de medio, dicha formula es la siguiente.

El agua destilada se mide en una probeta de 250 ml con el fin de tener exactitud del volumen
deseado, el medio de cultivo es pesado en una balanza analitica, posterior a esto se realiza la
mezcla en el Erlenmeyer de 250ml como se observa en las fotografia 13 y 14. Cuando la
combinacion este formalizada se debe dejar reposar 5 minutos; se mezcla, calentando a
ebulliciéon durante 1 o 2 minutos hasta su disolucion. Posteriormente se esteriliza en autoclave a

no mas de 121°C durante 15 minutos.
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Fotografia 13. Pesaje de polvo de agar.

Fuente: El autor

Después de retirado el medio de la autoclave se realiza el respectivo depdsito dentro de las cajas
Petri, para esto, los medios de cultivo se deben enfriar a 45°C y distribuir suavemente por las

cajas Petri, cada caja Petri debe contener un volumen aproximado de 20 ml.

Debido a las condiciones del lugar y con el fin de evitar la contaminacion de los medios de cultivo
se procede a servir las cajas Petri con los medios de cultivo recién salidos del proceso de auto

clavado, cerca del calor producido por el fuego.
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Se procedi6 a esperar mientras cada caja Petri con el medio de cultivo en su interior se solidifico,
después de esto el paso siguiente fue realizar el sembrado de microorganismos con el agua
residual recolectada en el Hospital de Suba Il nivel E.S.E.

Preparacion de Solucion salina al 85%.

La preparacién de solucion salina fue realizada en Erlenmeyer de 250 ml, se utilizé6 Cloruro de
Sodio () y agua destilada. Para obtener esta solucién se procedio a diluir el Cloruro de Sodio () o

sal de cocina, en agua destilada de la siguiente forma.

Cada 100 ml de agua destilada debe contener 0,85 gramos de NacCl, por lo tanto, dependera del

volumen de la solucién salina la ecuacion de su preparacion.

Para las diluciones de agua residual antes de la siembra de colonias de Escherichia coli fueron
necesarios 24 tubos de ensayo con un volumen de 9 ml cada uno para un dia de muestreo, por

lo tanto, se prepar6 de la siguiente forma:

Como son 24 tubos de ensayo con un volumen de 9ml cada uno fueron necesarios 216 ml de

agua destilada.

De esta manera se evidencié que para preparar 216 ml de solucién salina fue necesario 1,836
gr de NaCl y 216 ml agua destilada, se debid agitar suavemente hasta que no se evidencio
visualmente ningun contenido de NaCl. El procedimiento fue el mismo para los diferentes

volumenes de solucién salina requerida en los diferentes procesos.

Con la solucion preparada se procedio a depositar los 9 ml pertinentes en cada tubo de ensayo
con pipeta, para esto se introduce la pipeta (con la punta conica hacia abajo) en el Erlenmeyer
el cual contiene la solucion salina preparada y del cual se desea extraer un volumen determinado
de muestra, consecutivamente se coloco la pera de succion en la punta libre y se hizo ascender
el liquido por encima del aforo superior, de esta forma fue posible graduar el volumen requerido

para ser trasladado a los tubos de ensayo que en este caso son 9 ml, por ultimo se trasladé la
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pipeta al tubo de ensayo y se extrajo todo el liquido absorbido por la pipeta en el tubo de ensayo;
los tubos de ensayo fueron tapados con la tapa rosca para su posterior esterilizacion en la
autoclave a no mas de 121 °C durante 15 minutos.
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